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Wykaz skrotow i terminéw uzytych w pracy

Wykaz skrotow

AlS miodzienicza skolioza idiopatyczna

BMD gesto$¢ mineralna kosci

BMI indeks masy ciata

CNV zmiennosc¢ liczby kopii

CSL centralna linia krzyzowa

DNA kwas deoksyrybonukleinowy

EDTA kwas etylenodiaminotetraoctowy

EOIS skolioza idiopatyczna o wczesnym poczatku
ESR1 receptor estrogenowy typu pierwszego
ESR1 gen receptora estrogenowego typu pierwszego
ESR2 receptor estrogenowy typu drugiego

ESR2 gen receptora estrogenowego typu drugiego
FIS rodzinna skolioza idiopatyczna

GH hormon wzrostu

IGF I insulinopodobny czynnik wzrostu [

IL-6 interleukina 6

KRT kat rotacji tutowia

OR iloraz szans

PCR reakcja tancuchowa polimerazy

PS progresja skrzywienia

RFLP polimorfizm dtugosci fragmentéw restrykcyjnych
SI skolioza idiopatyczna

SNP polimorfizm pojedynczego nukleotydu

SRS Towarzystwo Badan nad Skolioza

TPS tempo progres;ji skoliozy

VNTR zmiennos¢ liczby powtoérzen tandemowych

Wykaz terminoéw

polimorfizm Xbal polimorfizm miejsca rozpoznawanego przez enzym restrykcyj-
ny Xbal

polimorfizm Pvull polimorfizm miejsca rozpoznawanego przez enzym restrykcyj-
ny Pvull

polimorfizm Bsyl polimorfizm miejsca rozpoznawanego przez enzym restrykcyj-
ny Bsyl

polimorfizm AlwNI polimorfizm miejsca rozpoznawanego przez enzym restrykcyj-
ny AIwNI

polimorfizm Alul polimorfizm miejsca rozpoznawanego przez enzym restrykcyj-
ny Alul

polimorfizm Rsal polimorfizm miejsca rozpoznawanego przez enzym restrykcyj-

ny Rsal
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1. Wstep

1.1. Podloze genetyczne choréb

1.1.1. Organizacja genomu

Informacja genetyczna zapisana jest w tanicuchu DNA w postaci sekwencji nukle-
otydéw, podstawowych elementéw struktury DNA, skitadajacych sie z deoksyrybozy,
reszty kwasu fosforowego i zasady azotowej (adeniny, guaniny, tyminy lub cytozyny).
Materiat genetyczny czlowieka zlokalizowany jest gtéwnie w jadrze komoérkowym (DNA
wystepuje rowniez w mitochondriach) [1]. Dwie nici DNA tworza strukture podwdjnej
helisy, w ktorej zasady skierowane do wewnatrz tacza sie poprzez wigzania wodorowe w
komplementarne pary (A:T oraz G:C) [1]. Ludzki genom sktada sie z okoto 3 100 000 000
par zasad [2]. Zawiera okoto 20 687 gen6w kodujacych biatka, 18 441 genéw kodujacych
wytacznie RNA oraz 11 224 pseudogenow [3], co stanowi okoto 3% materiatu genetycz-
nego. Geny najcze$ciej sktadajg sie z czeSci kodujacych kolejno$¢ aminokwasow (ekso-
ny), czeSci niekodujacych informacji (introny) oraz elementéw flankujgcych gtéwnie o

znaczeniu regulujagcym 5’'UTR i 3'UTR [4].

Zestaw posiadanych gendw osobnika jest niezmienny w ciggu zycia (wylaczajac
nowe mutacje) i stanowi genotyp, a cechy, ktére sie u osobnika ujawnity stanowig feno-
typ [5]. Pomimo iZ w 99,9% DNA ludzi jest takie same, pozostata cze$¢ stanowi zmien-
no$c¢ genetyczng réznicujaca jednostki miedzy soba. Jest ona wynikiem utrwalonych mu-
tacji i rekombinacji. Z powodu takich réznic te same geny mogg wystepowaé w réznych
postaciach, nazwanych allelami. Osoby, u ktérych wystepujg dwie takie same kopie kaz-
dego genu okresla sie jako homozygoty, a osoby posiadajace w swoim genomie dwa roz-
ne allele tego samego genu jako heterozygoty [6]. Do mechanizméw wptywajacych na
czesto$¢ wystepowania alleli w genomie naleza: mutacje, dryf genetyczny, rekombinacje,
migracje, mieszanie réznych populacji, preferencja wybranej cechy w doborze natural-

nym oraz celowa selekcja populacji pod wzgledem wybranej cechy [7].

Najczestszym mechanizmem powstania zmienno$ci genetycznej sa mutacje, kto-
re mozna podzieli¢ na mutacje zmiany dtugos$ci i mutacje punktowe [8]. WSréd mutacji
zmiany dtugosci DNA wyrdznia sie delecje, duplikacje, insercje i amplifikacje powt6rzen
tréjnukleodtydowych [8]. Wsréd mutacji punktowych wyrdznia sie tranzycje oraz

transwersje[8, 9].



Nastepstwem mutacji na poziomie pojedynczego nukleotydu moze by¢:

mutacje zmiany sensu - zmieniajgce kodon okreslonego aminokwasu i prowa-

dzace do jego zamiany (substytucji) na inny,

— mutacje nonsensowne - prowadza do zbyt wczesnego powstawania kodonu ter-
minacyjnego, korficzacego translacje,

— zmiany ramki odczytu - powstajace w wyniku insercji lub delecji jednej lub kilku
par zasad,

— mutacje promotora - moga wptywac na transkrypcje genu,

— mutacje miejsc splicingowych - zmieniaja sekwencje sygnalne splicingu znajdu-

jace sie na koncach 3’ i 5’ eksonéw oraz w niekodujgcych cze$ciach genomu.

Prowadza one do powstawania nowych miejsc splicingowych [6].

Najczestszg odmienno$¢ genetyczng DNA stanowig polimorfizmy pojedynczego
nukleotydu (SNP). Stanowia okoto 90% catego zréznicowania [9]. Szacuje sie, Ze moga
wystepowac raz na 300 par zasad, a w calym genomie opisane zostato ponad 17 000 000
SNP [4,9]. Czesto$¢ wystepowania SNP powiazana jest z badang populacja, w literaturze
opisano wiele alleli wystepujacych tylko w wybranej populacji [10].

Polimorfizmy potozone niedaleko od siebie na jednym chromosomie s3 czesto
dziedziczone wspoélnie. Wzory wspétdziedziczenia grup polimorfizméw sg charaktery-
styczne dla populacji oraz, w szczeg6lnych przypadkach, dla pacjentéw z chorobami ge-
netycznymi [11]. Grupe takich alleli znajdujacych sie na tym samym chromosomie i dzie-
dziczonych wspdlnie nazywamy haplotypem [11]. Tworza one state bloki, ktére mogg
by¢ rozpatrywane jako jeden fragment, co oznacza, ze identyfikacja typowych dla haplo-

typu polimorfizméw pozwala okresli¢ jego wszystkie polimorfizmy w obrebie badanego

haplotypu.

1.1.2. Rodzaje choréb uwarunkowanych genetycznie
Chorobami uwarunkowanymi genetycznie nazywa sie zesp6t objawéw spowo-
dowanych zmianami w DNA [12].
Opisywane sg cztery podstawowe rodzaje uwarunkowania genetycznego choréb [6]:
1) Aberracje chromosomowe - zmiany w liczbie badz strukturze chromosomoéw. Ta
grupa schorzen obejmuje powstajgce w wyniku ztaman, delecje, insercje, duplikacje
i rearanzacje poszczeg6lnych segmentéw chromosomu [13].

2) Choroby jednogenowe - spowodowane mutacjami pojedynczych genéw [14].



ZaleznoS$ci pomiedzy allelami (okre$lane rowniez sposobem dziedziczenia) mogg miec

charakter dominujacy - w przypadku, gdy cecha badz choroba ujawnia sie u heterozygot

lub recesywny - w przypadku, gdy cecha badz choroba ujawnia sie u homozygot, a hete-

rozygoty sa zdrowymi nosicielami [5].

Istnieja sytuacje utrudniajace identyfikacje konkretnego genu i sposobu dziedziczenia:

3)

4)

stopien penetracji genu,

— zmienna ekspresja gendw,
— epigenetyka,

— kodominacja,

— dziedziczenie posrednie,

choroby autosomalne determinowane przez pte¢ [5].

Choroby mitochondrialne - spowodowane mutacjami w genomie mitochondrial-
nym, przekazywane wytacznie przez matke bez wzgledu na pte¢ dziecka [15].
Choroby uwarunkowane wielogenowo - choroby, ktére sg wynikiem zaréwno pre-
dyspozycji genetycznych jak i czynnikdw srodowiskowych [16]. W chorobach wielo-
genowych relacja genotyp-fenotyp jest znacznie stabsza, a czynnik genetyczny od-
powiada jedynie za predyspozycje do wystapienia choroby [17]. Ujawniajg sie one
na pewnym etapie rozwoju lub w wieku dorostym [18]. Stopien wptywu podtoza
genetycznego na badang ceche mozna ocenié¢ dzieki badaniom na bliznietach jedno i
dwujajowych [19, 20]. Wérdd chordb dziedziczonych wielogenowo najczestsze to
nadci$nienie tetnicze, cukrzyca, wrodzone wady serca, schizofrenia, choroby aler-
giczne i reumatoidalne zapalenie stawéw [21]. Wczesne wykrycie tego typu niepra-

widtowosci umozliwia wczesne wdrozenie leczeniai wtasciwa profilaktyke.

1.1.3. Rodzaje badan genetycznych

Badania genetyczne majg na celu identyfikacje fragmentu DNA, ktéry jest zwig-

zany z powstaniem choroby. Badania mozemy przeprowadzi¢ w obrebie catego genomu

lub wybranego odcinka DNA, najczesciej w obrebie genu kandydujacego [22]. Badanie

genu kandydujacego (ang. candidat gene CG) polega na badaniu genu wytypowanego we

wczes$niejszych badaniach catego genomu (zaréwno rodzinnych jak i populacyjnych),

przeprowadzonych wczes$niej badaniach asocjacyjnych, badaniach na zwierzetach lub na

podstawie wybranej teorii etiopatogenetycznej choroby [22].



Badaniu genetycznemu mozna podda¢ osoby spokrewnione i niespokrewnione.
Badania w obrebie rodzin opieraja sie o analize wielu pokolen rodzin obcigzonych bada-
ng chorobg lub ocene osoby badanej, ojca i matki. Badania te bazujag na podobienistwie
materiatu genetycznego w obrebie rodzin i na zjawisku nier6wnowagi sprzezen. Pozwala
to na uzycie mniejszej liczby markeréw genetycznych, najcze$ciej mikrosatelit, do po-
szukiwania odcinkéw DNA zwigzanych zchorobg, ktére wystepuja w sprzezeniu
z markerem, a ktéry przekazywany jest w obrebie rodziny osobom chorym. Natomiast u
0s6b niespokrewnionych przeprowadza sie gléwnie badanie powigzan, czyli asocjacji.
Genetyczne badanie asocjacji polega na poréwnaniu czesto$ci wystepowania markera
genetycznego u osobnikéw z danej populacji, u ktérych wystepuje lub nie wystepuje ba-
dana cecha (np. choroba), celem oszacowania czy dany marker jest powigzany z badang
cecha [23]. Takim markerem moze by¢ polimorfizm jednego nukleotydu (SNP - ang. sin-
gle nucleotide polymorphism), mogg nimi by¢ wieksze fragmenty DNA w postaci minisa-
telit i mikrosatelit, jak réwniez bardziej zlozone modyfikacje sekwencji DNA jak inwer-

sje, delecje, zmiennosci liczby kopii (CNV- z ang. copy number variations) [24].

Wybrany marker genetyczny moze by¢ bezposrednio zwigzany z przyczyng po-
wstania cechy lub choroby, lub moze w sposéb posredni wskazywac na chorobe poprzez
sprzezenie z czynnikiem wptywajacym na dana ceche, ktéry znajduje sie w niewielkiej
odlegtosci w obrebie tego samego fragmentu DNA. W takim przypadku marker tylko
koreluje z wystapieniem badanej cechy lub choroby [23].

Taka korelacje lub nieprzypadkowe powigzanie (wynikajace z niewielkiej odle-
gtosci i wspolnego dziedziczenia) pomiedzy markerami nazywamy nieréwnowagg
sprzezen (LD - ang. linkage disequilibrium) [23]. Zjawisko LD wykorzystywane jest
réwniez przy ocenie haplotypoéw - grupie alleli znajdujacych sie na tym samym chromo-

somie, dziedziczonych wspolnie w okreslonych blokach [11].

Struktura genéw w postaci wzoru blokéw haplotypowych na bazie LD obejmuje
wiekszos¢ ludzkiego genomu [11]. Badania sprzezen w obrebie rodzin sg bardziej efek-
tywne w przypadku rzadkich choréb z wysoka penetracja i s bardziej typowe dla cho-
réb jednogenowych. Natomiast badania asocjacji wykazuja wiekszg przydatno$¢ w ba-

daniach nad chorobami wielogenowymi i predyspozycja do nich [25, 16].



1.2. Skolioza idiopatyczna
1.2.1. Definicja

Jako skolioze idiopatyczng okre$la sie tréjwymiarowa, rozwojowa deformacje
kregostupa o nieznanej etiologii. Na znieksztalcenie sktadajg sie: skrzywienie boczne w
plaszczyZnie czotowej, rotacja w plaszczyZnie poprzecznej oraz zaburzenie naturalnych
krzywizn kregostupa w ptaszczyznie strzatkowej. Rozpoznanie ustala sie na podstawie
radiograméw przednio-tylnych wykonanych w pozycji stojgcej, na ktédrych wedtug SRS
(Scoliosis Research Society) kat Cobba wynosi co najmniej 10°. Do ustalenia rozpoznania
niezbedne jest wykluczenie innych przyczyn, ktére mogtyby stanowi¢ przyczyne po-

wstania skoliozy [26, 27].
1.2.2. Wystepowanie

Skolioza idiopatyczna jest najczestsza deformacjg kregostupa populacji mto-
dzienczej [28, 29]. Czesto$¢ wystepowania skoliozy idiopatycznej w ocenianej radiolo-
gicznie populacji dzieci szkolnych wg Lonsteina wynosi pomiedzy 1,5% a 3% dla skrzy-
wien powyzej 10° [30]. W Polskiej populacji warto$¢ ta wynosi wedtug Tylmana 2-3%
[31]. Odsetek dzieci ze skoliozami wiekszymi jest znacznie mniejszy i wynosi odpowied-
nio dla skolioz powyzej 20° od 0,3% do 0,5%, a w przypadku wartosci kata Cobba powy-
zej 30° od 0,2% do 0,3% [32].

Opisywana jest rézna czesto$¢ wystepowania skolioz idiopatycznych u chtopcow
i dziewczat. O ile w skoliozach dzieciecych i wczesnodzieciecych jest on podobny, to w
przypadku skolioz mtodzieniczych wystepuje wyrazna przewaga wystepowania u kobiet i
wynosi 3,6 : 1 [33]. Proporcja ta wzrasta wraz ze wzrostem kata skrzywienia. Kiedy
weZmie sie pod uwage skoliozy od 10°, przewaga wystepowania u kobiet wynosi 1,3 : 1,
przy kacie Cobba od 20° wzrasta do 5,4 : 1, a powyzej 30° wynosi 7:1 [30, 33, 34, 35, 36,
37].

1.2.3. Progresywnos¢

Skolioza idiopatyczna jest deformacja rozwojowa $ci$le zwigzang z rosnieciem
pacjenta. Intensywnos¢ wzrostu ma duzy wplyw na rozwoj i powiekszanie sie skrzywie-
nia [38]. Powoduje to, iz wielkos¢ skoliozy moze w trudny do przewidzenia sposob
zwiekszac¢ sie w czasie. Dynamika tych zmian (narastanie kata skoliozy w czasie) moze
by¢ okreslana jako progresywnos¢ skoliozy idiopatycznej i jest indywidualng cecha da-

nego chorego.



Dimeglio wyrdznit skoliozy progresujgce podczas fazy szybkiego wzrostu w spo-
s6b szybki lub w sposéb powolny. Skoliozy progresujace szybko, to skrzywienia, w kt6-
rych kat Cobba zwieksza sie w fazie szybkiego wzrostu o 1° na miesiagc (lub 10°/rok).
Skoliozy takie maja zte rokowanie; w badaniach Dimeglio 100% pacjentéw z tej grupy
byto operowanych [38]. Skoliozy progresujace wolno to skrzywienia, w ktérych kat Cob-
ba zwieksza sie w fazie szybkiego wzrostu ponizej 0,5° na miesigc (lub ponizej 6°/rok).
Skoliozy takie majg lepsze rokowanie i w badaniach Dimeglio 33% pacjentéw z tej grupy
byto operowanych [38]. W badaniach tych rokowanie pogarszata duza wielko$¢ kata

Cobba w momencie poczatku dojrzewania [38].

Zagadnieniem wystepowania w skoliozie idiopatycznej czynnikoéw, ktére mozna
powigzac z progresja i mozliwoscig ich wykorzystania zajmowali sie Lonstein i Carlson,
ktérzy w 1984 roku opracowali wspétczynnik ryzyka progresji skoliozy wyznaczonej ze
wzoru matematycznego, na ktéry sktada sie kat Cobba, warto$¢ testu Rissera i wiek ka-
lendarzowy. Na tej podstawie autorzy oceniali ryzyko wystapienia progresji skoliozy
[39]. Obserwacje w tym kierunku prowadzili rowniez Nachemson i wsp. [40, 41], ktorzy

opisali zalezno$¢ ryzyka progresji zalezne od kata Cobba i wieku, tabela 1.1.

Tabela 1.1. Ryzyko progresji skoliozy idiopatycznej w zalezno$ci od wartosci katowej i
od wieku wedtug Nachemsona i wsp. [40, 41]

kat Cobba 10-12 lat 13-15 lat 16 lat
<19° 25% 10% 0%

20-29° 60% 40% 10%
30-39° 90% 70% 30%
>40° 100% 90% 70%

Jak dowodza powyzsze obserwacje, ryzyko progresji skolioz idiopatycznych
zmniejsza sie z wiekiem [35]. Potencjat skoliozy idiopatycznej do progresiji jest zwigzany

z ro$nieciem i wyczerpuje sie po zakonczeniu wzrastania [35, 38].

U os6b dojrzatych kostnie skrzywienie moze sie powieksza¢ na drodze narastajg-
cych znieksztatcen kostnych oraz zapadania sie kregostupa [35, 42]. Jest to zjawisko
obserwowane zwtaszcza w skoliozach z wielko$cig katowg przekraczajacg 50°, mniejsze
skoliozy idiopatyczne pozostaja czesto stabilne, zwtaszcza gdy kat Cobba nie przekroczyt

30° [35, 36, 42, 43].



1.2.4. Skolioza idiopatyczna jako choroba uwarunkowana genetycznie

1.2.4.1. Zarys ogllny

Czestsze wystepowanie skoliozy idiopatycznej w obrebie rodzin, w ktérych juz
jeden cztonek rodziny cierpi na te chorobe, w poréwnaniu z resztg populacji jest zjawi-
skiem zauwazonym niezaleznie przez wielu badaczy. Opisy rodzinnego wystepowania
skoliozy idiopatycznej pochodza z prac Rutherfurda oraz Garlandha z lat trzydziestych
ubiegtego stulecia [44, 45].

Pierwsza osobg, ktéra uzyla sformutowania ,rodzinna skolioza idiopatyczna”
byta Wynne-Davies w 1968 r. Przeanalizowata ona rodziny 114 pacjentéw (w sumie
2000 os6b) i ustalita, Zze u 27,2% wystepuje przynajmniej jeden cztonek rodziny ze sko-

liozg idiopatyczng [46].

W 1973 r. Riseborough i Wynne-Davies przebadali w populacji bostonskiej 207
pacjentéw oraz 2662 cztonkoéw ich rodzin. Wedtug ich obliczen ryzyko wystapienia sko-
liozy idiopatycznej u krewnych pierwszego stopnia wynosi 11%, u krewnych drugiego

2,4%, a u krewnych trzeciego stopnia 1,4% [47].

W 1977 r. Harrington opisal, iZ u 27% coérek kobiet ze skolioza réwniez wyste-
powata skolioza powyzej 15° kata Cobba [48].

Badaniem, ktére wskazuje na podtoze genetyczne (gtéwnie wielogenowe) i jego
interakcje z czynnikami Srodowiskowymi, jest ocena wystepowania schorzenia u bliZnigt

jedno i dwujajowych [19].

Dane o czesto$ci wystepowania skoliozy idiopatycznej u bliznigt réznig sie w
zalezno$ci od przeprowadzonego badania. W literaturze znalez¢ mozna wiele prac opisu-
jacych mate grupy badanych bliznigt. Carr w 1990 r. na matej grupie 6 par blizniat opi-
sywat czestos¢ wystepowania skoliozy idiopatycznej na 66,7% u bliznigt monozygotycz-
nych i brak wspétwystepowania u bliznigt dizygotycznych [49]. Badania na wiekszej
grupie na ten temat opublikowali w 1997 r. Kesling i Reinker, ktérzy oprocz swoich 6 par
bliznigt przeprowadzili metaanalize danych dostepnych w literaturze. Znalezli 100 bliz-
niat, z ktérych 68 par posiadato wystarczajace dane do kwalifikacji do badania. Wynikato
z niego, Ze u bliznigt jednojajowych choroba wystepowata u obojga w 73% przypadkdw,

a u dwujajowych w 36% przypadkéw [50].

Badania populacyjne na ten temat pochodza z rejestréw bliZnigt prowadzonych

w Danii i Szwecji.



Andersen i wsp. w 2007 r. przeprowadzili badanie ankietowe u 4648 blizniagt
dunskich, wsréd ktorych zidentyfikowano 220 blizniat ze skoliozg, u ktérych w przypad-
ku bliZniagt jednojajowych skolioza idiopatyczna wystepowata w 13%, a w przypadku
dwujajowych w 0% [19].

Podobne badanie u 64 578 szwedzkich blizniagt przeprowadzili w 2012 r. Grauers
i wsp. Na podstawie otrzymanych danych ocenili oni procentowy udziat wptywu czynni-
kéw genetycznych na skolioze idiopatyczna w wysokosci 38%, a czynnikéw Srodowi-
skowych na 62%. W przypadku bliZnigt monozygotycznych ryzyko, ze u drugiego bliz-
niecia wystapi skolioza, jeZeli jedna osoba ma skrzywienie, wynosito 15%, a u dizygo-

tycznych 0% [20].

Do konca 2013 roku w bazie Medline opublikowano 62 artykuty zwigzane z ba-
daniami genetycznymi nad skolioza idiopatyczng. Z tego 9 nie byto dostepnych w jezyku
angielskim. Z pozostatych 37 byto badaniami nad genami kandydujacymi (6 analiz
sprzezen, 31 badan asocjacji) oraz 16 badan catego genomu (14 badan sprzezen w obre-

bie rodzin i dwa badania populacyjne asocjacji GWAS).

1.2.4.2. Badanie genow kandydujacych

Badaniu genetycznemu poddane zostalo wiele genéw, co do ktérych istniato
przypuszczenie, iZ moga mie¢ zwigzek ze skolioza idiopatyczng. Zostaly one wybrane z
pomiedzy genéw, ktére wykazywaly zwigzek ze skolioza w badaniach na zwierzetach,
znajdowaly sie we fragmentach DNA wykazujacych zwigzek ze skolioza w rodzinnych
analizach sprzezen, byly oceniane przez innych naukowcéw lub wynikaty z hipotez etio-
patologicznych opartych na obserwacjach klinicznych [22]. W ramach opublikowanych
badan nad genem kandydujacym przeprowadzono zaréwno analize sprzezen, jak i anali-
ze asocjacji. Przeprowadzone badania mozna podzieli¢ ze wzgledu na uktad, z ktérym

miaty zwigzek badane geny.

Pierwszymi genami, nad ktérymi rozpoczeto badania, byly geny zwigzane z tkan-
ka tgczna. Ich wybdér byt podyktowany faktem, iz w zespotach genetycznych powigza-
nych z zaburzeniami tkanki tacznej czesto wystepuja deformacje kregostupa w postaci
skoliozy, np. w zespole Marfana skoliozy wystepuja u 60% pacjentéw [16]. Pierwsze
badanie nad zwigzkiem skoliozy idiopatycznej z genami kolagenu I i Il opublikowat Carr i
wsp. w 1992 r. [51]. Przeprowadzili on analize sprzezen w obrebie czterech rodzin, jed-
nakze nie znalezli oni zwigzku skoliozy idiopatycznej z mutacjami w obrebie kolagenu.
Miller i wsp. w 1996 r. przedstawili badanie genu fibryliny, elastyny i kolagenu, ktore

przeprowadzili w jedenastu rodzinach. Nie znalezli zwigzku tych genow ze skoliozg [52].
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W badaniach genetycznych przeprowadzonych przez Zorkol'tseva i wsp. w 2002 r. oraz
przez Marosy i wsp. w 2006 r. nie stwierdzono zwigzku genu agrekanu (biatka prze-
strzeni miedzykomoérkowej) ze skolioza idiopatyczng [53, 54]. Z kolei badania nad ge-
nem matryliny (MATN1) (biatka wchodzacego w sktad macierzy chrzastki) przeprowa-
dzone przez Montanaro i wsp. w 2006 r. wykazaty istotny zwiazek polimorfizmu tego
genu ze skoliozg idiopatyczna [55]. Chen i wsp. w 2009 r. wykazali zwigzek polimorfizmu
w obrebie promotora tego genu ze skoliozg idiopatyczng w badaniu asocjacji u 419 pa-
cjentow ze skoliozg idiopatyczng i 750 zdrowych kontroli w populacji chiniskiej [56].
Zwiazku tego nie potwierdzili Takahashi i wsp. w 2011 r. w badaniu replikacyjnym u 789
pacjentéw ze skoliozg idiopatyczng i u 1239 kontroli w populacji japonskiej [57]. W ba-
daniach nad polimorfizmami genu oksydazy lizylowej (LOX), enzymem zwigzanym z
modelowaniem struktury kolagenu i elastyny, ktdrego powigzanie ze skoliozg sugerowa-
ly badania na zwierzetach, nie wykazano zwigzku ze skoliozg idiopatyczna [58]. Polimor-
fizm genu enzymu peptydazy dipeptydylowej 9 (DPP9), ktéry wytypowano na bazie lo-
cus otrzymanego w wyniku badan sprzezen, nie wykazat powigzania ze skoliozg idiopa-

tyczna [59].

Metaloproteinazy i ich inhibitory majg wptyw na rozpad i przebudowe macierzy
tkanki tacznej [22]. Opisany zostal przez Jiang i wsp. w 2012 r. zwigzek polimorfizmu
promotora tkankowego inhibitora metaloproteinazy typu 2 (TIMPZ2) z ciezszym przebie-
giem skoliozy idiopatycznej piersiowej w chinskiej populacji [60]. Zwigzek ten nie zostat
potwierdzony przez Ogura i wsp. w 2013 r. w populacji japonskiej [61]. Podobnie poli-
morfizm metaloproteinazy 3 (MMP3) zostat opisany jako posiadajacy zwiagzek z ciezko-
$cig przebiegu skoliozy idiopatycznej w populacji wioskiej [62], jednakze zwigzek ten nie
zostat potwierdzony w wiekszym badaniu w populacji chinskiej [63], ani wegierskiej
[64]. W przypadku tej ostatniej wykazano zwigzek ze skoliozg idiopatyczng, gdy

uwzgledniono interakcje z polimorfizmem genu BMP4 [64].

U pacjentek ze skoliozg idiopatyczna czesto opisywane jest zjawisko osteopenii
[65]. Na tej podstawie badaniu poddane zostaty biatka zwigzane z metabolizmem tkanki
kostnej, wérdd nich biatko morfogenetyczne kosci 4 (BMP4), ktérego polimorfizm w uje-
ciu pojedynczym nie wykazywat zwigzku ze skoliozg idiopatyczna [64]. Innym badanym
biatkiem byta kalmodulina 1 (CALM1), ktéra bierze udziat w regulowaniu przemian
tkanki kostnej, ktérej poziom w ptytkach krwi byt podejrzewany o zwigzek z postacia
progresywna skoliozy idiopatycznej [66]. Zwigzek polimorfizmdéw genu kalmoduliny 1
ze skoliozg idiopatyczna zostat wykazany w trzech pracach dotyczacych populacji chin-



skiej, jednakze wszystkie te badania przeprowadzone zostaty na matych grupach [67, 68,

69].

Zwiazek genu interleukiny 6 (IL6) ze skoliozg idiopatyczng we wloskiej populacji
opisali Aulisa i wsp. w 2007 r. [62]. Podobnego zwigzku nie znaleZli w chiniskiej populacji
Liu i wsp. [63], ani Morocz i wsp. w populacji wegierskiej [64]. Ta ostatnia grupa wykaza-
1a, iz koincydencja polimorfizmu IL6 i genu leptyny jest zwigzana z wystepowaniem sko-
liozy idiopatycznej, podczas gdy wystepowanie polimorfizmu genu leptyny samoistnie,

podobnie jak i IL6, nie wykazuje takiego powigzania [64].

Badania nad genem receptora witaminy D wykazaty powigzanie z ryzykiem wy-
stapienia skoliozy idiopatycznej w koreanskiej populacji [70], lecz nie z ryzykiem pro-

gresji skoliozy [71].

Znaczaca grupa badanych genéw, byly geny zwigzane ze szlakiem sygnalizacyj-
nym melatoniny. Zainteresowanie tymi genami wynikato z badan na modelu zwierzecym
[72]. W badaniach nad receptorem melatoniny 1A nie wykazano zwiazku ze skolioza
idiopatyczna [73, 74, 75]. Natomiast w obrebie receptora melatoniny 1B Qiu i wsp. w
2007 r. w chinskiej populacji opisali zwigzek polimorfizmu w regionie regulatorowym
tego genu z wystepowaniem skoliozy idiopatycznej [76]. Jednakze w kolejnych bada-

niach nie potwierdzono zwigzku tego genu ze skolioza idiopatyczna [57, 64, 75, 77].

Hydroksylaza tryptofanu 1 (TPH1) jest enzymem szlaku metabolicznego mela-
toniny. Zwigzek genu hydroksylazy tryptofanu 1 z predyspozycja do skoliozy idiopatycz-
nej opisat Wang i wsp. w 2008 r. w chinskiej populacji [78], jednakze wynik ten nie zo-
stat potwierdzony w populacjach japonskiej i amerykanskiej [57, 75]. Przeprowadzono
réwniez badania nad innymi genami biatek szlaku metabolicznego melatoniny, takimi
jak N-acetyltransferaza aralkilaminowa (AANAT) [74, 78], receptor GPR50 [77], kinaza
proteinowa C (PKCD) [75] i metyltrasferaza hydroksyindolowa (HIOMT) [75].

Nastepng grupa genéw posiadajacych potencjalny zwigzek ze skoliozg idiopa-
tyczna byty geny zwigzane ze wzrostem i dojrzewaniem. W zwiazku z faktem progres;ji
skoliozy w okresie szybkiego rosniecia gen receptora hormonu wzrostu (GHR) zostat
zbadany w kierunku powigzania ze skoliozg idiopatyczna. Qui i wsp. w 2007 r. nie wyka-
zali takiego zwigzku dla polimorfizméw genu GHR w chinskiej populacji [79]. Natomiast
w przypadku genu insulinopodobnego czynnika wzrostu 1 (IGF1) Yeung i wsp. w 2006 r.
wykazali powiazanie z wielkoS$cig skrzywienia w SI [80]. W kolejnych badaniach wyniki

te nie zostaty potwierdzone w badaniach na populacji chinskiej i japonskiej [57, 81].
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Wsrdd gendw zwiazanych z dojrzewaniem zbadano CYP17, gen enzymu zwigza-
nego z powstawaniem hormonéw sterydownych, jednakze nie wykazano jego powiaza-

nia ze skoliozg idiopatyczna [71].
1.2.4.3. Geny receptorow estrogenowych w skoliozie idiopatycznej

W obrebie genu receptora estrogenowego 1 (ESR1) opublikowane zostaty wyniki
badan nad zwigzkiem dwoch polimorfizméw Pvull (rs2234693) i Xbal (rs9340799) ze

skoliozg idiopatyczna.

Inoue i wsp. w 2002 r. w badaniu na 304 japonskich kobietach opisali zwigzek
polimorfizmu Xbal z katem Cobba, ktéry wynosit odpowiednio dla genotypéw XX (GG)
34,9° i Xx (GA) 34,2°, a dla genotypu xx (AA) 29,3° p=0,002 [82]. Podobng zalezno$¢ wy-
kazali w przypadku wyselekcjonowanych skolioz idiopatycznych piersiowych, odpo-
wiednio dla XX (GG) 48,3° i Xx (GA) 38,5°, a dla xx (AA) 33,3° p=0,036 oraz skolioz idio-
patycznych z podwojnym skrzywieniem XX (GG) 34,2° i Xx (GA) 34,6°, a dla xx (AA) 28,8°
p=0,007. Inoue i wsp. podali, Ze u pacjentéow leczonych zachowawczo czeSciej wystepo-
wat genotyp xx (AA) niz w podgrupie pacjentéw leczonych operacyjnie, p < 0,0001. W ich
badaniach progresja skoliozy idiopatycznej, opisana jako zwiekszenie skrzywienia o wie-
cej niz 5°, wystapita czesSciej u pacjentéw z genotypem Xx (AG) niz xx (AA) i XX (GG)
p=0,027. Nie znaleZli oni natomiast zwigzku skoliozy idiopatycznej z polimorfizmem

Pvull [82].

Badania nad polimorfizmami Xbal i Pvull przeprowadzit Wu i wsp. w 2006 r. na
chinskiej populacji u 202 pacjentéw ze skoliozg i 174 zdrowych kontroli [83]. Wykazali
czestsze wystepowanie genotypu XX (GG) oraz allelu X (G) polimorfizmu Xbal u pacjen-
tow ze skoliozg idiopatyczng niz w grupie kontrolnej, odpowiednio p=0,005 OR=2.17 i
p=0,001 OR=1.68. Ponadto stwierdzili czestsze wystepowanie genotypu XX (GG) u pa-
cjentek z kagtem Cobba wiekszym niz 40°, p=0,001 i OR=4.3 oraz u pacjentek o wzroscie
wyzszym niz 160cm, p=0,001 i OR=2,98 [83]. Wykazali oni czestsze wystepowanie kom-
binacji genotypéw PpXX u pacjentéw niz u kontroli, p=0,036 i OR=2,41 oraz rzadsze wy-
stepowanie kombinacji genotypéw ppxx p=0,038 i OR=0,56 [83]. Badania na chinskie;j
populacji przeprowadzili rowniez Zhao i wsp. Przebadali oni 67 pacjentek z podwéjnymi
skrzywieniami i 100 zdrowych kontroli [67]. Stwierdzili, ze polimorfizm Pvull byt zwig-
zany z wystapieniem skrzywienia, katem Cobba powyzej 40° i z lokalizacja piersiowa

skrzywienia, odpowiednio p=0,014, p=0,0128 oraz p=0,0184 [67].
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Tang i wsp. w 2006 r. przeprowadzili badanie polimorfizméw Xbal oraz Pvull u
540 chinskich pacjentek z ze skoliozg idiopatyczng i 260 chinskich kontroli, nie wykazu-
jac istotnego powigzania badanych polimorfizméw z predyspozycja do skoliozy, ani z

wielkos$cig kata Cobba, ani z odsetkiem progresji [84].

Podobnie w japonskiej populacji Takahashi i wsp. w badaniu 798 pacjentek ze
skoliozg idiopatyczng oraz 637 kontroli nie wykazali zwigzku obu polimorfizmdw, ani z
wystgpieniem skoliozy, ani wielkoScig kata Cobba, jednakze w przypadku Xbal r6éznica

byta bliska istotnos$ci statystycznej p=0,0509 [85].

Pacjenci leczeni gorsetem, posiadajacy w swoim genomie allel G lub genotyp AG
polimorfizmu Xbal, wykazywali wieksze ryzyko niepowodzenia leczenia (opisanego jako

progresja powyzej 5°) niz pacjenci z allelem A i pozostatymi genotypami [86].

W obrebie genu ESRZ opisany zostal zwigzek ze skoliozg idiopatyczng jednego
polimorfizmu rs1256120 (AlwNI). Zhang i wsp. w 2009 r. opublikowali wyniki badania
tego polimorfizmu w grupie 218 pacjentek ze skoliozg i 140 badaniach kontrolnych w
chinskiej populacji. Wykazali czestsze wystepowanie genotypu CC i allelu C u pacjentow
niz u kontroli, odpowiednio p=0,004 oraz p=0,016 i OR 2,09. Genotyp CC wystepowat
réwniez czesSciej u pacjentéw z katem Cobba powyzej 30° i u pacjentek wyzszych niz
160cm [87]. Takahashi i wsp. nie wykazali podobnych wynikéw w japonskiej populacji
[85]. Xu i wsp. nie wykazali zwigzku tego polimorfizmu z wynikami leczenia gorsetowe-

go [86].

Opisany zostat rowniez zwigzek polimorfizmu genu btonowego receptora estro-
genowego zwigzanego z biatkiem G (GPR30) z wielko$cig kata Cobba, lecz nie z predys-
pozycja do skoliozy idiopatycznej [88]. Peng i wsp. przeprowadzili badania na chinskie;j
populacji u 389 pacjentéw i 338 kontroli uzyskujac trzy polimorfizmy zwigzane z ciezko-
$cig przebiegu skoliozy (rs3808351, rs10269151 i rs426655s3) i p wynoszacym od-
poiednio 0,004, 0,048 0,028.

1.2.4.4. Badania rodzinne sprzezen w obrebie catlego genomu
Badania rodzinne sprzezen w obrebie catego genomu majg na celu identyfikacje
wiekszych fragmentéw DNA, w obrebie ktérych znajduje sie miejsce majace zwigzek z
choroba. Opublikowano 14 badan nad podtozem genetycznym skolioz idiopatycznych,
opisujac w ten sposob 25 miejsc wykazujacych istotne sprzezenie ze skoliozg idiopatycz-

ng, tabela 1.2.
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Tabela 1.2. Zestawienie danych opisanych w literaturze na temat rodzinnej analizy sprzezen w
obrebie calego genomu w rodzinach chorych ze skoliozg idiopatyczng

Locus Artykut Model dziedziczenia Materiat

3ql12.1 Edery i wsp. [89] AD 1 rodzina

5q13.3

5p13 Miller i wsp. [90] BM 7 rodzin

13q13.3

13qg32

6p Miller i wsp. [91] BM, AD 101 rodzin

6q

17p

9q

16p

6q15-q21 Marosy i wsp. [92] BM 5 rodzin

10q23-

q25.3

8q12 Gao i wsp. [93] BM 53 rodziny

9q31.2- Ocaka i wsp. [94] AD, pen = 0.80 1 rodzina

q34.2

17925.3 AD, pen=0.80 2 rodziny

12p Raggio i wsp. [95] AR 7 rodzin
AD

17p11 Salehi i wsp. [96] AD,pen=1 1 rodzina

17q11.2 Clough i wsp. [97] BM 17 rodzin

17q25.3

18q12.1- Gurnett i wsp. [98] AD, pen = 0.80 1 rodzina

ql2.2

19p13 Alden i wsp. [99] AD 72 rodziny

19p13.3 Chaniwsp. [100] AD, pen = 0.80 7 rodziny

Xq23, Justice i wsp. [101] XLD 29 rodzin

Xq22.3-

q27.2

AD - model dziedziczenia autosomalny dominujacy, AR - model dziedziczenia autosomalny recesywny,
XLD - model dziedziczenia sprzezony z X dominujacy, BM - bez okreslonego modelu dziedziczenia, pen - penetracja

1.2.4.5. Badania asocjacji w obrebie calego genomu (GWAS)

Dotychczas zostaly opublikowane dwa duze badania typu GWAS dotyczace sko-
liozy idiopatycznej. Sharma i wsp. w 2011 r. przebadali 1 122 osoby (419 rodzin) anali-
zujac 327 000 SNP. Otrzymali oni najwieksze powigzanie z polimorfizmami rs1400180 i
rs10510181 genu CHL1, ktéry znajduje sie na chromosomie 3p26.3 [29].

Drugie takie badanie opublikowali Takahashi i wsp. w 2011 r., ktérzy przepro-
wadzili GWAS u 1 376 japonskich kobiet ze skoliozg idiopatyczng i u 11 297 kontroli. Za
pomoca zestawu 455 121 polimorfizméw wykazali powigzanie skoliozy idiopatycznej z
genem LBX1 znajdujacym sie na chromosomie 10q24.31. Najwieksze powigzanie wyka-
zaty trzy SNP rs11190870, rs625039, rs11598564, a ich OR wahato sie w granicach 1,36-
1,75 [102].
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1.3. Estrogeny i receptory estrogenowe

1.3.1. Wplyw estrogendéw na tkanki

Estrogeny naleza do grupy hormonéw sterydowych. Powstaja w przebiegu
przemian cholesterolu w jajnikach, tozysku, jadrach i korze nadnerczy. Sladowe ilosci
tych hormon6w powstajg rowniez w komorkach Leydiga, w komérkach nerwowych mo-

zgu i tkance ttuszczowej na drodze aromatyzacji androgenéw [103].

Estrogeny odpowiadaja za rozwo6j drugorzedowych cech piciowych kobiet,

wptywaja na cykl ptciowy oraz modulujg zachowanie seksualne [104].
Estrogeny oddziatywuja na liczne tkanki i uktady:

— wplywaja na gospodarke lipidowa podwyzszajac poziom HDL i obnizajac LDL,

— wptywajg na krzepliwo$¢ zwiekszajgc stezenie czynnikéow 11, VII, IX i X, a obniza-
jac stezenie antytrombiny II i fibrynogenu,

— zwiekszaja wytwarzanie i uwalnianie tlenku azotu i redukujg stezenie endoteliny,

— zwiekszajg przepuszczalnos$¢ bton komorkowych,

— regulujg synteze ttuszczdéw, biatek oraz zasad purynowych i pirymidynowych,

— s3 zwigzane z regulacjg wzrostu, proliferacja, migracja i apoptoza komorek,

— wplywaja na funkcjonowanie mitochondriéw [105].

Dziatanie hormondéw estrogenowych dzieli sie na genomowe, zwigzane z modu-
lacja transkrypcji gendéw oraz niegenomowe, polegajace gtéwnie na posttranslacyjnej

modyfikacji biatek sygnatowych [104].

Genomowy mechanizm dziatania polega na potgczeniu estrogendw z receptorem
i przeniesienie takiego kompleksu do jadra komérkowego. Aktywowane receptory two-
rza dimery (a-a, B-B i a-B) i wiaza sie ze swoistym odcinkiem DNA. NajczeSciej umiej-
scowione sg one w promotorach genéw, jednakze nie wszystkie geny regulowane przez
estrogeny zawieraja takie sekwencje i modulowanie ich ekspresji moze zachodzi¢ po-
przez interakcje z innymi czynnikami transkrypcyjnymi. Nie wszystkie mechanizmy od-

dzialywania hormonéw estrogenowych zostaty poznane [106].

Niegenomowe oddziatywanie estrogen6w odbywa sie poprzez receptor btonowy,
ktérego aktywacja prowadzi do regulacji receptorow zwigzanych z biatkiem G, cyklazy
adenylowej, btonowych kanatéw jonowych, kinaz tyrozynowych, biatkowych kinaz ak-

tywowanych miogenem oraz fosfolipazy C [107]. Estrogeny poprzez receptory btonowe
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wplywaja na wewnatrzkomdrkowe stezenie wapnia oraz potasu, regulujac otwieranie

kanatéw aktywowanych napieciem poprzez fosforylacje zalezng od cGMP [108].
1.3.2. Wystepowanie receptorow estrogenowych

Opisywane sg dwa rodzaje jadrowych receptoréw estrogenowych: typu pierw-

szego nazywane o (ESR1) oraz typu drugiego nazywane 3 (ESR2) [108].

ESR1 jest biatkiem kodowanym przez gen (ESR1) znajdujacy sie na 6 chromoso-
mie w locus na ramieniu dtugim q24-q27. Gen zbudowany jest z okoto 488 300 par za-

sad, w ktérym cze$¢ kodujacg stanowi osiem eksonéw [109].

ESR2 jest biatkiem kodowanym przez gen (ESR2) znajdujacy sie na 14 chromo-
somie w locus na ramieniu dtugim q23.2. Gen zbudowany jest z okoto 121 200 par zasad,

w ktérym cze$¢ kodujgcg stanowi dziewie¢ eksonow [108].

W obu przypadkach istnieje kilka izoform otrzymanego biatka, co wynika z roz-

nych mozliwo$ci sktadania nowo powstajgcego receptora zwanych splicingiem [108].

Receptory estrogenowe sa szeroko rozpowszechnione w ciele cztowieka. Obie
formy moga wystepowac jednocze$nie lub wykazywac czestsza ekspresje jednego z ty-
pow receptoréw w danej tkance niz drugiego. Receptor estrogenowy 1 wystepuje cze-
$ciej w komorkach ziarnistych jajnika, komoérkach nabtonkowych i miesSniowych macicy,
gruczole piersiowym, najadrzu, kardiomiocytach, aorcie, komérkach kostnych, zaréwno
osteoblastach jak i osteoklastach, podwzgérzu, przysadce mdézgowej, tkance ttuszczowe;j

i watrobie [110].

Receptor estrogenowy 2 wykazywany jest czeSciej w komoérkach tekalnych i

ziarnistych jajnika, kardiomiocytach, prostacie, ptucach i w komérkach hipokampa.

Oba receptory wystepuja w gonadach, nadnerczach, komérkach uktadu immuno-
logicznego (limfocyty, komérki dendrytyczne $ledziony), ukladzie krwiono$nym, naja-

drzu, tarczycy czy w komoérkach mie$ni szkieletowych [110].
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2. Zalozenia i cele pracy

2.1. Zalozenia pracy

Zaktada sie, ze u chorych ze skoliozg idiopatyczng w obrebie genéw receptoréw
estrogenowych wystepujg polimorfizmy pojedynczych nukleotydéw (SNP). Ponadto za-
ktada sie, Ze wystapienie pojedynczego polimorfizmu lub wspoétistnienie kilku okreslo-
nych polimorfizméw moze mie¢ zwigzek z postacia kliniczng choroby (skrzywienie pro-

gresywne lub skrzywienie nieprogresywne).
2.2. Cele pracy
2.2.1. Ogdlne cele pracy

Celem pracy jest stwierdzenie czy w obrebie gendéw receptoréw estrogenowych
chorych ze skoliozg idiopatyczna wystepuje genetyczna odmienno$¢ powigzana z posta-
cig kliniczng skoliozy (progresywna lub nieprogresywna). Dalszym celem jest mozliwo$¢

przewidywania rozwoju skoliozy na wczesnym jej etapie.

2.2.2. Szczegotowe cele pracy

=

Wyodrebnienie grup o odmiennym przebiegu u dzieci ze skolioza idiopatyczna
(szybko progresujaca, wolno progresujaca lub nieprogresywna) na podstawie bada-
nia klinicznego i radiologicznego.

2. Wyznaczenie czesto$ci wystepowania ocenianych polimorfizméw gendéw receptoréow

estrogenowych typu 11 typu 2 u wszystkich badanych.

3. Okreslenie roznic genetycznych pomiedzy grupami badanymi i grupg kontrolna.

4. Powigzanie postaci klinicznej skoliozy (szybko progresujaca, wolno progresujaca lub
nieprogresywna) z wystepowaniem okreslonych polimorfizméw genéw receptoréow

estrogenowych typu 11 typu 2.
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3. Material

Przebadano 144 osoby ze skoliozg idiopatyczng (grupa badana) oraz 48 oséb bez
skoliozy (grupa kontrolna), ktére wyrazity zgode na udziat w badaniu i spetnity kryteria
kwalifikacji do badania. Badania przeprowadzono w latach 2010 - 2013. Grupa oséb ze
skoliozami idiopatycznymi rekrutowana byta sposrdéd pacjentéw leczonych w Klinice
Ortopedii i Traumatologii Dzieciecej Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu, Pracowni
Choréb Kregostupa Katedry Ortopedii i Traumatologii Dzieciecej oraz Poradni Rehasport
Clinic w Poznaniu. Grupe kontrolng stanowity pacjentki leczone z innych powodéw niz
kregostup w Poradni Rehasport Clinic w Poznaniu oraz w Klinice Ortopedii i Traumato-
logii Dzieciecej Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu, a takze zdrowe osoby, ktore wy-

razity zgode na udzial w badaniu.

Kryteria udziatu w badaniach oraz charakterystyke badanych grup przedstawio-

no ponize;j.
3.1. Kryteria kwalifikacji do badan
3.1.1. Kryteria wiaczenia do grupy badanej

1) Swiadoma zgoda na udziat w badaniu wyrazona na pi$mie, po uprzednim zapo-
znaniu sie z informacjg o badaniu zawarta w druku pt. ,Informacja dla pacjenta”
(zat.1). W przypadku oséb niepetnoletnich ponizej 16. roku zycia wymagana byta
zgoda rodzica lub opiekuna prawnego, a w przypadku oséb powyzej 16. roku zy-
cia wymagana byta zgoda zar6wno osoby niepeinoletniej jak i rodzica lub opie-
kuna prawnego.

2) Ptec zenska.

3) Rozpoznanie skoliozy idiopatycznej w badaniu klinicznym i radiologicznym.

4) Skolioza jednotukowa piersiowa prawostronna - typ 1 wedtug klasyfikacji Lenke
i wsp. [111] lub skolioza dwutukowa z przewagg skrzywienia piersiowego - typ 3
wedtug klasyfikacji Lenke i wsp. [111].

5) Kat Cobba skrzywienia piersiowego 10° i wiece;j.

6) Obecno$¢ rotacji tutowia w badaniu klinicznym (wystepowanie garbu zebrowego
w sklonie) oraz rotacji osiowej kregdéw piersiowych w badaniu radiologicznym.

7) Ukoniczone lub bliskie ukonczenia wzrastanie kregostupa, o czym $wiadczyty trzy
kryteria, ktére musiaty by¢ jednoczes$nie speinione:

— wiek kalendarzowy powyzej 15 lat,

— co najmniej 2 lata po pierwszej miesigczce,
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warto$¢ testu Rissera wynoszaca 4 lub 5.

Kryterium 7 nie zastosowano do podgrupy skolioz o szybkiej progresji, gdyz z

uwagi na szybkie pogarszanie sie skoliozy pacjenci zostali poddani leczeniu operacyjne-

mu, zanim mozna bylo zastosowac przyjete wyzej kryteria zakoniczenia rosniecia krego-

stupa.

3.1.2. Kryteria wylaczenia dla grupy badanej

1) Brakzgody na udziat w badaniu.

2)
3)
4)

5)

6)

Ple¢ meska.

Przebyte operacje klatki piersiowej i kregostupa.

Rozpoznanie lub podejrzenie innych przyczyn skrzywienia kregostupa, takich

jak:

skoliozy wrodzone,

choroby nerwowo-mie$niowe (przepuklina oponowo-rdzeniowa, rdzeniowy
zanik mie$ni),

choroby mie$niowe (artrogrypoza, dystrofie mie$niowe, miotonia),
zaburzenia tkanki tgcznej (zesp6t Marfana, zesp6t Ehlersa-Danlosa),
zaburzenia metaboliczne,

zaburzenia hormonalne,

nerwiakowtdékniakowato$c,

skoliozy pourazowe (ztamania),

przykurcze tkanek miekkich (blizny, oparzenia),

dysplazje kostne,

nowotwory,

osteogenesis imperfecta,

kregoszczelina,

skolioza neurogenna (mézgowe porazenie dzieciece, choroba Charcot-Marie-
Tooth, syringomielia, poliomielitis),

skolioza torakogenna,

skolioza histeryczna.

Lokalizacja ledzwiowa w przypadku skrzywien jednotukowych - typ 5 wedtug

klasyfikacji Lenke i wsp. [111] lub przewaga skrzywienia ledZzwiowego w przy-

padku skrzywien dwutukowych piersiowych i ledZzwiowych - typ 6 wedtug klasy-
fikacji Lenke i wsp. [111].

Skolioza piersiowa lewostronna.
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7)
8)

9)

Kat Cobba ponizej 10°.

Brak rotacji tutowia w badaniu klinicznym (brak garbu Zebrowego w sktonie)
oraz brak rotacji osiowej kregéw piersiowych w badaniu radiologicznym.
Nieukonczone wzrastanie kregostupa, o czym swiadczyty:

— wiek ponizej 15 lat,

— mniej niz 2 lata po pierwszej miesigczce,

— warto$¢ testu Rissera wynoszaca 0, 1, 2 lub 3.

Dodatni wywiad rodzinny w kierunku skoliozy idiopatycznej nie stanowit kryte-

rium wytgczenia.

3.1.3. Kryteria wlaczenia do grupy kontrolnej

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Swiadoma zgoda na udzial w badaniu wyrazona na pi$mie, po uprzednim zapo-
znaniu sie z informacja o badaniu zawartg w druku pt. ,Informacja dla pacjenta”.
W przypadku os6b niepetnoletnich ponizej 16. roku zycia wymagana byta zgoda
rodzica lub opiekuna prawnego, a w przypadku oséb powyzej 16. roku zycia,
zgoda zar6wno osoby niepelnoletniej jak i rodzica lub opiekuna prawnego.

Pte¢ zenska.

Ukoniczone lub bliskie ukoniczenia wzrastanie kregostupa, o czym swiadczyty:

— wiek powyzej 15 lat,

— conajmniej 2 lata po pierwszej miesigczce.

Kat rotacji tutowia badany skoliometrem Bunella ponizej 4° na wszystkich po-
ziomach tutowia.

Ujemny wywiad chorobowy w kierunku deformacji kregostupa oraz w kierunku
leczenia fizjoterapeutycznego, gorsetowego lub operacyjnego z tego powodu.
Ujemny wywiad rodzinny w kierunku deformacji kregostupa oraz leczenia fizjo-

terapeutycznego, gorsetowego lub operacyjnego z tego powodu.

3.1.4. Kryteria wylaczenia dla grupy kontrolnej

1)
2)
3)
4)

Brak zgody na udziat w badaniu.

Pte¢ meska.

Przebyte operacje klatki piersiowej i kregostupa.
Nieukonczone wzrastanie kregostupa, o czym swiadczyty:
— wiek ponizej 15 lat,

— mniej niz 2 lata po pierwszej miesigczce.
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5) Kat rotacji tutowia badany skoliometrem Bunella powyzej 3° na dowolnym zba-
danym poziomie tutowia.

6) Dodatni wywiad chorobowy w kierunku deformacji kregostupa lub w kierunku
leczenia fizjoterapeutycznego, gorsetowego lub operacyjnego z tego powodu.

7) Dodatni wywiad rodzinny w kierunku deformacji kregostupa oraz leczenia fizjo-

terapeutycznego, gorsetowego lub operacyjnego z tego powodu.

3.2. Podzial pacjentéw ze skolioza na podgrupy
3.2.1. Wyodrebnienie trzech podgrup

W grupie pacjentek ze skolioza idiopatyczng wyrézniono podgrupy odpowiada-
jace jednolitym fenotypom o zbliZonym znaczeniu klinicznym. Za najistotniejszg ceche z
punktu widzenia klinicznego uznano szybko$¢ progresji skoliozy i z uwagi na nig pa-
cjentki podzielono na trzy podgrupy: skoliozy idiopatyczne nieprogresywne (NP-IS z ang.
non progressive idiopathic scoliosis), skoliozy idiopatyczne o powolnej progresji (SP-IS
z ang. slowly progressive idiopathic scoliosis) oraz skoliozy idiopatyczne o szybkiej pro-
gresji (RP-IS z ang. rapidly progressive idiopathic scoliosis), tabela 3.1.

Tabela 3.1. Podziat chorych ze skolioza idiopatyczna na trzy podgrupy w zaleznos$ci od tempa
progresji skrzywienia: NP-IS, SP-IS, RP-IS

NP-IS SP-IS RP-IS

Wiek > 15 lat >15lat ND

Osiagnieta dojrzatos¢ tak tak ND

kostna

Rodzaj deformacji skolioza idiopatyczna skolioza idiopatyczna skolioza idiopatyczna

Typ skrzywienia piersiowe lub dwutu- piersiowe lub dwutu- piersiowe lub dwutu-
kowe z przewaga kowe z przewaga kowe z przewagg
piersiowego piersiowego piersiowego

Kat Cobba 10°-30° >30° >30°

Risser 41lub 5 41lub 5 wszystkie stopnie

Tempo progresji w ND <1,0° >1,0°

stopniach na miesiac
NP-IS - skolioza idiopatyczna nieprogresywna, SP-IS - skolioza idiopatyczna o powolnej progresji, RP-IS - skolioza
idiopatyczna o szybkiej progresji; ND - nie dotyczy

3.2.2. Kryteria podzialu badanych chorych na podgrupy

Kazdorazowo spetnione musiaty by¢ wszystkie kryteria kwalifikacji do grupy badane;j.

20



3.2.2.1. Kryteria wlaczenia do podgrupy chorych ze skoliozg idiopatyczna nie-
progresywna

— Udokumentowany radiologicznie brak progresji kata Cobba lub tempo progresji
kata Cobba mniejsze niz 1° na miesigc obserwowane przez okres co najmniej 6

miesiecy,
— Kat Cobba ponizej 30°.

3.2.2.2. Kryteria wlaczenia do podgrupy chorych ze skolioza idiopatyczna

wolno progresujaca

— Udokumentowane radiologicznie tempo progresji kata Cobba mniejsze niz 1° na
miesigc przez okres co najmniej 6 miesiecy,

— Kat Cobba powyzej 30°.

3.2.2.3. Kryteria wlaczenia do podgrupy chorych ze skolioza idiopatyczna
szybko progresujaca

— Udokumentowane radiologicznie tempo progresji kata Cobba o 1° lub wiecej na
miesigc przez okres co najmniej 6 miesiecy,

— Kat Cobba powyzej 30°.

3.3.Zgoda na badanie

Na badanie uzyskano zgode Komisji Bioetycznej Uniwersytetu Medycznego w
Poznaniu numer 87/09 (zatacznik 1). Uchwata Komisji Bioetycznej Uniwersytetu Me-
dycznego w Poznaniu numer 454/11 w sktad zespotu badawczego wigczono doktoranta

(zatgcznik 2).

Przed przystapieniem do badan kazdy pacjent otrzymat informacje na temat
prowadzonych badan, opracowang w postaci karty informacyjnej, zgodnie ze wzorem
zatwierdzonym przez Komisje Bioetyczna (zatacznik 3). Dodatkowo pacjent oraz jego
opiekunowie mieli mozliwo$¢ zadawania pytan, na ktére wszelkich wyjasnien udzielat

lekarz badajacy (doktorant).

Po otrzymaniu peinych wyjasnien kazdy pacjent podpisat formularz swiadomej
zgody (zatacznik 4). W przypadku oséb ponizej 16. roku zycia podpis sktadali rodzice lub
opiekunowie prawni. U pacjentéw w wieku miedzy 16 a 18 lat wymagany byt podpis
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zaréwno pacjenta jak i rodzica lub opiekuna prawnego. W przypadku os6b niepeinolet-

nich opiekunowie pozostawali przy dziecku w trakcie badania.

Wszystkie zebrane informacje zostaty utajnione zgodnie z ustawg z dnia 6 listo-
pada 2008 r. ,0 prawach pacjenta i Rzeczniku Praw Pacjenta” (Dz. U. z dnia 31 marca

2009 r.).

Materiat biologiczny przechowywany jest w formie zakodowanej w zamrazar-
kach Zaktadu Biologii Komérki Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu, w temperaturze

-20°C, do momentu zakonczenia badania.

3.4. Finansowanie badan

Badania byty czesciag wiekszego projektu badawczego pt: Badania nad polimorfi-
zmem i ekspresjg receptora estrogenowego i genu CHD7 w celu prognozowania rozwoju
skoliozy idiopatycznej u dzieci (wykrywanie skolioz zagrozonych progresja). Dofinanso-

wane byty z grantu Narodowego Centrum Nauki numer N N403 584038.

3.5. Dotychczasowe publikacje

Na podstawie otrzymanych wynikéw dotychczas opublikowano prace pt. ,Xbal
and Pvull Polymorphisms of Estrogen Receptor 1 Gene in Females with Idiopathic Scoli-

osis: No Association with Occurrence or Clinical Form”[112].
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4. Metodyka

Badanie sktadato sie z czesci klinicznej, radiologicznej i genetycznej. Badaniu
klinicznemu i genetycznemu zostaly poddane wszystkie uczestniczki. Badanie

radiologiczne dotyczyto wytacznie pacjentek ze skoliozg idiopatyczna.

Badania kliniczne i radiologiczne przeprowadzone zostaty w Klinice Ortopedii i
Traumatologii Dzieciecej Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu, Pracowni Choréb Kre-
gostupa Katedry Ortopedii i Traumatologii Dzieciecej oraz Poradni Rehasport Clinic w
Poznaniu. Badania genetyczne wykonane zostaty w Katedrze i Zaktadzie Biologii Komor-

ki Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu.

4.1. Badanie kliniczne

Badanie kliniczne przeprowadzone zostalo w oparciu o jednolity formularz (za-

tacznik 5). Sktadato sie ono z badania podmiotowego i przedmiotowego.

Badanie podmiotowe obejmowato:
— dane personalne,
— date urodzenia,
— wiek rozpoznania skoliozy,
— wywiad rodzinny w kierunku wystepowania skoliozy,
— date pierwszej miesigczki,
— towarzyszace choroby,

— przebyte operacje.
Badanie przedmiotowe obejmowato nastepujace pomiary:

— wzrost na stojaco - w centymetrach,
— wzrost na siedzaco - w centymetrach, w pozycji siedzacej swobodnej, na krzesle,
— ciezar ciata w kilogramach,
— nadruchomos$¢ (wiotko$¢) stawdéw oceniana wedtug skali Beightona [113], rycina
4.1,
— kat rotacji tutowia (KRT) - mierzony za pomoca skoliometru Bunnella w tesScie
Adamsa na czterech poziomach:
e piersiowym proksymalnym - na wysokosci gérnego kata topatki
e piersiowym gtéwnym - na wysokosci dolnego kata topatki
e ledzwiowym - na wysokos$ci najwiekszego watu ledZzwiowego

e kolcéw biodrowych tylnych gérnych; rycina 4.2., rycina 4.3. [114],

23



— kompensacja skoliozy - oceniona poprzez pomiar odchylenia pionu rzutowanego

z wyrostka kolczystego C7 w stosunku do szpary posladkowej, pomiar w centy-

metrach.

Rycina 4.1. Schematyczne przedstawienie testow stosowanych w skali Beightona do oceny hi-
permobilnosci (wiotko$ci) stawéw [115].

Rycina 4.2. Schemat sposobu wykonywania po- Rycina 4.3. Sposéb przytozenia skoliometru Bunella
miaru kata rotacji tutowia na czterech pozio- do tutowia poprzecznie do osi dtugiej kregostupa, w
mach. miejscu najwiekszej rotacji tutowia.
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4.2. Badanie radiologiczne

U wszystkich pacjentek ze skoliozg idiopatyczna na podstawie radiogramoéow
przednio-tylnych wykonanych w pozycji stojacej, wykorzystywanych w trakcie leczenia
ambulatoryjnego lub szpitalnego, zostaly wykonane pomiary radiologiczne. Dla celdw tej
pracy nie zostaty wykonane Zadne dodatkowe badania radiologiczne. Grupa kontrolna

nie miata wykonywanych zdje¢ rtg.
Na radiogramach wyznaczone zostaty:

— kregi krancowe - kregi okreslajace konce skrzywienia w ptaszczyznie czotowe;j.
Krafncowy kreg proksymalny: kreg w kierunku dogtowowym od kregu szczyto-
wego, ktorego gérna powierzchnia jest maksymalnie pochylona w strone wkle-
stosci skrzywienia. Krancowy kreg dystalny: kreg w kierunku doogonowym od
kregu szczytowego, ktorego dolna powierzchnia jest maksymalnie pochylona w

strone wklestosci skrzywienia [116], rycina 4.4.,

— centralna linia krzyzowa (CSL - ang. central sacra line) - pionowa linia, prosto-
padta do podtoza, wykreslona przez Srodek kosci krzyzowej na radiogramach

przednio-tylnych [116], rycina 4.4.,

— kreg szczytowy - kreg najbardziej wysuniety bocznie od centralnej linii krzyzo-

wej [116], rycina 4.4.,

— kat Cobba - kat zawarty pomiedzy prostymi wykre$lonymi wzdtuz gornej po-
wierzchni gérnego kregu krancowego i dolnej powierzchni dolnego kregu kran-

cowego danego tuku skrzywienia [26], rycina 4.4.,

— wskaznik Rissera - test umozliwiajacy ocene stopnia dojrzatosci kostnej krego-
stupa i jego potencjatu wzrostu na podstawie rozwoju jadra kostnienia chrzastki
grzebienia biodrowego, na radiogramie przednio-tylnym. Brak jadra kostnienia
oznacza stopien testu Rissera 0, a catkowite potagczenie jadra kostnienia z tale-
rzem biodrowym stopien testu Rissera 5. Wartos$ci od 1 do 4 stanowig kolejne fa-

zy liniowego pojawiania sie jadra kostnienia [117], rycina 4.5.,

— Kklasyfikacja skoliozy wedtug Lenke [111] - podziat oparty na liczbie i lokalizacji

skrzywien i ich korektywno$ci oraz ocenie kifozy piersiowe;.

Na podstawie danych otrzymanych z kolejnych radiograméw wykonanych w

trakcie leczenia pacjentek wyznaczone zostaty:
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kat Cobba poczatkowy (Cobb pocz) - wartos$¢ kata Cobba zmierzona na pierw-
szym wykonanym radiogramie,

kat Cobba maksymalny (Cobb max) - najwieksza warto$¢ kata Cobba odnotowa-
na u danej osoby w trakcie leczenia,

kat Cobba ostateczny (Cobb ost) - warto$¢ kata Cobba obliczona na radiogramie
wykonanym w momencie zakonczenia leczenia, tj. w momencie osiggniecia doj-
rzatosci kostnej lub leczenia operacyjnego,

progresja skrzywienia (PS) - rdéznica pomiedzy katem Cobba maksymalnym a

poczatkowym wyrazona w stopniach,

PS = Cobb max — Cobb pocz

tempo progresji skoliozy (TPS) - réznica wartosci kata Cobba skrzywienia gtéw-

nego pomiedzy pomiarami na dwdch kolejnych radiogramach wyrazona w stop-

niach na miesiac. Obliczenia wykonywane byly zgodnie ze wzorem:

Cobbx— Cobb ¥
x—y

TPS =

gdzie x i y oznaczajg daty kolejnych radiograméw wyrazone w miesigcach, Cobb
i Cobb y 0znaczaja wartos$ci kata Cobba w kolejnych pomiarach wyrazone w stop-

niach, przy zatozeniu x-y >6 miesiecy.
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CSL

qj GORNY KREG KRANCOWY

KAT COBBA KREG SZCZYTOWY

DOLNY KREG KRANCOWY

Rycina 4.4. Pomiary radiologiczne wykonywane na radiogramie przednio-tylnym w pozycji sto-
jacej. CSL - centralna linia krzyzowa.

Rycina 4.5. Test Rissera [118].
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4.3. Badanie genetyczne

Pierwszym elementem poprzedzajacym witasciwe badanie genetyczne byt wybor
genu kandydujgcego i polimorfizméw zakwalifikowanych do badania (rozdziat 4.3.1.),
czego konsekwencja byto nastepnie zaprojektowanie starteréw do odcinkéw DNA za-
wierajgcych analizowane SNP oraz wybér enzyméw restrykcyjnych rozpoznajacych po-

szukiwane miejsca.

Przed przystapieniem do witasciwych badan dokonano obliczenia oczekiwanej
liczebnosSci grupy badanej i grupy kontrolnej, ktéra zapewnitaby oczekiwang moc testéw

statystycznych (rozdziat 4.3.2.).

Badanie genetyczne sktadato sie z trzech etapéw. W pierwszym etapie pobierano
krew od uczestniczek badania oraz izolowano z niej DNA. W drugim etapie wykonywana
byta amplifikacja fragmentéw DNA badanych pod katem wystepowania SNP. W ostatnim
etapie wykonywana byta reakcja ciecia otrzymanych fragmentéw z zastosowaniem en-
zymOw restrykcyjnych, a nastepnie elektroforeza uzyskanych produktéw na zelu agaro-

wym, wykonanie zdje¢ Zeli i odczytanie wynikéw.

4.3.1. Planowanie badania

4.3.1.1. Wybér genu kandydujacego

Na etapie planowania badania przeanalizowano piSmiennictwo i przebieg historii
naturalnej skoliozy idiopatycznej [43]. Na tej podstawie zadecydowano, iz fenomeny
progresji skrzywienia w okresie okotopokwitaniowym i czestszego wystepowania IS,
zwlaszcza ciezkich postaci, u nastoletnich dziewczat (zjawiska szerzej opisane we wste-

pie), uzasadniajg przeprowadzenia badan w obrebie genéw receptoréw estrogenowych.

4.3.1.2. Wybor polimorfizméw

Na podstawie piSmiennictwa zawartego w bazie MEDLINE z lat 1900 - 2010 i
danych zgromadzonych w bazie genetycznej Genomatrix (www.genomatrix.de) do bada-
nia wytypowano sze$¢ polimorfizméw: trzy w genie receptora estrogenowego typu 1 i

trzy w genie receptora estrogenowego typu 2.

28



W pierwszej kolejnosci do badania wybrane zostaty SNP, ktérych zwigzek ze sko-
lioza idiopatyczng zostat opisany do 2010 roku. W genie ESRI polimorfizmy Xbal
rs9340799 oraz Pvull rs2234693 [82, 83] i w genie ESRZ polimorfizm AIWNI rs1256120
[87].

Pozostate polimorfizmy zostaty wybrane na podstawie ich powigzania, opisywa-
nego w pi$miennictwie z cechami fenotypowymi, ktére byty rowniez opisywane w sko-

liozach idiopatycznych.

W skoliozach idiopatycznych postulowane bylo pdéZniejsze wystepowanie pierw-
szej miesigczki [119,120], obnizona gestos$¢ kostna [121, 122] oraz nizszy ciezar ciata
[123, 124].

W obrebie genu ESR1 polimorfizm Bsyl rs7757956 byt opisywany w pismiennic-
twie jako posiadajgcy zwigzek z mniejsza gestoscig kostng [125, 126] oraz z iloscig tkan-

ki ttuszczowej w populacji mtodzienczej [127].

W obrebie genu ESRZ polimorfizmy Alul rs4986938 i Rsal rs1256049 opisywano
jako posiadajace zwiazek z gestoscig kosci [128, 129], opo6Znieniem wieku pierwszej

miesigczki [130] oraz zaburzeniami ciezaru ciata u kobiet [131] .

4.3.1.2.1. Polimorfizmy w obrebie genu ESR1

Do badania wybrano trzy SNP w obrebie genu receptora estrogenowego pierw-

szego (ESR1):
1. rs9340799 A/G
2. 152234693 C/T
3. rs7757956 A/T

Dane identyfikacyjne SNP, ich lokalizacje w obrebie genu i chromosomu, otacza-

jaca sekwencje oraz allele sktadowe opisano w tabeli 4.1.
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Tabela 4.1. Polimorfizmy wybrane do zbadania w obrebie ESR1

SNP ID Lokalizacja na chro- Lokalizacja w genie Miejsce w  Allele Sekwencja otaczajaca
mosomie 6 ESR1 genie
rs9340799 152163381 156751 Intron 1 A/G TTTCCCAGAGACCCT-
GAGTGTGGTCT[A/G]GAG
GRCh37.p10 RefSeqGe- 351A>G TTGGGATGAGCATT-
contig: ne:NG_008493.1 GGTCTCTA
NT_025741.15
rs2234693 152163335 156705 Intron 1 C/T TTCATCTGAGTTCCAAAT
GTCCCAGC[C/T]GTTTTA
GRCh37.p10 RefSeqGe- 397C>T TGCTTTGTCTCTGTTTCC
contig: ne:NG_008493.1 C
NT_025741.15
rs7757956 152317140 310510 Intron 4 A/T AGCTGAGATCTCACCCAA
GGCCCTGC[A/T]GGGTTC
GRCh37.p10 RefSeqGe- 1097T>A AGGCCACACTCTTAAGTA
contig: ne:NG_008493.1 C

NT_025741.15

Wzajemne potozenie wybranych SNP w formie prezentowanej na stronie interne-
towej Miedzynarodowego Projektu HapMap (http://hapmap.ncbi.nim.nih.gov) przed-
) Migdzy g ) pMap P pmap g p

stawiono na rycinie 4.6. [132].

& NC_0000086.11: 152M..152M (192Kbp)~ | Find on Sequence: MK =N=1 A Toalsw | £ Configure (2
0K it rs9340 [52ie0K  [152200K _ |152220K  |1S2240K  [152200K  [152280K  |152300K
—
SNP
Suspect
Somatic Allel
rs207467517 1 rs207467518 1 15207
GMAF >= 0.01
Clinical Chanrel
Association Rgsults
1 2 1
Cited Variantyg
112 3|2 4 2 2 4 1112331 1 2 2 1 11 12 2 2.4 4322 4 211513 1 1:1211
Genes
1/NP_001116214.1/NM _001122741.1/NP_001116213.1/XM 0]52\?685-3 1/XP_005266913.1/XM_005266857.1/XP_0052669 14.1/NM_001122740.1/NP_001116212.1/NM_000125.3/NP_000116.2
t 3 —— 3 -

Rycina 4.6. Umiejscowienie wybranych SNP w genie ESR1
(zrédto: http://hapmap.ncbi.nim.nih.gov) [132].
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4.3.1.2.2 Polimorfizmy w obrebie genu ESR2

Do badania wybrano trzy SNP w obrebie genu receptora estrogenowego drugie-

go:

1. rs1256120C/T

2. 1rs4986938 A/G

3. rs1256049 A/G

Dane identyfikacyjne SNP, ich lokalizacje w obrebie genu i chromosomu, otacza-

jaca sekwencje oraz allele sktadowe opisano w tabeli 4.2.

Tabela 4.2. Polimorfizmy wybrane do zbadania w obrebie ESR2

SNP ID Lokalizacja na Lokalizacjaw  Miejsce w Allele Sekwencja otaczajaca
chromosomie 14  genie ESR2 genie
rs1256120 64805001 5268 Region C/T GAAGCGCAGCCCCCTGTTTCA
UTR5® CA-
GRCh37.p10 RefSeqGe- GGCCC[C/T]GCCGAGCTGGAA
contig: ne:NG_011535.1 GGAGTGTCAGAGC
NT_026437.12 268T>C
rs4986938 64699816 110453 Region A/G AGGTGAACTGGCCCACAGA-
GGTCA-
GRCh37.p10 RefSeqGe- UTR3 CA[A/G]GCTGAAGCGTGAACT
contig: ne:NG_011535.1 CCAGTGTGTC
NT_026437.12
1730G>A
rs1256049 64724051 86218 Ekson 5 A/G GTGGAGCTCAGCCTGTTCGAC
CAGCCTGTTCGAC-
GRCh37.p10 RefSeqGe- 1082G>A CAAGT[A/G]CGGCTCTTGGAG
contig: ne:NG_011535.1 AGCTGTTGGATGG

NT_026437.12

URT - obszary mRNA nieulegajace translacji, zwiazane z jej kontrola

Wzajemne potozenie wybranych SNP w formie prezentowanej na stronie interne-

towej Miedzynarodowego Projektu HapMap (http://hapmap.ncbi.nim.nih.gov) przed-

stawiono na rycinie 4.7.[132].
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Rycina 4.7. Umiejscowienie wybranych SNP w genie ESR2 (Zrdédt :
http://hapmap.ncbi.nim.nih.gov) [132].

4.3.2 Oszacowanie oczekiwanej liczebnosci grupy badanej i kontrolnej

Na etapie planowania badania ustalono wymagang minimalng liczebno$¢ grup
dla uzyskania mocy statystycznej testu wynoszacej 80% przy zatozonym ilorazie szans
(ang. odds ratio, OR) okoto OR=2. Do obliczen wykorzystano czesto$¢ wystepowania
alleli opisanego w piSmiennictwie i projekcie HapMap, przy zatozeniu poziomu istotnosci

statystycznej a=0,05.

Uzyskano liczbe 150 pacjentek w grupie badanej i 50 osé6b w grupie kontrolne;j.
Nastepnie przeprowadzono symulacje wartosci ilorazu szans przy zatozeniu grupy ba-
danej na N=144 i grupy kontrolnej N=48 dla mocy testu 80% i istotnosci statystycznej a
=0,05, tabela 4.3.

Tabela 4.3. Ocena ilorazu szans mozliwego do wykrycia dla zatozonej mocy testu 80%, przy zatozeniu
N=144 w grupie badanej i N=48 w grupie kontrolnej oraz poziomie istotnosci a =0,05

SNP Artykut Allel Czesto$¢ wystepowania alleli  iloraz szans OR mozliwy
na podstawie pi$miennictwa do wykrycia
(%)
Xbal Roszkowska-Gancarziwsp. A 61,4% 1,94
[133] G 38,6% 0,51
Pvull Roszkowska-Gancarz i wsp. C 52,5% 1,92
[133] T 47,5% 0,52
Bsyl HapMap [132] A 18,0% 2,14
T 82,0% 0,47
AlwNI HapMap [132] C 81,7% 2,14
T 18,3% 0,47
Alul Dziedziejko i wsp. [154] A 39,6% 1,91
G 60,4% 0,52
Rsal Pawlik i wsp. [155] A 6,7% 2,9
G 93,3% 0,34

Obliczono OR dla oddziatywania pozytywnego i negatywnego; OR - iloraz szans
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Wyniki uznano za wystarczajace do przeprowadzenia analizy.

Dane dotyczace ilorazu szans zaczerpnieto z piSmiennictwa, ktérego wartos¢, w
przypadku badania predyspozycji do wystapienia skoliozy pomiedzy grupa chorych ze
skolioza idiopatyczna a grupa kontrolng, opisywana byta od 1,68 do 2,17 [71, 83, 87]. W
przypadku poréwnania pomiedzy podgrupami pacjentéw podzielonych ze wzgledu na

wielkos¢ kata Cobba iloraz szans wynosit nawet 4,3 [82, 83].

4.3.3. Przygotowanie materiatu do badania genetycznego

Do badan wykorzystywane byto genomowe DNA (gDNA) uczestniczek badania,

wyizolowane z krwi zylnej.

4.3.3.1. Pobranie krwi

0d kazdej uczestniczki badania pobrana zostala prébka obwodowej krwi Zylne;j.
Skéra przed pobraniem odkazona zostata jednorazowym gazikiem nasaczonym 70%
alkoholem izopropylowym (Leko®). Krew pobierana byla w jednorazowych
rekawiczkach lateksowych, przy uzyciu jednorazowej igly S$rednicy 0,8 mm do
jednorazowej proboéwki Monovette® zawierajgcej EDTA firmy SARSTEDT AG & Co. Na
miejsce pobrania zatozony zostat jednorazowy jatowy opatrunek plastrowy. Krew
pobierat lekarz badajgcy (doktorant). U 190 oséb nie wystgpily zadne powiktania.

Dwukrotnie nastapito omdlenie.

4.3.3.2. 1zolacja DNA

Po pobraniu probki krwi transportowane byty w lodéwce do Katedry i Zaktadu
Biologii Komorki Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu, gdzie wykonywana byta izola-
cja DNA przy uzyciu zestawu do izolacji DNA z krwi obwodowej Axygen Prep Blood Ge-
nomic DNA Miniprep Kit (Axygen Scientific, Inc.,, Union City, CA, USA), zgodnie z proce-

dura dostarczong przez producenta, rycina 4.8.

Do izolacji DNA wykorzystano 200 pl krwi obwodowej, do ktérej dodano 500 pl
buforu AP1 celem uzyskania lizy btony komoérkowej leukocytow oraz 100 pl buforu AP2
celem uzyskania stratu. Nastepnie mieszanine odwirowano przez 10 minut w przySpie-
szeniu 12000 x g. Otrzymany supernatant przeniesiono do probéwki filtrujgcej i odwi-
rowano przez 1 minute w przyspieszeniu 6000 x g. Nastepnie usunieto uzyskany prze-

sgcz i dodano 700 pl buforu W1A. Po odczekaniu 2 minut w temp. pokojowej ponownie
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odwirowano przez 1 min. w przy$pieszeniu 6000 x g. Kolejnym krokiem byto usuniecie
otrzymanego przesaczu, dodanie 800ul buforu W2 i odwirowanie przez 1 minute w
przy$pieszeniu 12000 x g celem oczyszczenia. Ten krok powtérzono z zastosowaniem
500 pl buforu W2. Na koniec dodano 200 pl podgrzanego do 65°C buforu TE i po odcze-
kaniu 1 min. odwirowano przez 1 min. w 12000 x g. Tak przygotowany materiat byt go-

towy do dalszych badan.

Stezenie i czysto$¢ gDNA zostaty ocenione spektrofotometrycznie. Stezenie DNA
oceniono z uzyciem dtugosci fali Swietlnej 260 nm. Czysto$¢ DNA oceniono poréwnujac
absorbcje 260 nm / 280 nm. Do dalszej analizy wykorzystano probki, w ktérych stosu-
nek ten wynosit 1,8-2,0. Pomiaréw dokonano z wykorzystaniem spektrofotometru Na-
noDrop ND-1000 (Thermo Scientific). Do reakcji PCR wykorzystano od 50 do 200 ng
DNA na kazdg reakcje. Jako$¢ DNA i stopien degradacji oceniany byt elektroforetycznie
poprzez rozdzial 100 ng DNA w 1% Zelu agarowym (Seakem).

Dane pacjentow zakodowano w systemie numerycznym, w ktérym uczestnikom
badania przypisywane byly liczby. Wszystkie probki oraz wyniki badan opisywane byty
jako liczby (ochrona danych osobowych).

Rycina 4.8. Probka krwi podczas izolacji DNA.

4.3.4. Amplifikacja wybranych fragmentéw DNA

Po otrzymaniu oczyszczonego DNA, nastepnym etapem badania byto namnozenie
fragmentéw DNA w obrebie genéw receptoréw estrogenowych, zawierajacych badane
polimorfizmy. W tym celu wykonano na badanych préobkach reakcje polimerazy tancu-

chowej (PCR), z zastosowaniem specjalnie dobranych starter6w.
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4.3.4.1. Startery zaprojektowane do badania

Na potrzeby badania zaprojektowane zostaty startery oskrzydlajace sekwencje
DNA badane pod katem wystepowania wybranych SNP. Startery zostaly wyznaczone na
etapie projektowania badania przy uzyciu algorytmu oprogramowania Primer3Plus do-
stepnego w Internecie (http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer-
3plus.cgi/primer3plus/About.cgi). Zostaly one dodatkowo poddane kontroli poprzez
poréwnanie zgodnosci i lokalizacji oprogramowaniem BLAST. Startery uzyte w badaniu

zsyntetyzowano w firmie Genomed.

4.3.4.1.1. Startery do sekwencji DNA w obrebie genu ESR1

Startery uzyte do reakcji PCR wraz z dtugos$cig amplikonu i temperaturg przyta-

czenia zamieszczono w tabeli 4.4.

Tabela 4.4. Zestawienie starteréw wykorzystanych w reakcji PCR dla genu ESR1

sekwencja 5’-> 3’ temp. dtugos¢
przytaczania otrzymanego
fragmentu
ESR1 _rs9340799_Xbal_F CTGCCACCCTATCTGTATCTTTTCCTATTCTCC 71°C 1300 pz

ESR1_rs9340799_Xbal_ R TCTTTCTCTGCCACCCTGGCGTCGATTATCTGA

ESR1_rs2234693_Pvull_F AGGCTGGGCTCAAACTACAG 60°C 759 pz
ESR1_rs2234693_Pvull R TCCTTGGCAGATTCCATAGC
ESRI_I‘S7757956_BS)/I_F TAATGACCAGGCACCAGACA 71°C 628 pz
ESR1_rs7757956 Byl R CAAGAGGAGCCTCATTCCAG

4.3.4.1.2. Startery do sekwencji DNA w obrebie genu ESR2

Startery uzyte do reakcji PCR wraz z dtugos$cig amplikonu i temperaturg przyta-

czenia zamieszczono w tabeli 4.5.

Tabela 4.5. Zestawienie starteréw wykorzystanych w reakcji PCR dla genu ESRZ

sekwencja 5’-> 3’ temp. dtugosc ot-
przytaczania rzymanego
fragmentu
ESR2 rs1256120_AIwNI_F CTGAATCTGACGCTCAGCAG 61°C 482 pz
ESR2_rs1256120_AlwNI_R GAAACCCGGTATCTGGTCAA
ESR2_rs4986938_Alul_F GTGTGTGGTGGGACACAGAG 65°C 646 pz
ESR2_rs4986938_Alul R AGGCCATTGAGTGTGGAAAC
ESR2_rs1256049_Rsal_F TTCTGAGCCGAGGTCGTAGT 66°C 582 pz
ESR2_rs1256049_Rsal_R TGAATCCTTGGACCCAACTC
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4.3.4.2. Lancuchowa reakcja polimerazy PCR

Reakcja PCR byta przeprowadzona w objetosci 25 pl, przy uzyciu zaprojektowa-

nych starteréw opisanych w tabelach 4.4. i 4.5. Dtugos¢ kazdego badanego fragmentu

opisana jest w tabelach 4.4.1 4.5.

Mieszanina reakcyjna PCR zawierata od 50 do 200 ng badanego gDNA,

1x OptiBuffer, 3,5 nmol/l roztworu MgCl,, 300 nmol/l kazdego z zaprojektowanych star-
ter6w, 400 nM kazdego z dNTP, 0,5% DMSO i 1U polimerazy BIO-X-ACT DNA.

Warunki termiczne oraz liczbe cykli zawieraja tabele 4.6. i 4.7. odpowiednio dla

ESR11ESRZ2.

Tabela 4.6. Warunki termiczne dla reakcji PCR w obrebie genu ESR1

Etap ESR1 ESR1 ESR1

rs9340799 rs7757956 rs2234693

Xbal Bsyl Pvull

czas cykle czas cykle czas cykle
wstepna 950(, 1 950(, 1 950(, 1
denaturacja 5 min 5 min 5 min
denaturacja 950(, 30 950(, 30 950(, 40

20s 20s 30s
przytaczanie 710C, 71°C, 60°C,

15s 15s 30s
wydtuzanie 720C, 720°C, 700°C,

15s 15s 20s
ostateczne 720C, 1 720°C, 1 700C, 1
wydtuzanie 3 min 3 min 5 min

Tabela 4.7.Warunki termiczne dla reakcji PCR w obrebie genu ESR2

Etap ESR2 ESR2 ESR2

rs1256120 rs4986938 rs1256049

AlwNI Alul Rsal

czas cykle czas cykle czas cykle
wstepna - g5oc, 950C, 950,
denaturacja . 1 . 1 . 1

5 min 5 min 5 min
denaturacja 980(, 980(, 980(,

20s 20s 20s
przylaczanie  61¢C, 650°C, 66°C,

15s 30 15s 30 15s 30
wyduzanie ) 720C, 720C,

15s 15s 15s
ostateczne 72°C, 1 72°C, 1 72°C, 1
wydtuzanie 1 min 1 min 1 min
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4.3.4.3. Ocena i oczyszczenie produktow PCR

2 ul produktéw reakcji PCR poddane zostalo elektroforezie w 2% zelu agarowym
(FMC BioProducts, Rockland, ME, USA) w obecnos$ci bromku etydyny w celu poréwnania
ich wielkoSci z wzorcem (Nova 100 Novazym), rycina 4.9. Nastepnie produkty byty
oczyszczane za pomocg zestawu AxyPrepPCR Clean-up Kit zgodnie z procedura zalaczo-

ng przez producenta.

Do 20 pl produktow reakcji PCR dodano 100 pl buforu PCR-A i odwirowano
przez jedna minute, w temperaturze pokojowej, w przyspieszeniu 12 000 x g, w kolum-
nie AxyPrep PCR umieszczonej w probéwce 2 ml. Nastepnie usunieto przesacz i dodano
700 pl buforu W2 i ponownie odwirowano przez jedng minute, w temperaturze pokojo-
wej, w przyspieszeniu 12 000 x g. Po usunieciu przesaczu dodano 400 pl buforu W2 i
ponownie odwirowano przez jedna minute, w temperaturze pokojowej, w przyspiesze-
niu 12 000 x g. Nastepnie usunieto przesacz i przeniesiono kolumne AxyPrep PCR do
probéwki 1,5 ml i inkubowanie przez 1 minute, w temperaturze pokojowej po dodaniu

30 pl wody dejonizowanej o temperaturze 65°C. Na koniec odwirowano przez jedng mi-

nute, w temperaturze pokojowej, w przyspieszeniu 12 000 x g otrzymujac oczyszczone

DNA.

Rycina 4.9. Przykladowe zdjecie elektroforezy produktéw PCR dla ESR1 rs9340799
1- wzorzec ciezkosci (Nova 100 Novazym), 2-14 - badane probki DNA.

4.3.5. Reakcja polimorfizméw dhugosci fragmentow restrykcyjnych (RFLP)

Otrzymane fragmenty DNA zawierajgce wybrane SNP zostaty poddane dziataniu
enzymow restrykcyjnych, ktére przecinaja nic DNA w okreslonych miejscach. W ten spo-

sob wykazana zostata obecno$¢ konkretnych alleli polimorfizmow.
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4.3.5.1. Wybér enzymow restrykcyjnych

Na etapie planowania badania wybrane zostaty enzymy restrykcyjne, ktérych
miejsca ciecia odpowiadajg wybranym polimorfizmom. W tym celu uzyto programu
NEBcutter V2.0 firmy New England Biolabsinc. (http://tools.neb.com/NEBcutter2/) .

Zastosowano enzymy FastDigest (Bioline GmbH, Germany).
4.3.5.1.1. Enzymy restrykcyjne w obrebie genu ESR1
Do kazdego z wybranych SNP dobrano enzymy restrykcyjne.
1. rs9340799 - Xbal
2. 152234693 - Pvull
3. 1s7757956 - Bsyl

Doktadny opis miejsc restrykcyjnych oraz dlugosci otrzymanych fragmentéw w

zaleznosci od obecnego allelu zawarto w tabeli 4.8.

Tabela 4.8. Zastosowane enzymy, z uwzglednieniem miejsca restrykcyjnego oraz dtugosci
otrzymanych fragmentéw dla ESR1

Polimorfizm Enzym Miejsce Allele Dtugos¢
restrykcyjne fragmentow

restrykcyjnych

rs9340799 Xbal T*CTAGA T*CTAGA A 910 pz + 390 pz
TCTGGA G 1300 pz

rs2234693 Pvull CAG*CTG CAG*CTG T 271 pz + 488 pz
CAGCCG C 759 pz

rs7757956 Bsyl CCC*AGC CCC*AGC A 201pz + 427 pz
CCCIGC T 628 pz

*oznacza miejsce restrykcyjne; wykrywany polimorfizm zostat podkreslony

Dla enzymu Xbal obecno$¢ ciecia restrykcyjnego oznaczato allel A, a jego brak allel G.
Dla enzymu Pvull obecnos¢ ciecia restrykcyjnego oznaczato allel T, a jego brak allel C.

Dla enzymu Bsyl obecno$¢ ciecia restrykcyjnego oznaczato allel A, a jego brak allel T.
4.3.5.1.2. Enzymy restrykcyjne w obrebie genu ESR2
Do kazdego z wybranych SNP dobrano enzymy restrykcyjne.
1. rs1256120 - AlwNI
2. 154986938 - Alul

3. rs1256049 - Rsal
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Doktadny opis miejsc restrykcyjnych oraz dtugosci otrzymanych fragmentow w

zalezno$ci od obecnego allelu zawarte sg w tabeli 9.

Tabela 4.9. Zastosowane enzymy, z uwzglednieniem miejsca restrykcyjnego oraz dtugosci
otrzymanych fragmentéw dla ESR2

Polimorfizm Enzym Miejsce Allele Dtugos¢
restrykcyjne fragmentow
restrykcyjnych
rs1256120 AIwNI CAGNNN*CTG CAGNNN*CTG C 50 pz + 432pz
CAGNNNTTG T 482pz
rs4986938 Alul AG*CT AG*CT A 445 pz + 201 pz
GGCT G 646 pz
rs1256049 Rsal GT*AC GT*AC A 293 pz + 289 pz
GTGC G 582 pz

*oznacza miejsce restrykcyjne; wykrywany polimorfizm zostat podkreslony

Dla enzymu AIwNI obecno$¢ ciecia restrykcyjnego oznaczato allel C, a jego brak allel T.
Dla enzymu Alul obecnos¢ ciecia restrykcyjnego oznaczato allel A, a jego brak allel G.

Dla enzymu Rsal obecnos¢ ciecia restrykcyjnego oznaczato allel A, a jego brak allel G.
4.3.5.2. Reakcja restrykcji enzymatycznej

Trawienie przeprowadzone zostalo w objetosci 15 pl roztworu zawierajgcego:
1,5ul produktu PCR, 1l FastDigest Green Buffer, 1FDU FastDigest Enyzme (odpowiednio
Xbal, Pvull, Bsyl, AlwNI, Alul, Rsal) i wody DNase free.

Reakcja ciecia enzymatycznego byta inkubowana w termocyklerze przez jedna
godzine w temperaturze 37°C, nastepnie enzym restrykcyjny byt dezaktywowany w
temperaturze 85°C przez 10 min. Kolejnym krokiem byto poddanie 10 pl produktu reak-
cji elektroforezie w 2% zelu agarowym z zastosowaniem bromku etydyny celem odczy-

tania konkretnych alleli. Kazdy Zel miat wykonane zdjecie fotograficzne, rycina 4.10.

Rycina 4.10. Przyktadowe zdjecie elektroforezy produktéow RFLP dla polimorfizmu rs4986938 w
obrebie genu ESR1 przy zastosowaniu enzymu Alul. 1-6 - badane prébki DNA.

(3 1 4 prébki homozygotyczne GG - w obu allelach nie nastgpita restrykcja enzymatyczna; 2 -
prébka homozygotyczna AA - w obu allelach wystapita restrykcja enzymatyczna; 1,51 6 - prébki
heterozygotyczna AG - w jednym allelu wystapita reakcja ciecia enzymatycznego, a w drugim
nie;) 7 - marker - wzorzec ciezko$ci (Nova 100 Novazym).
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4.3.5.3. Odczytywanie wynikéw badania metoda polimorfizméow dlugosci

fragmentow restrykcyjnych

Zdjecia zeli zostaly odczytane przez jedng osobe (do$Swiadczonego pracownika
Katedry i Zaktadu Biologii Komorki). Wyniki zostaty opisane w postaci genotypéw w
zaleznosci od obecnosci lub braku ciecia enzymu restrykcyjnego i otrzymaniu fragmen-
tow odpowiedniej dtugosci opisanych w tabelach 4.7. i 4.8. Dla poszczegdblnych enzy-
moéw, w przypadku wystapienia ciecia w obu niciach, w elektroforezie otrzymywano
wytacznie dwa paski odpowiadajace dwoém krétszym fragmentom. Obraz taki byt cha-
rakterystyczny dla homozygoty allelu wywotujacych reakcje restrykcji. Wystepowanie
wytacznie jednego paska w elektroforezie o dtugosci typowej dla catego, nieprzecietego
fragmentu byto obrazem typowym dla homozygoty allelu niepowodujgcego reakc;ji re-
strykcyjnej. Wystapienie w elektroforezie trzech paskéw odpowiadajacych dtugoscia
fragmentom zaréwno przecietym jak i fragmentowi nieprzecietemu byto charaktery-

styczne dla heterozygot, rycina 4.10.

Dla poszczegélnych enzyméw ocena wynikéw reakcji ciecia restrykcyjnego wy-

gladata nastepujaco:

1) dla enzyméw Xbal, Alul i Rsal
- homozygoty wykazujace obecnos¢ restrykcji — AA,
- homozygoty nie wykazujace obecnosci restrykcji - GG,

- heterozygoty - AG,

2) dla enzymu Pvull
- homozygoty wykazujace obecnos¢ restrykcji - TT,
- homozygoty nie wykazujace obecnosci restrykcji - CC,

- heterozygoty - CT,

3) dla enzymu AIwNI
- homozygoty wykazujace obecnos¢ restrykeji - CC,
- homozygoty nie wykazujace obecnosci restrykcji - TT,

- heterozygoty - CT,

4) dla enzymu Bsyl
- homozygoty wykazujace obecno$¢ restrykcji — AA,
- homozygoty nie wykazujace obecnosci restrykcji - TT,

- heterozygoty - AT.

40



4.3.5.4. Potwierdzenie wynikoéw badania metoda RFLP sekwencjonowaniem
W celu potwierdzenia wynikéw uzyskanych metoda RFLP czes$c badanych prébek

poddano dodatkowo badaniu metoda sekwencjonowania.

W przypadku 46 losowo wybranych prébek DNA badanych pacjentéw (co stano-
wi 24% badanego materiatu genetycznego) przeprowadzono 138 reakcji sekwencjono-
wania (co stanowito 12% wynikéw). Sekwencjonowanie wykonano w Wydziatowej Pra-
cowni Technik Biologii Molekularnej UAM w Poznaniu. Do sekwencjonowania uzyto tych
samych starterow co w przypadku reakcji RFLP. We wszystkich przypadkach uzyskano
wyniki zgodne z badaniami metoda RFLP.

4.4. Sposo6b analizy wynikow

4.4.1. Analiza wynikow badania klinicznego

W badanych grupach i podgrupach okreslone zostaty wartos$ci minimalne, mak-

symalne, $rednie oraz odchylenia standardowe dla:

—  wieku,

— wzrostu,

— ciezaru ciata,

- BM],

— wieku pierwszej miesigczki,

— wieku rozpoznania skoliozy.

Odsetek operacji podany zostal w procentach.

4.4.2. Analiza wynikéw badania radiologicznego

W badaniu radiologicznym pacjentéw ze skoliozg idiopatyczng okreslone zostaty
wartoSci minimalne, maksymalne, $rednie oraz odchylenia standardowe dla:
— kata Cobba - poczatkowy,
— kata Cobba - maksymalny,
— kata Cobba - ostateczny,
— stopnia progres;ji,

— tempa progresiji.

W przypadku kregu szczytowego i testu Rissera podana zostata warto$¢ mediany.
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4.4.3. Analiza wynikéw badania genetycznego
Analize wynikéw badania genetycznego przeprowadzono w czterech etapach.

W pierwszym przeprowadzono badanie zwigzku wybranych SNP w obrebie re-
ceptoréw estrogenowych z wystepowaniem skoliozy idiopatycznej, poréwnujac wyniki

otrzymane u pacjentdw ze skoliozg idiopatyczng z wynikami grupy kontrolnej (4.4.3.1.).

W drugim przeprowadzono analize otrzymanych wynikéw genetycznych w pod-
grupach pacjentéw ze skoliozg, poszukujgc ich zwigzku z tempem progresji skoliozy

idiopatycznej (4.4.3.2.).

W trzecim etapie dokonano pordéwnania otrzymanych wynikéw genetycznych w
podgrupach pacjentéw ze skolioza podzielonych ze wzgledu na zbliZzong postac¢ kliniczna

skoliozy (4.4.3.3.).

W ostatnim etapie dla poszczegélnych genotypéw obliczono wartosci Srednie

parametrdw klinicznych i radiologicznych, i poréwnano je ze soba (4.4.3.4.).

4.4.3.1. Poréwnanie otrzymanych wynikéw u pacjentéw ze skolioza idiopa-

tyczna z wynikami grupy kontrolnej

Wykonano obliczenie rozktadu procentowego alleli, genotyp6éw oraz kombinacji
genotypéw dla ocenianych polimorfizméw w grupie pacjentéw ze skoliozg i w grupie
kontrolnej. Wyniki otrzymane w grupie badanej i grupie kontrolnej poréwnano ze sobg z

zastosowaniem wiasciwych testow statystycznych.

4.4.3.2. Poro6wnanie otrzymanych wynikéw pacjentéw ze skoliozg idiopatycz-

ng w podgrupach wyodrebnionych w zaleZnoS$ci od tempa progresji skrzywienia

Wykonano obliczenie rozktadu procentowego alleli, genotypow oraz kombinacji
genotypéw dla ocenianych polimorfizméw w podgrupach NP-IS, SP-IS oraz RP-IS.
Otrzymane wyniki poréwnano pomiedzy podgrupami z zastosowaniem wtasciwych te-

stéw statystycznych.

4.4.3.3. Poro6wnanie otrzymanych wynikéw pacjentéw ze skolioza idiopatycz-
ng w podgrupach wyodrebnionych ze wzgledu na zbliZong posta¢ kliniczna skolio-

zy
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Celem doktadniejszego przeanalizowania zwigzku badanych polimorfizméw z
postacig kliniczng skoliozy idiopatycznej podzielono pacjentki na podgrupy podobne

klinicznie.

Dla wszystkich uzyskanych w ten spos6b podgrup wykonano obliczenie rozktadu
procentowego alleli, genotypéw oraz kombinacji genotypéw. Otrzymane wyniki poréw-

nano miedzy podgrupami z zastosowaniem wtasciwych testow statystycznych.
4.4.3.3.1. Podzial ze wzgledu na wartos$¢ kata Cobba na trzy podgrupy

Pacjentki ze skolioza idiopatyczng podzielono na trzy podgrupy w zaleznosci od wielko-

$ci skrzywienia na:

1. skoliozy idiopatyczne z katem Cobba ponizej 30°,
2. skoliozy idiopatyczne z katem Cobba pomiedzy 30°-49°,
3. skoliozy idiopatyczne z katem Cobba 50° i wiecej.

4.4.3.3.2. Podzial ze wzgledu na wartos¢ kata Cobba na dwie podgrupy

Pacjentki ze skoliozg idiopatyczng podzielono na dwie podgrupy w zaleznosci od wielko-

$ci skrzywienia na:

1. skoliozy idiopatyczne z katem Cobba ponizej 40°,
2. skoliozy idiopatyczne z katem Cobba 40° i wiece;.

4.4.3.3.3. Podzial ze wzgledu na zastosowane leczenie

Pacjentki ze skoliozg idiopatyczna podzielono na dwie podgrupy w zaleznosci od rodzaju

zastosowanego leczenia na:

1. skoliozy idiopatyczne leczone zachowawczo,

2. skoliozy idiopatyczne leczone operacyjnie.
4.4.3.3.4. Podzial ze wzgledu na stopien wiotkosci tkanki 1acznej

Pacjentki ze skoliozg idiopatyczng podzielono na dwie podgrupy w zaleznosci od stopnia

wiotko$ci tkanki tgcznej ocenianej wg skali Beightona [113] na:

1. pacjentki bez nadmiernej wiotko$ci stawowej 0-3 punkty wg skali Beightona,

2. pacjentki z nadmierng wiotko$cig stawowa 4-9 punkty wg skali Beightona.
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4.4.3.4. Porownanie wartosci wybranych parametréw Klinicznych i radiolo-

gicznych dla poszczeg6lnych genotypow

Dla pacjentow z poszczeg6lnymi genotypami zostaty obliczone i poréwnane za

pomoca wilasciwych testéw statystycznych srednie wartosci:

— kata Cobba - poczatkowy,

— kata Cobba - maksymalny,
— kata Cobba - ostateczny,

— wieku rozpoznania,

— wieku pierwszej miesigczki,
- BM],

— wzrostu na stojaco,

— ciezaru ciala w kilogramach,
— kata rotacji tutowia (KRT),

— Sredniej warto$ci parametru progresji kata Cobba.

4.4.3.5. Analiza mocy testow statystycznych

Analizujac otrzymang moc testow statystycznych, przeprowadzono symulacje moz-
liwego do wykrycia ilorazu szans dla wynikéw powyzszego badania, przy zatoZzeniu po-
ziomu istotno$ci a=0,05 oraz pozadanej mocy 80%.

Nastepnie przeprowadzono ocene mocy testéw dla wynikéw, ktére przekroczyty

poziom istotno$ci a=0,05
4.4.3.6. Porownanie czestosci wystepowania alleli w grupie kontrolnej z da-
nymi populacyjnymi

Otrzymang czesto$¢ wystepowania alleli w grupie kontrolnej poréwnano z da-
nymi zawartymi w piSmiennictwie dla populacji polskiej oraz zmagazynowanymi w ba-

zie danych HapMap dla populacji kaukaskiej [132].

4.5. Metody statystyczne

W badanych grupach okres$lone zostaty warto$ci minimalne, maksymalne, $red-
nie oraz odchylenia standardowe dla wieku, wzrostu, ciezaru ciata, BMI, wieku pierw-

szej miesigczki, wieku rozpoznania skoliozy, kata Cobba, tempa progresji.

Testem Komogorova-Smirnova oceniono normalno$¢ rozktadu danych.
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Poréwnanie Srednich wykonane zostato za pomoca testéw t-Studenta i ANOVA w
przypadku danych z rozktadem normalnym, oraz testow Manna-Whitney'a i Kruskala-
Wallisa dla danych nie spelniajacych rozkladu normalnego. W przypadku danych oce-
nianych w skali nominalnej testu doktadnego Fishera, testu Chi2 oraz testu Chi? z po-
prawka Yatesa w zaleznosci od otrzymanych liczebnos$ci grup. Przy kazdym wyniku za-

znaczono jakiego testu uzyto.

Poréwnanie odmienno$ci rozktadu czestos$ci wystepowania alleli, genotypow w
poszczegdlnych grupach wykonane zostaty za pomoca testu doktadnego Fishera, testu

Chi2 oraz testu Chi2 z poprawkg Yatesa w zaleznosci od otrzymanych liczebno$ci grup.

Powyzsze obliczenia wykonano za pomoca programu GraphPad InStat firmy

GraphPad Software Inc.

We wszystkich otrzymanych wynikach rozktad genotypéw i alleli poddany zostat
ocenie zgodnosci z testem réwnowagi Hardy ego-Weinberga z zastosowaniem CobeX

web tool za pomoca testu Chi2[136].

Moc testéw oceniona zostala za pomoca programu G*power 3.14. [137]. Dla
otrzymanych wynikéw obliczona zostata otrzymana moc statystyczna dla testu doktad-
nego Fishera i testu Chi2 za pomocg programu G*power 3.14. przy zastosowaniu obliczen
post hoc. Liczebno$¢ grupy zostata obliczona za pomoca testu Z. Poziom istotnosci p

przyjeto na 0,05 oraz przedziat ufnosci CI 95%.

4.6. Udzial wlasny doktoranta w badaniu

W zwiagzku z charakterem badan wymagajacym wykonywania oznaczen przy
uzyciu specjalistycznej aparatury cze$¢ badan wykonana zostala przez pracownikéw
naukowych i technicznych Katedry i Zaktadu Biologii Komérki Uniwersytetu Medyczne-

go w Poznaniu.
Udziat doktoranta obejmowat:
— wspdétudziat w planowaniu badania,
— wyszukiwanie pi$miennictwa,
— wspétudziat w selekcji polimorfizméw,
— oznaczenie liczebnosci grup,
— pobieranie zgody na badanie i odpowiedzi na wszystkie pytania,

— badanie podmiotowe,
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— badanie przedmiotowe,

— pobieranie krwi,

— pomoc przy izolacji DNA,

— analiza wynikéw badania klinicznego, radiologicznego i genetycznego,
— tworzenie bazy danych,

— wykonywanie obliczen statystycznych,

— wnioskowanie na podstawie badania,

— nhapisanie pracy.

Doktorant nie wykonywat:
— izolacji DNA,
— reakgcji PCR,

— badan metodg RFLP.
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5. WyniKi
5.1. Wyniki badan klinicznych
5.1.1. Charakterystyka grupy badanej i kontrolnej

Dane dotyczace wieku, wzrostu, ciezaru ciata, BMI oraz wieku wystgpienia

pierwszej miesigczki dla wszystkich przebadanych 192 oséb zawarto w tabeli 5.1.1.

Tabela 5.1.1. Dane antropometryczne grupy badanej i grupy kontrolnej

Grupa badana Grupa kontrolna [stotnos¢
N=144 N =48 réznicy p
Wiek 207,9166,1 360,5£104,4 0,0001b
(miesiace) (156-648) (180-625)
Wzrost w momencie 164,7+6,5 167,0+6,4 0,0222a
badania (cm) (149-181) (154-178)
Ciezar ciata 51,949,2 57,6£8,9 0,0004b
(kg) (32-79) (42-80)
BMI 19,1+2,8 20,9+3,1 0,0008b
(kg/m?2) (14,3-27,5) (16,3-29,7)
Wiek pierwszej 153,7+14,3 151,1+12,9 0,2638b
miesigczki (miesiace)  (120-194) (120-180)

W tabeli podano wartosci $rednie i odchylenie standardowe, w nawiasach warto$¢ minimalna i maksymalna;
atest t - Studenta; Ptest Manna-Whitneya

5.1.2. Charakterystyka chorych ze skolioza idiopatyczna (grupa badana)

Dane kliniczne dotyczace chorych ze skolioza idiopatyczng umieszczono w tabeli
5.1.2. W przypadku skolioz dwutukowych podano wartos$ci KRT jedynie dla skrzywienia

gtéwnego (piersiowego).

Tabela 5.1.2. Wyniki badania klinicznego u chorych ze skolioza idiopatyczna (grupa badana)

Grupa badana Wartos¢ Odchylenie Warto$¢ Warto$¢
N=148 $rednia standardowe minimalna maksymalna
Wiek rozpoznania 10,5 2,3 5 15

(lata)

KRT poczatkowy 9,3 3,4 3 19

)

KRT maksymalny 11,5 4,4 4 25

)

KRT ostateczny 10,8 4,603 3 25

)

Odsetek chorych 33,3%

poddanych lecze-

niu operacyjnemu

(%)

KRT - kat rotacji tutowia
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5.1.3. Charakterystyka chorych ze skolioza w obrebie podgrup

144 zakwalifikowane pacjentki zostaly podzielone na trzy podgrupy pod wzgle-
dem tempa progresji zgodnie z kryteriami wigczenia dla poszczeg6lnych podgrup. Wyni-

ki badania klinicznego dla podgrup oraz ich poréwnanie znajduje sie w tabeli 5.1.3.

Tabela 5.1.3. Wyniki badania klinicznego podgrup pacjentéw ze skoliozami idiopatycznymi nie-
progresywnymi (NP-IS), wolno progresujacymi (NP-IS) oraz szybko progresujacymi (RP-IS)

NP-IS SP-1S RP-IS Istotnos¢
n=48 n=48 n=48 réznicy p
Wiek 198,2+25,5 204,5+30,0 220,2+106,9 0,1238a
(miesiace) (180-316) (173-296) (156-648)
Wzrost 166,4+6,9 165,1+5,8 161,959 0,0067b
(cm) (151-181) (154-175) (149-173)
Wzrost na siedzaco 85,8+4,1 84,445,7 81,8+4,6 0,0032a
(cm) (75-96) (62-92) (68-89)
Ciezar ciata 51,5+7,9 54,3+9,9 48,2+9,7 0,03132
(kg) (35-79) (40-76) (31-72)11
BMI 18,5%2,3 19,9+3,3 18,5+2,8 0.0972a
(kg/m2) (14,7-24,1) (14,3-27,5) (13,8-26,8)
Wiek pierwszej 150,5+14,3 156,615 153,8+12,5 0,1085Pb
miesigczki (miesiace) (120-185) (120-194) (125-174)
Wiek rozpoznania 11,4+2,2 10,9+2,1 9,3+2,3 0,0001a
(lata) (5-15) (5-14) (5-13)
KRT 8,2+3,1 9,943,2 11+3,4 0,002912
poczatkowy (°) (5-16) (4-19) (5-17)
KRT 9,0£2,9 10,8+2,8 15,8+4,8 <0,00012
maksymalny (°) (5-16) (4-19) (10-25)
KRT 8,5+3,0 9,9+3,0 15,3+5,2 <0,0001a
ostateczny (°) (3-16) (3-15) (10-25)
Odsetek operacji 0 12,5% 89,6% <0,0001¢

(%)

w tabeli podano wartosci $rednie i odchylenie standardowe, w nawiasach warto$¢ minimalng i maksymalna
a Test Kruskala-Wallisa; » Test ANOVA; ¢ Test Chi% KRT - kat rotacji tutowia

5.2. Wyniki badan radiologicznych

5.2.1. Ocena radiologiczna chorych ze skolioza idiopatyczng (grupa badana)
Dane radiologiczne chorych ze skolioza idiopatyczng umieszczono w tabeli 5.2.1.

W przypadku skolioz dwutukowych podano wartosci jedynie dla skrzywienia gtdéwnego

(piersiowego).
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Tabela 5.2.1. Wyniki badania radiologicznego u chorych ze skoliozami idiopatycznymi (grupa

badana)

Grupa badana Wartos¢ Odchylenie Wartos¢ Warto$¢
N=148 $rednia standardowe minimalna maksymalna
Kat Cobba 27,7 8,8 10 48
poczatkowy (°)

Kat Cobba 43,7 20,1 12 114
maksymalny (°)

Kat Cobba 42,5 21,4 10 114
ostateczny (°)

Risser (mediana)* 4 0 5

Kreg szczytowy Th8 Th5 Th11/12
(mediana) 2

Progresja (°) 12,1 15,5 0 93
Tempo progresji 0,61 0,7 0 4,7

(°/miesiac)

aw przypadku kregu szczytowego i testu Rissera podano warto$¢ mediany zamiast $redniej

5.2.2. Ocena radiologiczna chorych ze skolioza w obrebie podgrup

Wyniki badania radiologicznego dla podgrup wyodrebnionych pod wzgledem

tempa progresji skoliozy oraz ich poréwnanie znajduje sie w tabeli 5.2.2.

Tabela 5.2.2. Wyniki badania radiologicznego podgrup pacjentéw ze skoliozami idiopatycznymi
nieprogresywnymi (NP-IS), wolno progresujacymi (NP-IS) oraz szybko progresujacymi (RP-IS)

NP-IS SP-IS RP-IS Istotnos¢
n=48 n=48 n=48 réznicy p
Kat Cobba 22,745,6 30,7,2+£7,9 29,349,1 0,0001=
poczatkowy (°) (11-30) (10-42) (12-46)
Kat Cobba 25,2+4,7 40,2+7,9 65,7+17,2 <0,00012
maksymalny (°) (13-30) (27-65) (37-114)
Kat Cobba 23,6%5,3 38,1+8,9 65,6+17,4 <0,00012
ostateczny (°) (11-30) (19-65) (37-114)
Risser 4 4,5 4 0,0012a
(mediana)b (4-5) (4-5) (0-5)
Kreg szczytowy Th8 Th8 Th8 0,44732
(mediana)b (Th5-Th11/12)  (Thé6-Thl1l) (Th6-Th10/11)
Progresja 2,5%£3,9 8,9+5,6 30,7+17,4 <0,00012
) (0-15) (3-28) (11-93)
Tempo progresji 0,2+0,2 0,4+0,2 1,5+0,8 <0,0001a
(°/miesiac) (0-0,9) (0-0,91) (1-4,7)

w tabeli podano wartosci $rednie i odchylenie standardowe, w nawiasach warto$¢ minimalng i maksymalna

a Test Kruskala-Wallisa; ®w przypadku kregu szczytowego i testu Rissera podano warto$¢ mediany zamiast Sredniej
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5.3. Wyniki badan genetycznych

Analiza miejsca restrykcyjnego przy uzyciu enzymu nie byta skuteczna w przy-
padku trzech prébek, skuteczno$¢ oznaczania genotypéw dla tego polimorfizmu wynio-

sta 98,4%. W pozostatych przypadkach uzyskano 100% wynikéw.
5.3.1. Poréwnanie wynikéw grupy badanej i kontrolnej

5.3.1.1. Rozklad alleli w obrebie badanych polimorfizméw genu ESR1 w grupie

badanej i grupie kontrolnej

Nie stwierdzono statystycznie istotnych réznic w rozkladzie alleli w obrebie badanych

polimorfizméw genu ESR1, tabela 5.3.1.

Tabela 5.3.1. Rozktad alleli genu ESRI w grupie badanej i grupie kontrolnej

SNP Allel Grupa badana Grupa kontrolna Istotnos$¢ OR
N (%) N (%) réznicy p CI95%
Xbal A 163 64 0,08222 1,53
(56,6%) (66,7%)
G 125 32 (0,95-2,49)
(43,4%) (33,3%)
Pvull C 141 47 1a 1
(49,0%) (49,0%)
T 147 49 (0,63-1,59)
(51,0%) (51,0%)
Bsyl T 232 80 0,97832 0,99
(83,4%) (83,3%)
A 46 16 (0,51-1,85)
(16,6%) (16,7%)

atest Chi2, OR - iloraz szans, CI 95% - przedziat ufnosci 95%

5.3.1.2. Rozklad alleli w obrebie badanych polimorfizméw genu ESRZ w gru-

pie badanej i grupie kontrolnej

Nie stwierdzono statystycznie istotnych réznic w rozktadzie alleli w obrebie badanych

polimorfizméw genu ESRZ, tabela 5.3.2.

Tabela 5.3.2. Rozktad alleli genu ESR2 w grupie badanej i grupie kontrolnej

SNP Allel Grupa badana Grupa kontrolna Istotnos¢ OR
N (%) N (%) réznicy p CI95%
AlwNI C 232 78 0,88122 0,95
(80,6%) (81,3%)
T 56 18 (0.53-1,73)
(19,4%) (18,7%%)
Alul A 98 42 0,08652 1,51
(34,0%) (43,7%)
G 190 54 (0,94-2,42)
(66,0%) (56,3%)
Rsal A 15 5 1v 1,0
(5,.2%) (5,2%)
G 273 91 (0,35-2,83)
(94,8%) (94,8%)

2 test Chi?, b test Chi2 z poprawka Yatesa, OR - iloraz szans, CI 95% - przedziat ufnosci 95%
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5.3.1.3. Czesto$¢ wystepowania genotypow - zasada réwnowagi Hardy ego-

Weinberga

Czesto$¢ wystepowania genotypéw zostata sprawdzona pod wzgledem spetnie-
nia warunkéw réwnowagi Hardy ego-Weinberga (HWE). Rozktad genotypéw w grupie

badaneji w grupie kontrolnej byt zgodny z HWE, tabele 5.3.3. i 5.3.4.

5.3.1.4. Rozklad genotypéw w obrebie badanych polimorfizméw genu ESR1 w

grupie badanej i grupie kontrolnej

Nie stwierdzono statystycznie istotnych réznic w rozktadzie genotypéw w obre-

bie badanych polimorfizméw genu ESR1, tabela 5.3.3.

Tabela 5.3.3. Rozktad genotypéw genu ESRI w grupie badanej i grupie kontrolnej

SNP Geno- Grupa HWEa Grupa HWEa Istotno$c Istotno$c OR Istotnos¢ OR
typ badana kontrolna réznicy p réznicy p CI95% réznicy p CI95%
N (%) N (%) niezalezne  dominujacec recesywned
AA 46 21 0.2201a 0.2636b 0.50 0.1373a 0.60
(31,9%) (43,8%)
Xbal AG 71 0,9657 22 0,8286 (0.18- (0.31-
(49,3%) (45,8%) 1.39) 1.18)
GG 27 5
(18,8%) (10,4%)
cC 35 12 0.98622 0,92482 1.04 0,92282 0.96
(24,3%) (25,0%)
Pvull CT 71 0,8717 23 0,775 (0.450- (0.45-
(49,3%) (47,9%) 2.17) 2.05)
TT 38 13
(26,4%) (27,1%)
TT 97 35 0,4941a 0.5351b 2,15 0.68132 0,85
(69,8%) (72,9%)
Bsyl AT 38 0,905 10 0,0833 (0,46- (0.43-
(27,3%) (20,8%) 9,98) 1.87)
AA 4 3
(2,9%) (6,3%)

OR - iloraz szans, CI 95% - przedziat ufnosci 95%, HWE -réwnowaga Hardy ego-Weinberga

a test Chi?, b test Chi? z poprawka Yatesa

¢ model dziedziczenia dominujacy: dla polimorfizmu Xbal genotypy AA i AG tacznie, w stosunku do genotypu GG; dla poli-
morfizmu Pvull genotypy CC i CT tacznie, w stosunku do TT; dla polimorfizmu Bsyl genotypy AA i AT tgcznie, w stosunku
do TT

4 model dziedziczenia recesywny: dla polimorfizmu Xbal genotyp AA, w stosunku do genotypéw AG i GG tacznie; dla
polimorfizmu Pvull genotyp CC, w stosunku do genotypéw CT i TT t3cznie; dla polimorfizmu Bsyl genotyp AA, w stosunku
do genotyp6ow AT i TT tacznie

5.3.1.5. Rozklad genotypéw w obrebie badanych polimorfizméw genu ESRZ w

grupie badanej i grupie kontrolnej

Nie stwierdzono statystycznie istotnych réznic w rozktadzie genotypéw w obre-

bie badanych polimorfizméw genu ESRZ, tabela 5.3.4.
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Tabela 5.3.4. Rozktad genotyp6éw genu ESRZ w grupie badanej i grupie kontrolnej

SNP Geno Grupa HWEa Grupa HWEa Istotnos¢ Istotno$¢ OR Istotno$¢ OR
no- badana kontrolna réznicy p réznicy p CI95% réznicy p CI95%
typ N (%) N (%) niezalezne  dominujgcec recesywned
cC 95 31 0,6427a 0,6767Y 0,42 0,8607a 1,07

(66,0%) (64,6%)
AlwNI CT 42 0,4079 16 0,5148 (0,05- (0,54-
(29,2%) (33,3%) 3,48) 2,11)
TT 7 1
(4,9%) (2,1%)
AA 16 8 0,2055a 0,0884a 0,54 0,4497v 0,63
(11,1%) (16,7%)
Alul AG 66 0,8025 26 0,4861 (0,27- (0,25-
(45,8%) (54,2%) 1,10) 1,57)
GG 62 14
(43,1%) (29,2%)
AA 0 0 1b
Rsal AG 15 0,5097 5 0,7034
(10,4%) (10,4%)
GG 129 43
(89,6%) (89,6%)

OR - iloraz szans, CI 95% - przedziat ufnosci 95%, HWE -réwnowaga Hardy ego-Weinberga

a test Chi?, b test Chi2 z poprawka Yatesa,

¢ model oddziatywania dominujacy: dla polimorfizméw Alul i Rsal genotypy AA i AG fgcznie w stosunku do genotypu GG;
dla polimorfizmu AlwNI genotypy CC i CT tacznie, w stosunku do genotypu TT

dmodel oddziatywania recesywny: dla polimorfizméw Alul i Rsal genotyp AA, w stosunku do AG i GG tacznie; dla polimor-
fizmu AIlwNI genotyp CC, w stosunku do CT i TT tacznie

5.3.2. Wyniki w podgrupach pacjentéw ze skoliozg idiopatyczna podzielonych

w zaleznosci od tempa progresji skrzywienia
5.3.2.1. Rozklad alleli w obrebie badanych polimorfizméw genu ESR1

W obrebie polimorfizmu Pvull w podgrupach pacjentéw ze skoliozg podzielonych
ze wzgledu na tempo progresji, wykazano réznice w czestosci alleli C i T pomiedzy pod-
grupami, tabela 5.13. Réznica pomiedzy podgrupami pacjentow ze skolioza nieprogre-

sywna (NP-IS) i wolno progresujaca (SP-1S) p=0.0093 z OR 2.14 (1.2-3.8).

W obrebie pozostalych badanych polimorfizméw nie wykazano statystycznie

istotnych réznic w rozktadzie alleli w obrebie genu ESR1, tabela 5.3.5.

Tabela 5.3.5. Rozktad alleli genu ESR1 w podgrupach pacjentéw ze skoliozami idiopatycznymi
nieprogresywnymi (NP-IS), wolno progresujacymi (NP-IS) oraz szybko progresujacymi (RP-IS)

SNP Allel NP-IS SP-IS RP-IS Istotno$¢
N (%) N (%) N (%) réznicy p
Xbal A 48 61 54
(50,0%) (63,5%) (56,3%)
G 48 35 42 0,14382
(50,0%) (36,5%) (43,7%)
Pvull C 55 37 49
(57,3%) (38,5%) (51,0%)
T 41 59 47 0,03022
(42,7%) (61,5%) (49,0%)
Bsyl T 80 82 72
(83,3%) (85,4%) (80,0%)
A 16 14 18 0,61332
(16,7%) (14,6%) (20,0%)

NP-IS - skolioza idiopatyczna nie progresujaca, SP-IS - skolioza idiopatyczna o powolnej progresji, RP-IS - skolioza idiopa-
tyczna o szybkiej progres;ji,
a test Chi2
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5.3.2.2. Rozklad alleli w obrebie badanych polimorfizméw genu ESR2

Nie stwierdzono statystycznie istotnych réznic w rozktadzie alleli w podgrupach
pacjentow ze skoliozg podzielonych ze wzgledu na tempo progresji w obrebie badanych

polimorfizméw genu ESRZ, tabela 5.3.6

Tabela 5.3.6. Czesto$¢ wystepowania alleli genu ESR2 w podgrupach pacjentéw ze skoliozami
idiopatycznymi nieprogresywnymi (NP-IS), wolno progresujacymi (NP-IS) oraz szybko progresu-
jacymi (RP-IS)

SNP Allel NP-IS SP-IS RP-IS Istotnos¢
N (%) N (%) N (%) réznicy p
AIwNI C 32 29 32
(33,3%) (30,2%) (33,3%)
T 64 67 64 0,86682
(66,7%) (69,8% (66,7%)
Alul A 32 31 35
(33,3%) (32,3%) (36,4%)
G 64 65 61 0,81792
(66,7%) (67,7%) (63,5%)
Rsal A 4 7 4
(4,2%) (7,3%) (4,2%)
G 92 89 92 0,53102
(95,8%) (92,7%) (95,8%)

NP-IS - skolioza idiopatyczna nie progresujaca, SP-IS - skolioza idiopatyczna o powolnej progresji, RP-IS - skolioza idiopa-
tyczna o szybkiej progresji
a test Chi?

5.3.2.3. Czesto$¢ wystepowania genotypow - zasada réwnowagi Hard'yego-

Weinberga

Czestos$¢ wystepowania genotypow zostata sprawdzona pod wzgledem spetnie-
nia warunkéw réwnowagi Hardy ego-Weinberga (HWE). Rozktad genotypéw w pod-
grupach pacjentéw podzielonych ze wzgledu na tempo progres;ji skoliozy byt zgodny z

HWE, tabele 5.3.7.15.3.8.
5.3.2.4. Rozklad genotypéw w obrebie badanych polimorfizméw genu ESR1

W obrebie polimorfizmu Pvull u pacjentéw ze skolioza idiopatyczng w podgru-
pach podzielonych ze wzgledu na tempo progresji skoliozy, wykazano roznice w rozkta-
dzie genotypdéw pomiedzy podgrupami, przy zalozeniu niezaleznego wptywu genoty-
pow. Roznica taka nie wystepowata przy zatozeniu dominujgcego lub recesywnego spo-

sobu dziedziczenia, tabela 5.15.

W obrebie pozostatych badanych polimorfizméw nie wykazano statystycznie
istotnych réznic w rozkladzie genotypow obrebie genu ESRI, niezaleznie od badanego

sposobu dziedziczenia, tabela 5.15.
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Tabela 5.3.7. Czesto$¢ wystepowania genotypdw genu ESRI w podgrupach pacjentéow ze skolio-
zami nieprogresywnymi (NP-IS), wolno progresujacymi (NP-IS) oraz szybko progresujacymi (RP-

IS)
SNP Geno- NP-IS HWE- SP-IS HWE-= RP-IS HWE-= Istotnos$¢ Istotnos¢ Istotnos¢
typy N (%) N (%) N (%) réznicy p réznicy p réznicy p
niezalezne dominujace® recesywne¢
Xbal AA 12 18 16 0,36652 0,16902 0,4088a
(25,0%) (37,5%) (33,3%)
AG 24 1,0 25 0,3898 22 0,6337
(50,0%) (52,1%) (45,8%)
GG 12 5 10
(25,0%) (10,4%) (20,8%)
Pvull cC 14 6 15 0,04402 0,0594a 0,06362
(29,2%) (12,5%) (31,3%)
CT 27 0,3005 25 0,491 19 0,1496
(56,2%) (52,1%) (39,6%)
TT 7 17 14
(14,6%) (35,4%) (29,2%)
Bsyl TT 34 34 29 0,6313a 0,3445a 0,7473a
(70,8%) (70,8%) (64,4%)
AT 12 0,4884 14 0,2369 14 0,8522
(25,0%) (29,2%) (31,1%)
AA 2 0 2
(4,2%) (0%) (4,4%)

HWE -réwnowaga Hardy ego-Weinberga

a test Chi2

b model dziedziczenia dominujacy: dla polimorfizmu Xbal genotypy AA i AG iacznie, w stosunku do genotypu GG; dla
polimorfizmu Pvull genotypy CC i CT tacznie, w stosunku do TT; dla polimorfizmu Bsyl genotypy AA i AT tacznie, w sto-
sunkudo TT

¢ model dziedziczenia recesywny: dla polimorfizmu Xbal genotyp AA, w stosunku do genotypéw AG i GG tacznie; dla
polimorfizmu Pvull genotyp CC, w stosunku do genotypéw CT i TT facznie; dla polimorfizmu Bsy!l genotyp AA, w stosunku
do genotyp6éw AT i TT tacznie

5.3.2.5. Rozklad genotypow w obrebie badanych polimorfizméw genu ESR2

Nie stwierdzono statystycznie istotnych réznic w rozktadzie genotypéw w obre-
bie badanych polimorfizméw genu ESR2 w podgrupach pacjentéw ze skoliozg podzielo-
nych ze wzgledu na tempo progresji, niezaleznie od badanego sposobu dziedzicznia, ta-
bela 5.3.8.

Tabela 5.3.8. Czesto$¢ wystepowania genotypow genu ESR2 w podgrupach pacjentéw ze skolio-
zami nieprogresywnymi (NP-IS), wolno progresujacymi (NP-IS) oraz szybko progresujacymi (RP-

IS)
SNP Geno- NP-IS HWE- SP-1S HWE? RP-IS HWE- Istotnos¢ Istotnos¢ Istotnos¢
typy N (%) N (%) N (%) réznicy p réznicy p réznicy p
niezalezne  dominujaceb recesywnec
AlwNI (o 33 28 34 0,59362 0,31262 0,3833
(68,7%) (58,3%) (70,8%)
CT 12 0,2137 17 0,8462 13 0,8507
(25,0%) (35,4%) (27,1%)
TT 3 3 1
(6,3%) (6,3%) (2,1%)
Alul AA 7 4 5 0,6145a 0,5838a 0,6113a
(14,6%) (8,3%) (10,4%)
AG 18 0.3898 23 0.5069 25 0.279
(37,5%) (47,9%) (52,1%)
GG 23 21 18
(47,9%) (43,8%) (37,5%)
Rsal AA 0 0 0 0,5118a
AG 4 0.7632 7 0.5858 4 0.7632
(8,3%) (14,6%) (8,3%)
GG 44 41 44
(91,7%) (85,4%) (91,7%)

HWE -réwnowaga Hardy'ego-Weinberga

a test Chi2

b model dziedziczenia dominujacy: dla polimorfizméw Alul i Rsal genotypy AA i AG tacznie, w stosunku do genotypu GG;
dla polimorfizmu AlwNI genotypy CC i CT tacznie, w stosunku do genotypu TT
¢ model dziedziczenia recesywny: dla polimorfizméw Alul i Rsal genotyp AA, w stosunku do AG i GG tacznie; dla polimorfi-
zmu AIwNI genotyp CC, w stosunku do CT i TT tacznie
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5.3.3. Wyniki w podgrupach pacjentéw ze skoliozg idiopatyczna podzielonych
ze wzgledu na wartos$¢ kata Cobba na skoliozy ze skrzywieniem ponizej 30°, po-

miedzy 30°i 50° oraz 50° i wiecej
5.3.3.1. Rozklad alleli w obrebie badanych polimorfizméw genu ESR1

W obrebie polimorfizmu Pvull w podgrupach pacjentow ze skoliozg idiopatyczna
podzielonych ze wzgledu na warto$¢ kata Cobba na skoliozy ze skrzywieniem ponizej
30°, pomiedzy 30° i 50° oraz 50° i wiecej wykazano réznice w czestosci alleli Ci T po-
miedzy podgrupa pacjentéw ze skoliozami idiopatycznymi z katem Cobba ponizej 30° a

skoliozami z kgtem Cobba 50° i wiecej, tabela 5.3.9.

W obrebie pozostatych badanych polimorfizméw genu ESR1 nie wykazano staty-
stycznie istotnych réznic w rozktadzie alleli, tabela 5.3.9.
Tabela 5.3.9. Rozktad alleli w obrebie badanych polimorfizméw genu ESR1 w podgrupach pa-

cjentéw ze skoliozg idiopatyczna podzielonych ze wzgledu na wartos¢ kata Cobba na skoliozy ze
skrzywieniem ponizej 30°, pomiedzy 30°i 50° oraz 50° i wiecej

SNP Allel 30° 30°-49° >50° Istotnos$¢ Istotnos$¢ OR
N (%) N (%) N (%) réznicy p réznicy pb
Xbal A 35 74 54 0,1610° 0,07312 0,57
(47,3%) (58,7%) (61,4%)
G 39 52 34 (0,30-1,06)
(52,7%) (41,3%) (38,6%)
Pvull C 45 57 39 0,06032 0,0364> 1,95
(60,8%) (45,2%) (44,3%)
T 29 69 49 (1,04-
(39,2%) (54,8%) (55,7%) 3,65)
Bsyl T 61 108 65 0,47652 0,61662 1,23
(82,4%) (85,7%) (79,3%)
A 13 18 17 (0,55-2,74)

(17,6%) (14,3%) (20,7%)

a test Ch?, OR - iloraz szans, CI 95% - przedziat ufnosci 95%
bporéwnanie podgrupy pacjentéw z katem Cobba ponizej 30° z podgrupa pacjentéw z katem Cobba 50° i wiecej

5.3.3.2. Rozklad alleli w obrebie badanych polimorfizméw genu ESR2

W obrebie polimorfizmu Rsal w podgrupach pacjentéw ze skolioza idiopatyczng
podzielonych ze wzgledu na warto$¢ kata Cobba na skoliozy ze skrzywieniem ponizej
30°, pomiedzy 30° i 50° oraz 50° i wiecej wykazano réznice w czestosci alleli A i G po-
miedzy podgrupami, tabela 5.20. R4znica ta nie wystepowata przy poréwnaniu podgrup
pacjentow ze skoliozg idiopatyczng podzielonych ze wzgledu na warto$¢ kata Cobba na

skoliozy ponizej 30° oraz 50° i wiecej, tabela 5.3.10.

W obrebie pozostatych badanych polimorfizméw genu ESR2 nie wykazano staty-

stycznie istotnych réznic w rozktadzie alleli, tabela 5.3.10.
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Tabela 5.3.10. Rozktad alleli w obrebie badanych polimorfizméw genu ESR2 w podgrupach pa-
cjentéw ze skoliozg idiopatyczna podzielonych ze wzgledu na wartos¢ kata Cobba na skoliozy ze
skrzywieniem ponizej 30°, pomiedzy 30°i 50° oraz 50° i wiecej

SNP Allel 30° 30°-49° >50° Istotno$¢ Istotno$c OR
N (%) N (%) N (%) roznicy p réznicy p¢
AlwNI C 60 97 75 0,3222a 0,48062 0,74
(81,1%) (77,0%) (85,2%)
T 14 29 13 (0,32-1,70)
(18,9%) (23,0%) (14,8%)
Alul A 25 47 26 0,4988a 0,56292 1,22
(33,8%) (37,3%) (29,6%)
G 49 79 62 (0,63-2,37)
(66,2%) (62,7%) (70,4%)
Rsal A 3 11 1 0,04242 0,4941b 3,68
(4,1%) (8,7%) (1,2%)
G 71 115 87 (0,37-
(95,9%) (91,3%) (98,8%) 36,14)

a test Ch?, b test Chi2 z poprawka Yatesa, OR - iloraz szans, CI 95% - przedziat ufnosci 95%
¢poréwnanie podgrupy pacjentéw z katem Cobba ponizej 30° z podgrupa pacjentéw z katem Cobba 50° i wiecej

5.3.3.3. Czesto$¢ wystepowania genotypow - zasada réwnowagi Hardy ego-

Weinberga

U pacjentéow podzielonych ze wzgledu na kat Cobba, w przypadku podgrupy pa-
cjentéw ze skoliozg ze skrzywieniem 50° i wiecej, wystapito odstepstwo od HWE w roz-
ktadzie genotypow polimorfizmoéw Pvull oraz Alul, tabela 5.21. Rozktad pozostatych ge-
notyp6éw w badanych podgrupach byt zgodny z HWE, tabele 5.3.11.1 5.3.13.

5.3.3.4. Rozklad genotypéw w obrebie badanych polimorfizméw genu ESR1

W przypadku polimorfizmu Pvull w grupie badanej stwierdzono réznice w roz-
ktadzie genotypow przy zatoZeniu niezaleznego i dominujacego wptywu genotypdéw po-
miedzy podgrupami pacjentéw podzielonych ze zgledu na warto$¢ kata Cobba na skolio-
zy ze skrzywieniem ponizej 30°, pomiedzy 30° i 50° oraz 50° i wiecej, tabela 5.3.11., jak i
pomiedzy podgrupami pacjentéw podzielonych ze zgledu na warto$¢ kata Cobba na sko-

liozy ponizej 30° oraz 50° i wiecej, tabela 5.3.12.

W obrebie pozostatych badanych polimorfizméw genu ESR1 nie stwierdzono sta-
tystycznie istotnych réznic w rozktadzie genotypow niezaleznie od badanego sposobu

dziedziczenia, tabele 5.3.11.1 5.3.12.
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Tabela 5.3.11. Czesto$¢ wystepowania genotypéw w obrebie badanych polimorfizméw genu
ESR1 w podgrupach pacjentéw ze skolioza idiopatyczng podzielonych ze wzgledu na warto$¢ kata
Cobba na skoliozy ze skrzywieniem ponizej 30°, pomiedzy 30°i 50° oraz 50° i wiecej

SNP Geno- <30° HWE- 30°-49° HWE-= >50° HWE- Istotnos¢ Istotnos¢ Istotnos¢
typy N (%) N (%) N (%) réznicy p réznicy p réznicy p
niezalezne dominujace®  recesywnec
Xbal AA 8 20 18 0,2570a 0,2869a 0,1790a
(21,6%) (31,7%) (40,9%)
AG 19 0,8550 34 0,3685 18 0,3626
(51,4%) (54,0%) (40,9%)
GG 10 9 8
(27,0%) (14,3%) (18,2%)
Pvull cC 11 12 12 0,01702 0,00702 0,3901a
(29,7%) (19,0%) (27,3%)
CT 23 0,0642 33 0,6498 15 0,0402
(62,2%) (53,4%) (34,1%)
TT 3 18 17
(8,1%) (28,6%) (38,6%)
Bsyl TT 25 46 26 0,7950a 0,5765a 0,97902
(67,6%) (73,0%) (63,4%)
AT 11 0,8720 16 0,7688 13 0,8212
(29,7%) (25,4%) (31,7%)
AA 1 1 2
(2,7%) (1,6%) (4,9%)
HWE -réwnowaga Hardy ego-Weinberga
a test Chi?

b model dziedziczenia dominujacy: dla polimorfizmu Xbal genotypy AA i AG facznie, w stosunku do genotypu GG; dla
polimorfizmu Pvull genotypy CC i CT tacznie, w stosunku do TT; dla polimorfizmu Bsyl genotypy AA i AT tacznie, w sto-
sunkudo TT

¢ model dziedziczenia recesywny: dla polimorfizmu Xbal genotyp AA, w stosunku do genotypéw AG i GG tacznie; dla
polimorfizmu Pvull genotyp CC, w stosunku do genotyp6éw CT i TT tacznie, dla polimorfizmu Bsyl genotyp AA, w stosunku
do genotyp6éw AT i TT tacznie

Tabela 5.3.12. Czesto$¢ wystepowania genotypéw w obrebie badanych polimorfizméw genu
ESR1 w podgrupach pacjentéw ze skolioza idiopatyczna podzielonych ze wzgledu na wartos¢ kata
Cobba na skoliozy ze skrzywieniem ponizej 30°, pomiedzy 30°i 50° oraz 50° i wiecej

SNP Geno- <30° >50° Istotnos¢ Istotnos¢ OR Istotnos¢ OR
typy N (%) N (%) réznicy p réznicy p CI95% réznicy p CI95%
niezalezne dominujaced recesywnee
Xbal AA 8 18 0,2570a 0,49300 0,6 0,1067b 0,40
(21,6%) (40,9%)
AG 19 18 (0,21-1,7) (0,15-1,07)
(51,4%) (40,9%)
GG 10 8
(27,0%) (18,2%)
Pvull cC 11 12 0,00412 0,0017¢ 7,14 0,8070b 1,13
(29,7%) (27,3%)
CT 23 15 (1,89-26,92) (0,43-2,97)
(62,2%) (34,1%)
TT 3 17
(8,1%) (38,6%)
Bsyl TT 25 26 0,3153a 1,0¢ 1,8 0,8834b 1,20
(67,6%) (63,4%)
AT 11 13 (0,16-21,25) (0,47-3,07)
(29,7%) (31,7%)
AA 1 2
(2,7%) (4,9%)

OR - iloraz szans, Cl 95% - przedziat ufnosci 95%, HWE -réwnowaga Hardy ego-Weinberga

a test Chi% P test Chi2 z poprawka Yatesa,  test doktadny Fishera

4 model oddziatywania dominujacy: dla polimorfizmu Xbal genotypy AA i AG tacznie, w stosunku do genotypu GG; dla
polimorfizmu Pvull genotypy CC i CT tacznie, w stosunku do TT; dla polimorfizmu Bsy! genotypy AA i AT tacznie, w sto-
sunkudo TT

e model oddziatywania recesywny: dla polimorfizmu Xbal genotyp AA, w stosunku do genotypéw AG i GG iacznie; dla
polimorfizmu Pvull genotyp CC, w stosunku do genotypéw CT i TT tacznie; dla polimorfizmu Bsyl genotyp AA, w stosunku
do genotyp6éw AT i TT tacznie

5.3.3.5. Rozklad genotypow w obrebie badanych polimorfizméw genu ESR2

W przypadku polimorfizmu Rsal w grupie badanej stwierdzono réznice w roz-

ktadzie genotypow przy zatozenia dominujacego wptywu genotypéw pomiedzy podgru-
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pami pacjentoéw podzielonych na warto$¢ kata Cobba na skoliozy ze skrzywieniem poni-

zej 30°, pomiedzy 30° i 50° oraz 50° i wiecej, tabela 5.3.13.

W przypadku polimorfizmu Alul w grupie badanej stwierdzono réznice w roz-
ktadzie genotypow przy zatozenia recesywnego wptywu genotypéw pomiedzy podgru-
pami pacjentéw podzielonych na warto$¢ kata Cobba na skoliozy ze skrzywieniem poni-

zej 30° oraz 50° i wiecej, tabela 5.3.14.

W obrebie pozostatych badanych polimorfizméw genu ESRZ nie stwierdzono sta-
tystycznie istotnych réznic w rozktadzie genotypéw niezaleznie od badanego sposobu
dziedziczenia, tabele 5.3.13.1i 5.3.14.

Tabela 5.3.13. Czestos¢ wystepowania genotypoéw w obrebie badanych polimorfizméw genu

ESR2 w podgrupach pacjentéw ze skoliozg idiopatyczna podzielonych ze wzgledu na warto$¢ kata
Cobba na skoliozy ze skrzywieniem ponizej 30°, pomiedzy 30°i 50° oraz 50° i wiecej

SNP Geno- <30° HWE-= 30°-49° HWE-= >50° HWE- Istotnos¢ Istotnos¢ Istotnos¢
typy N (%) N (%) N (%) réznicy p réznicy p réznicy p
niezalezne  dominujgceb recesywnec
AlwNI cC 25 39 31 0,4373a 0,16862 0,63762
(67,6%) (61,9%) (70,4%)
CT 10 0,4690 19 0,2371 13 0,2502
(27,0%) (30,2%) (29,6%)
TT 2 5 0
(5,4%) (7,9%)
Alul AA 6 9 1 0,1573a 0,6822a 0,0781a
(16,2%) (14,3%) (2,3%)
AG 13 0,1916 29 0,8996 24 0,0396
(35,1%) (46,0%) (54,5%)
GG 18 25 19
(48,7%) (39,7%) (43,2%)
Rsal AA 0 0 0 0,03532
AG 3 0,7972 11 0,4477 1 0,9392
(8,1%) (17,5%) (2,3%)
GG 34 52 43
(91,9%) (82,5%) (97,7%)
HWE -réwnowaga Hardy ego-Weinberga
2 test Chi?

b model dziedziczenia dominujacy: dla polimorfizméw Alul i Rsal genotypy AA i AG acznie, w stosunku do genotypu GG;
dla polimorfizmu AlwNI genotypy CC i CT tacznie, w stosunku do genotypu TT

¢ model dziedziczenia recesywny: dla polimorfizméw Alul i Rsal genotyp AA, w stosunku do AG i GG tacznie; dla polimorfi-
zmu AIwNI genotyp CC, w stosunku do CT i TT tacznie

Tabela 5.3.14. Czesto$¢ wystepowania genotypéw w obrebie badanych polimorfizméw genu
ESR2 w podgrupach pacjentéw ze skolioza idiopatyczng podzielonych ze wzgledu na warto$¢ kata
Cobba na skoliozy ze skrzywieniem ponizej 30°, pomiedzy 30°i 50° oraz 50° i wiecej

SNP Geno- <30° 250° Istotnos$¢ Istotnos¢ OR Istotnos¢ OR
typ N (%) N (%) réznicy p? réznicy p CI95% réznicy p CI95%
niezalezne dominujaced recesywnee
AlwNI (o 25 31 0,2941 0,2056¢ 0,1596 0,9691b 0,87
(67,6%) (70,4%)
CT 10 13 (0,0074- (0,34-
(27,0%) (29,6%) 3,434) 2,24)
TT 2 0
(5,4%)
Alul AA 6 1 0,0426 0,7886P 0,80 0,0434¢ 8,32
(16,2%) (2,3%)
AG 13 24 (0,33- (0,95-
(35,1%) (54,5%) 1,93) 72,70)
GG 18 19
(48,7%) (43,2%)
Rsal AA 0 0 0,3268¢ 3,79
AG 3 1 (0,38-
(8,1%) (2,3%) 38,15)
GG 34 43

(91,9%) _ (97,7%)

58



OR - iloraz szans, Cl 95% - przedziat ufnosci 95%, HWE -réwnowaga Hardy ego-Weinberga

a test Chi?, b test Chi2 z poprawka Yatesa, ¢ test doktadny Fishera

4 model dziedziczenia dominujacy: dla polimorfizméw Alul i Rsal genotypy AA i AG tacznie, w stosunku do genotypu GG;
dla polimorfizmu AIwNI genotypy CC i CT tacznie, w stosunku do genotypu TT

e model dziedziczenia recesywny: dla polimorfizméw Alul i Rsal genotyp AA, w stosunku do AG i GG tacznie; dla polimorfi-
zmu AIwNI genotyp CC, w stosunku do CT i TT tgcznie

5.3.4. Wyniki w podgrupach pacjentéw ze skoliozg idiopatyczna podzielonych
ze wzgledu na wartos$¢ kata Cobba na skoliozy ponizej 40°, oraz 40° i wiecej
5.3.4.1. Rozklad alleli w obrebie badanych polimorfizméw genu ESR1

Nie stwierdzono statystycznie istotnych réznic w rozkladzie alleli w podgrupach
pacjentéw z katem Cobba ponizej 40° oraz z katem Cobba 40° i wiecej w obrebie bada-
nych polimorfizméw genu ESR1, tabela 5.3.15.

Tabela 5.3.15. Rozktad alleli badanych polimorfizméw genu ESRI w podgrupach pacjentéw z
katem Cobba ponizej 40° oraz z katem Cobba 40° i wiecej

SNP Allel <40° 240° Istotno$¢ ORCI95%
N (%) N (%) roznicy p
Xbal A 81 82 0,5109= 0,86
(54,7%) (58,6%)
G 67 58 (0,54-1,36)
(45,3%) (41,4%)
Pvull C 76 65 0,40362 1,20
(514,%) (46,4%)
T 72 75 (0,76-1,91)
(48,6%) (53,6%)
Bsyl T 125 109 0,48682 1,25
(84,5%) (81,3%)
A 23 25 (0,67-2,32)
(15,5%) (18,7%)

atest Chi2, OR - iloraz szans, CI 95% - przedziat ufnosci 95%

5.3.4.2. Rozklad alleli w obrebie badanych polimorfizméw genu ESR2

Nie stwierdzono statystycznie istotnych réznic w rozktadzie alleli w podgrupach
pacjentéw z katem Cobba ponizej 40° oraz z katem Cobba 40° i wiecej w obrebie bada-
nych polimorfizméw genu ESRZ, tabela 5.3.16.

Tabela 5.3.16. Rozktad alleli badanych polimorfizméw genu ESRZ w podgrupach pacjentéow z
katem Cobba ponizej 40° oraz z katem Cobba 40° i wiecej

SNP Allel <40° >40° Istotno$c OR CI95%
N (%) N (%) réznicy p
AlwNI C 115 117 0,20852 0,68
(77,7%) (83,6%)
T 33 23 (0,38-1,24)
(22,3%) (16,4%)
Alul A 48 50 0,55692 0,86
(32,4%) (35,7%)
G 100 90 (0,53-1,41)
(67,6%) (64,3%)
Rsal A 10 5 0,3418p 1,96
(6,8%) (3,6%)
G 138 135 (0,65-5,88)
(93,2%) (96,4%)

2 test Chi?, b test Chi2 z poprawka Yatesa, OR - iloraz szans, CI 95% - przedziat ufnosci 95%
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5.3.4.3. Czesto$¢ wystepowania genotypow - zasada réwnowagi Hardy ego-

Weinberga

Wszystkie wyniki zostaty sprawdzone pod wzgledem spetnienia warunkéw réw-

nowagi Hardego-Weinberga (HWE). Rozktad genotypu Alul u pacjentéw z katem Cobba
40° i wiecej wykazat odchylenie od HWE, tabela 5.3.18.

W pozostatych przypadkach w podgrupach pacjentéw z katem Cobba ponizej

40° oraz z katem Cobba 40° i wiecej rozktad genotypdéw byt zgodny z HWE, tabele 5.317.

i5.3.18.

5.3.4.4. Rozklad genotypéw w obrebie badanych polimorfizméw genu ESR1

Nie stwierdzono statystycznie istotnych réznic w rozktadzie genotypéw w pod-

grupach pacjentéw z katem Cobba ponizej 40° oraz z katem Cobba 40° i wiecej w obrebie

badanych polimorfizméw genu ESR1, tabela 5.3.17.

Tabela 5.3.17. Rozktad genotypéw w obrebie badanych polimorfizméw genu ESRI w podgru-
pach pacjentéw z katem Cobba ponizej 40° oraz z katem Cobba 40° i wiecej

SNP genotypy  <40° HWE- 240° HWE- Istotno$¢ Istotno$¢ OR Istotnos¢ OR
N (%) N (%) réznicy p réznicy p CI95% réznicy p CI95%
niezalezne dominujacec recesywned
Xbal  AA 23 23 0,66052 0,3640a 0,68 0,8193a 0,92
(31,1%) (32,9%)
AG 35 0,6954 36 0,6174 (0,29- (0,46-
(47,3%) (51,4%) 1,58) 1,86)
GG 16 11
(21,6%) (15,7%)
Pvull  CC 19 16 0,6313a 0,3389a 1,44 0,69353 1,17
(25,7%) (22,9%)
CT 38 08111 33 0,6616 (0,68- (0,54-
(51,3%) (47,1%) 3,03) 2,50)
TT 17 21
(23,0%) (30,0%)
Bsyl TT 53 44 0,7449a 0,9197> 1,11 0,44642 1,32
(71,6%) (65,7%)
AT 19 08505 21 0,7892 (0,15- (0,65-
(25,7%) (31,3%) 8,09) 2,69)
AA 2 2
(2,7%) (3,0%)

OR - iloraz szans, Cl 95% - przedziat ufnosci 95%, HWE -réwnowaga Hardy ego-Weinberga

a test Chi?, b test Chi2 z poprawka Yatesa,

¢ model dziedziczenia dominujacy: dla polimorfizmu Xbal genotypy AA i AG facznie, w stosunku do genotypu GG; dla poli-
morfizmu Pvull genotypy CC i CT tacznie, w stosunku do TT; dla polimorfizmu Bsyl genotypy AA i AT tgcznie, w stosunku

do TT

d model dziedziczenia recesywny: dla polimorfizmu Xbal genotyp AA, w stosunku do genotypéw AG i GG lacznie; dla
polimorfizmu Pvull genotyp CC, w stosunku do genotypéw CT i TT tacznie; dla polimorfizmu Bsyl genotyp AA, w stosunku

do genotyp6éw AT i TT tacznie

5.3.4.5. Rozklad genotypow w obrebie badanych polimorfizméw genu ESR2

W przypadku polimorfizmu Alul w genie ESRZ wykazano statystycznie istotng

réznice w czestosci wystepowania poszczegdlnych genotypdw pomiedzy pacjentami ze

60



skoliozg idiopatyczng z kagtem Cobba ponizej 40° a pacjentami ze skoliozg idiopatyczng z

katem Cobba 40° i wiecej, tabela 5.3.18.

W przypadku pozostatych polimorfizméw genu ESRZ nie wykazano statystycznie istot-

nych réznic w rozktadzie genotypow, tabela 5.3.18.

Tabela 5.3.18. Rozktad genotypéw w obrebie badanych polimorfizméw genu ESRZ2 w podgrupach pacjen-
tow z katem Cobba ponizej 40° oraz z katem Cobba 40° i wiecej

SNP genotypy  <40° HWEa 240° HWE-? Istotnos$¢ Istotnos¢ OR Istotnos¢ OR
N (%) N (%) réznicy p réznicy p CI95% réznicy p CI95%
niezalezne  dominujacec recesywned
AlwNI cC 46 49 0,4379a 0,4840v 0,41 0,3211a 0,70
(62,2%) (70,0%)
CT 23 03755 19 0,9232 (0,08- (0,35-
(31,1%) (27,1%) 2,16) 1,41)
TT 5 2
(6,7%) (2,9%)
Alul AA 11 5 0,02432 0,08362 0,56 0,2269> 2,27
(14,9%) (7,2%)
AG 26 0,0880 40 0,0408 (0,28- (0,75-
(35,1%) (57,1%) 1,08) 6,91)
GG 37 25
(50,0%) (35,7%)
Rsal AA 0 0 0,3281b 2,03
AG 10 05331 5 0,7567 (0,66-
(13,5%) (7,1%) 6,27)
GG 64 65
(86,5%) (92,9%)

OR - iloraz szans, CI 95% - przedziat ufnosci 95%, HWE -réwnowaga Hardy ego-Weinberga

a test Chi?, b test Chi? z poprawka Yatesa,

¢ model dziedziczenia dominujacy: dla polimorfizméw Alul i Rsal genotypy AA i AG acznie, w stosunku do genotypu GG;
dla polimorfizmu AlwNI genotypy CC i CT tacznie, w stosunku do genotypu TT

4 model dziedziczenia recesywny: dla polimorfizméw Alul i Rsal genotyp AA, w stosunku do AG i GG tacznie; dla polimorfi-
zmu AIwNI genotyp CC, w stosunku do CT i TT tacznie

5.3.5. Wyniki analizy polimorfizméw pomiedzy podgrupami pacjentéw leczo-
nych zachowawczo lub operacyjnie.

5.3.5.1. Rozklad alleli w obrebie badanych polimorfizméw genu ESR1

Nie stwierdzono statystycznie istotnych réznic w rozktadzie alleli pomiedzy pod-
grupami pacjentéw leczonych zachowawczo i operacyjnie w obrebie badanych polimor-

fizmow genu ESR1, tabela 5.3.19.

Tabela 5.3.19. Rozktad alleli w obrebie badanych polimorfizméw genu ESR1 w podgrupach pa-
cjentow leczonych zachowawczo i operacyjnie

SNP Allel Pacjenci leczeni Pacjenci leczeni Istotno$¢ réznicy OR CI95%
zachowawczo operacyjnie p
N (%) N (%)
Xbal A 107 56 0,67422 0,90
(55,7%) (58,3%)
G 85 40 (0,55-1,48)
(44,3%) (41,7%)
Pvull C 94 47 1,02 1,01
(49,0%) (49,0%)
T 98 49 (0,62-1,65)
(51,0%) (51,0%)
Bsyl T 162 72 0,36222 1,35
(84,4%) (80,0%)
A 30 18 (0,71-2,58)
(15,6%) (20,0%)

a test Chi?, OR - iloraz szans, CI 95% - przedziat ufnosci 95%
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5.3.5.2. Rozklad alleli w obrebie badanych polimorfizméw genu ESR2

Nie stwierdzono statystycznie istotnych réznic w rozktadzie alleli pomiedzy pod-
grupami pacjentéw leczonych zachowaweczo i operacyjnie w obrebie badanych polimor-

fizméw genu ESRZ, tabela 5.3.20.

Tabela 5.3.20. Rozktad alleli w obrebie badanych polimorfizméw genu ESR2 w podgrupach pa-
cjentéw leczonych zachowawczo i operacyjnie

SNP Allel Pacjenci leczeni Pacjenci leczeni Istotno$¢ réznicy ORCI95%
zachowawczo operacyjnie p
N (%) N (%)
AlwNI C 149 83 0.07352 0.54
(77,6%) (86,5%)
T 43 13 (0.28-1,07)
(22,4%) (13,5%)
Alul A 64 34 0,72507 0,91
(33,3%) (35,4%)
G 128 62 (0,54-1,53)
(66,7%) (64,6%)
Rsal A 13 2 0,1596° 3,41
(6,8%) (2,1%)
G 179 94 (0,75-15,45)
(93,2%) (97,9%)

a test Chi?, b test Chi2 z poprawka Yatesa, OR - iloraz szans, CI 95% - przedziat ufnosci 95%

5.3.5.3. Czesto$¢ wystepowania genotypow - zasada réwnowagi Hardy ego-

Weinberga

Wszystkie wyniki zostaty sprawdzone pod wzgledem spetnienia warunkéw réw-
nowagi Hardy ego-Weinberga. Rozktad genotypéw polimorfizmu Pvull u pacjentéw le-

czonych operacyjnie wykazat niewielkie odchylenie od HWE, tabela 5.3.21.

W obrebie pozostatych polimorfizméw rozktad genotypéw w podgrupach pa-

cjentow leczonych zachowawczo i operacyjnie byt zgodny z HWE, tabele 5.3.22.1 5.3.22.

5.3.5.4. Rozklad genotypow w obrebie badanych polimorfizméw genu ESR1

Nie stwierdzono statystycznie istotnych réznic w rozkladzie genotypéw w pod-
grupach pacjentéw leczonych zachowawczo i operacyjnie w obrebie badanych polimor-

fizmow genu ESR1, tabela 5.3.21.
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Tabela 5.3.21. Rozktad genotypéw badanych polimorfizméw genu ESRI w podgrupach pacjen-

tow leczonych zachowawczo i operacyjnie

SNP Geno- Pacjenci HWEa Pacjenci HWEa Istotno$¢ Istotno$¢ OR Istotnos$¢ OR
typy leczeni leczeni réznicy p réznicy p CI95% réznicy p CI95%
zacho- operacyj- niezalezne  dominujacec recesywned
Wawczo nie
Xbal AA 28 18 0,4243a 0,6506s 1,22 0,3120s 0,69
(29,2%) (37,5%)
AG 51 0,4527 20 0,3223 (0,51- (0,33-
(53,1%) (41,7%) 2,92) 1,43)
GG 17 10
(17,7%) (20,8%)
Pvull (o 20 15 0,0620a 0,1812a 1,68 0,16952 0,58
(20,8%) (31,2%)
CT 54 0,2189 17 0,0435 (0,78- (0,26-
(56,3%) (35,4%) 3,62) 1,27)
TT 22 16
(22,9%) (33.3%)
Bsyl TT 68 29 0,6191a 0,8079» 2,186 0,56982 1,34
(70,8%) (64,5%)
AT 26 0,7901 14 0,7522 (0,30- (0,63-
(27,1%) (31,1%) 16,05) 2,84)
AA 2 2
(2,1%) (4,4%)

OR - iloraz szans, CI 95% - przedziat ufnosci 95%, HWE -réwnowaga Hardy ego-Weinberga

a test Chi?, b test Chi? z poprawka Yatesa,

¢ model dziedziczenia dominujacy: dla polimorfizmu Xbal genotypy AA i AG facznie, w stosunku do genotypu GG; dla poli-
morfizmu Pvull genotypy CC i CT tacznie, w stosunku do TT; dla polimorfizmu Bsyl genotypy AA i AT tacznie, w stosunku
do TT

4 model dziedziczenia recesywny: dla polimorfizmu Xbal genotyp AA, w stosunku do genotypéw AG i GG iacznie; dla
polimorfizmu Pvull genotyp CC, w stosunku do genotypéw CT i TT facznie; dla polimorfizmu Bsy!l genotyp AA, w stosunku
do genotyp6éw AT i TT tacznie

5.3.5.5. Rozklad genotypow w obrebie badanych polimorfizméw genu ESR2

Nie stwierdzono statystycznie istotnych réznic w rozkladzie genotypéw w pod-
grupach pacjentéw leczonych zachowawczo i operacyjnie w obrebie badanych polimor-

fizmow genu ESR2, tabela 5.3.22.

Tabela 5.3.22. Rozktad genotypéw badanych polimorfizméw genu ESRZ w podgrupach pacjen-
tow leczonych zachowawczo i operacyjnie

SNP Geno-  Pacjenci HWE-? Pacjenci HWE-? Istotnos¢ Istotnos¢ OR Istotnos$¢ OR
typy leczeni leczeni réznicy p réznicy p CI195% réznicy p CI195%
zachowaw- operacyj- niezalezne dominuja- recesyw-
4] nie cec ned
Alw- cC 59 36 0,22352 0,4933b 0,32 0,1527a 0,53
NI (61,5%) (75,0%)
CT 31 0,4865 11 0,8826 (0,04- (0,25-
(32,3%) (22,9%) 2,73) 1,15)
TT 6 1
(6,2%) (2,1%)
Alul AA 12 4 0,3487a 0,3411a 0,71 0,6392b 1,57
(12,5%) (8,3%)
AG 40 0,5403 26 0,2022 (0,35- (0,48-
(41,7%) (54,2%) 1,44) 5,16)
GG 44 18
(45,3%) (37,5%)
Rsal AA 0 0 0,1480v 3,60
AG 13 0,4767 2 0,8828 (0,78-
(13,5%) (4,2%) 16,67)
GG 83 46
(86,5%) (95,8%)

OR - iloraz szans, Cl 95% - przedziat ufnosci 95%, HWE -réwnowaga Hardy ego-Weinberga

a test Chi2, b test Chi2 z poprawka Yatesa,

¢ model dziedziczenia dominujacy: dla polimorfizméw Alul i Rsal genotypy AA i AG acznie, w stosunku do genotypu GG;
dla polimorfizmu AlwNI genotypy CC i CT tacznie, w stosunku do genotypu TT

4 model dziedziczenia recesywny: dla polimorfizméw Alul i Rsal genotyp AA, w stosunku do AG i GG tacznie; dla polimorfi-
zmu AIwNI genotyp CC, w stosunku do CT i TT tacznie
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5.3.6. Wyniki analizy polimorfizméw pomiedzy podgrupami pacjentéw bez
wiotkosci stawow i z wiotko$cia stawow wg skali Beightona

5.3.6.1. Rozklad alleli w obrebie badanych polimorfizméw genu ESR1

Nie stwierdzono statystycznie istotnych réznic w rozktadzie alleli pomiedzy pod-
grupami pacjentéw bez wiotkoSci stawdéw i z wiotko$cig stawéw wg skali Beightona w

obrebie badanych polimorfizméw genu ESR1, tabela 5.3.23.

Tabela 5.3.23. Rozktad alleli w obrebie badanych polimorfizméw genu ESRI w podgrupach bez
wiotko$ci stawdéw i z wiotko$cig stawdw wg skali Beightona

SNP Allel Pacjenci z 0-3 wg  Pacjenci z 4-9 wg  Istotno$¢ réznicy OR CI95%
skali Beightona skali Beightona p
N (%) N (%)
Xbal A 116 47 0,66372 1,12
(57,4%) (54,7%)
G 86 39 (0,67-1,86)
(42,6%) (45,3%)
Pvull C 99 42 0,97862 1,01
(49,0%) (48,8%)
T 103 44 (0,61-1,67)
(51,0%) (51,2%)
Bsyl T 159 75 0,0964b> 0,49
(80,3%) (89,3%)
A 39 9 (0,23-1,06)
(19,7%) (10,7%)

a test Chi?, b test Chi? z poprawka Yatesa, OR - iloraz szans, CI 95% - przedziat ufnosci 95%
Suma punktéw 0-3 wg skali Beightona - wiotko$¢ stawowa nie wystepuje
Suma punktéw 4-9 wg skali Beightona - wiotko$¢ stawowa

5.3.6.2. Rozklad alleli w obrebie badanych polimorfizméw genu ESR2

Nie stwierdzono statystycznie istotnych réznic w rozktadzie alleli pomiedzy pod-
grupami pacjentéw bez wiotkoSci stawoéw i z wiotko$cig stawdéw wg skali Beightona w

obrebie badanych polimorfizméw genu ESRZ, tabela 5.3.24.

Tabela 5.3.24. Rozktad alleli w obrebie badanych polimorfizméw genu ESR2 w podgrupach pa-
cjentéw bez wiotkoS$ci stawow i z wiotkoScig stawow wg skali Beightona

SNP Allel Pacjenci z 0-3 wg  Pacjenci z 4-9 wg  Istotno$¢ réznicy OR CI95%
skali Beightona skali Beightona p
N (%) N (%)
AlwNI C 163 69 0,9280° 1,03
(80,7%) (80,2%)
T 39 17 (0.54-1,94)
(19,3%) (19,8%)
Alul A 67 31 0,63712 0,88
(33,2%) (36,1%)
G 135 55 (0,52-1,49)
(66,8%) (63,9%)
Rsal A 8 7 0,2416b 2,149
(4,0%) (8,1%)
G 194 79 (0,75-6,13)
(96,0%) (91,9%)

a test Chi?, b test Chi? z poprawka Yatesa, OR - iloraz szans, CI 95% - przedziat ufnosci 95%

Suma punktéw 0-3 wg skali Beightona - wiotko$¢ stawowa nie wystepuje
Suma punktéw 4-9 wg skali Beightona - wiotko$¢ stawowa
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5.3.6.3. Czestos¢ wystepowania genotypow - zasada réwnowagi Hardy ego-
Weinberga

Wszystkie wyniki zostaty sprawdzone pod wzgledem spetnienia warunkéw réw-
nowagi Hardy ego-Weinberga.

W obrebie badanych polimorfizméw rozktad genotypéw w podgrupach pacjen-
tow leczonych bez wiotkos$ci stawéw i z wiotkoScig stawow wg skali Beightona byt zgod-

ny z HWE, tabele 5.3.25.1 5.3.26.

5.3.6.4. Rozklad genotypéw w obrebie badanych polimorfizméw genu ESR1

Nie stwierdzono statystycznie istotnych réznic w rozktadzie genotypéw w pod-
grupach pacjentéw bez wiotkos$ci stawow i z wiotkosScig stawow wg skali Beightona w

obrebie badanych polimorfizméw genu ESR1, tabela 5.3.25.

Tabela 5.3.25. Rozktad genotyp6éw badanych polimorfizméw genu ESR1 w podgrupach bez wiot-
kosci stawéw i z wiotkosScig stawow wg skali Beightona

SNP Geno- Pacjenci z HWEs Pacjenci z HWE? Istotno$¢ Istotno$¢ OR Istotnos¢ OR
typy 0-3wg 4-9 wg réznicy p réznicy p CI95% réznicy p CI95%
skali skali niezalezne  dominujgcec recesywned
Beightona Beightona
N (%) N (%)
Xbal  AA 32 14 0,5807a 0,3661a 1,50 0,9179a 0,96
(31,7%) (32,6%)
AG 52 0,5948 19 0,4765 (0,62- (0,45-
(51,5%) (44,2%) 3,61) 2,06)
GG 17 10
(16,8%) (23,2%)
Pvull  CC 25 10 0,9580a 0,8859a 0,94 0,84802 1,09
(24,8%) (23,2%)
CT 49 0,7682 22 0,8759 (0,42- (0,47-
(48,5%) (51,2%) 2,13) 2,51)
TT 27 11
(26,7%) (25,6%)
Bsyl TT 64 33 0,172 0,4431b 0,32 0,1518 0,50
(64,7%) (78,6%)
AT 31 0,9195 9 0,4368 (0,02- (0,21-
(31,3%) (21,4%) 6,05) 1,16)
AA 4 0
(4,0%)

OR - iloraz szans, Cl 95% - przedziat ufnosci 95%, HWE -réwnowaga Hardy ego-Weinberga

a test Chi2, b test Chi2 z poprawka Yatesa,

¢ model dziedziczenia dominujacy: dla polimorfizmu Xbal genotypy AA i AG tacznie, w stosunku do genotypu GG; dla poli-
morfizmu Pvull genotypy CC i CT tacznie, w stosunku do TT; dla polimorfizmu Bsyl genotypy AA i AT tacznie, w stosunku
do TT,

d model dziedziczenia recesywny: dla polimorfizmu Xbal genotyp AA, w stosunku do genotypéw AG i GG tgcznie; dla
polimorfizmu Pvull genotyp CC, w stosunku do genotypéw CT i TT tacznie; dla polimorfizmu Bsyl genotyp AA, w stosunku
do genotypow AT i TT tacznie

Suma punktéw 0-3 wg skali Beightona - wiotko$¢ stawowa nie wystepuje

Suma punktéw 4-9 wg skali Beightona - wiotko$¢ stawowa

5.3.6.5. Rozklad genotypow w obrebie badanych polimorfizméw genu ESR2

Nie stwierdzono statystycznie istotnych réznic w rozktadzie genotypéw w pod-
grupach pacjentéw bez wiotkosSci stawéw i z wiotkoS$cig stawoéw wg skali Beightona w

obrebie badanych polimorfizméw genu ESRZ, tabela 5.3.26.
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Tabela 5.3.26. Rozktad genotypéw badanych polimorfizméw genu ESRZ w podgrupach pacjen-

tow bez wiotko$ci stawdéw i z wiotko$cig stawdw wg skali Beightona

SNP Geno-  Pacjenciz HWE-= Pacjenci z HWE-? Istotno$¢ Istotno$¢ OR Istotnos¢ OR
typy 0-3wg 4-9 wg réznicy p réznicy p CI95% réznicy p CI95%
skali skali niezalezne dominuja- recesyw-
Beightona Beightona cec ned
N (%) N (%)
Alw- cc 68 27 0,4512a 0,5989» 0,37 0,5991= 1,221
NI (67,33%) (62,79%)
CT 27 0,1534 15 0,5131 (0,04- (0,58-
(26,73%) (34,88%) 3,23) 2,57)
TT 6 1
(5,94%) (2,33%)
Alul AA 11 5 0,85562 0,5777a 0,81 0,8975b 0,93
(10,89%) (11,63%)
AG 45 0,9601 21 0,6977 (0,39- (0,30-
(44,55%) (48,84%) 1,68) 2,86)
GG 45 17
(44,55%) (39,53%)
Rsal AA 0 0 0,2284b> 0,44
AG 8 0,6786 7 0,5612 (0,15-
(7,92%) (16,28%) 1,31)
GG 93 36
(92,08%) (83,72%)

OR -iloraz szans, Cl 95% - przedziat ufnosci 95%, HWE -réwnowaga Hardy ego-Weinberga

atest Chi2, b test Chi2 z poprawka Yatesa,

¢ model dziedziczenia dominujacy: dla polimorfizméw Alul i Rsal genotypy AA i AG acznie, w stosunku do genotypu GG;
dla polimorfizmu AlwNI genotypy CC i CT tacznie, w stosunku do genotypu TT,

dmodel dziedziczenia recesywny: dla polimorfizméw Alul i Rsal genotyp AA, w stosunku do AG i GG tacznie; dla polimorfi-
zmu AIwNI genotyp CC, w stosunku do CT i TT acznie

Suma punktéw 0-3 wg skali Beightona - wiotko$¢ stawowa nie wystepuje

Suma punktéw 4-9 wg skali Beightona - wiotko$¢ stawowa

5.3.7. Wyniki badania genetycznego ze wzgledu na cechy fenotypowe skolioz

idiopatycznych

5.3.7.1. Wyniki badania genetycznego ze wzgledu na cechy fenotypowe skolioz

idiopatycznych w obrebie badanych polimorfizméw genu ESR1

W obrebie genotyp6éw badanych polimorfizméw genu ESR1 obliczono wartosci

$rednie dla wybranych cech charakterystycznych dla skoliozy idiopatycznej. Z powodu

niewielkiej liczby pacjentéw z genotypem TT w polimorfizmie Bsyl genu ESR1 $rednie

wyniki nie byly brane pod uwage w obliczeniach istotnos$ci statystyczne;.

5.3.7.1.1. Wyniki badania genetycznego ze wzgledu na cechy kliniczne w obre-

bie badanych polimorfizmow genu ESR1

Nie wykazano statystycznie istotnych réznic pomiedzy $rednimi wartosciami
wieku, wzrostu, ciezaru ciata, BMI oraz wieku wystapienia pierwszej miesigczki w obre-
bie genotypdw badanych polimorfizméw genu ESR1, tabela 6.3.27. Réznica ciezaru ciata i
BMI pacjentek byta na granicy istotnosci w przypadku polimorfizmu Bsyl, odpowiednio

p=0,05801 p=0,0782, tabela 5.3.27.
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Nie wykazano statystycznie istotnych réznic pomiedzy $rednim wiekiem rozpo-
znania ani poczatkowymi, maksymalnymi i ostatecznymi warto$ciami kata rotacji tuto-

wia w obrebie genotypéw badanych polimorfizméw genu ESR1, tabela 5.3.27.

5.3.7.1.2. Wyniki badania genetycznego ze wzgledu na parametry radiologicz-

ne w obrebie badanych polimorfizmoéw genu ESR1

Nie wykazano statystycznie istotnych réznic ws$réd poczatkowych, maksymal-
nych i ostatecznych wartos$ci kata Cobba pomiedzy genotypami badanych polimorfi-
zmow genu ESR1, tabela 6.3.27.

5.3.7.2. Wyniki badania genetycznego ze wzgledu na cechy fenotypowe skolioz

idiopatycznych w obrebie badanych polimorfizméw genu ESR2

W obrebie genotypéw badanych polimorfizméw genu ESRZ obliczono wartoSci

$rednie, dla wybranych cech charakterystycznych dla skoliozy idiopatyczne;j.

5.3.7.2.1. Wyniki badania genetycznego ze wzgledu na cechy kliniczne w obre-

bie badanych polimorfizmow genu ESR2

Nie wykazano statystycznie istotnych réznic pomiedzy $rednimi warto$ciami
wieku, wzrostu, ciezaru ciata, BMI w obrebie genotypéw badanych polimorfizméw genu
ESR2, tabela 6.3.28.

W obrebie genotypéw polimorfizmu Rsal wystapita statystycznie istotna réznica
pomiedzy warto$ciami wieku wystapienia pierwszej miesigczki odpowiednio dla geno-
typu AG 145,8 miesiecy, a dla genotypu GG 154,4 miesiecy, p=0,0356, tabela 6.3.28. R6z-
nica taka nie wystgpita w przypadku innych polimorfizmoéw.

Nie wykazano statystycznie istotnych réznic pomiedzy $rednim wiekiem rozpo-
znania ani poczgtkowymi, maksymalnymi i ostatecznymi warto$ciami kata rotacji tuto-

wia w obrebie genotypdw badanych polimorfizméw genu ESRZ2, tabela 6.3.28.

5.3.7.2.2. Wyniki badania genetycznego ze wzgledu na parametry radiologicz-

ne w obrebie badanych polimorfizméw genu ESR2

Nie wykazano statystycznie istotnych réznic wsréd poczatkowych, maksymal-
nych i ostatecznych wartosci kata Cobba pomiedzy genotypami badanych polimorfi-
zmow genu ESRZ, tabela 5.3.28.
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W obrebie genotypow polimorfizmu Alul réznica pomiedzy Srednimi warto$cia-
mi maksymalnego kata Cobba AA 37,1°, AG 46,8°, GG 42,2° oraz $Srednimi wartoSciami
ostatecznego kata Cobba AA 36,3°, AG 45,9°, GG 40,5° wykazywata tendecje do wyste-
powania mniejszego kata Cobba w przypadku genotypu AA, jednakze réznice te nie wy-
kazaty istotnosci statystycznej, wartos$ci p wynosity odpowiednio p=0,1028 i p=0.0831,
tabela 5.3.28.
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5.4. Ocena mocy testow

5.4.1. Ocena otrzymanej mocy stystycznej testu Chi2 w analizie czesto$ci wy-

stepowania alleli w grupie badanej i grupie kontrolnej

W przeprowadzonym badaniu grupa badana sktadata sie ze 144 wyselekcjono-
wanych pod wzgledem klinicznym pacjentek ze skoliozg idiopatyczna, a grupa kontrolna
sktadata sie z 48 zdrowych kobiet. Na podstawie otrzymanych wynikéw czestosci wy-
stepowania allei w grupie kontrolnej, z uwzglednieniem liczebnosci grup, poziomu istot-
nosci a =0,05 i zatoZzonej mocy 1-B= 80%, obliczono mozliwy w tych warunkach do wy-

krycia OR, tabela 5.4.1.

Tabela 5.4.1. Mozliwy do wykrycia iloraz szans OR w odniesieniu do czesto$ci wystepowania
alleli w grupie kontrolnej, dla mocy 80% testu Chi2, przy zatozeniu poziomu istotnosci statystycz-

nej a=0,05
SNP Allel Grupa mozliwy do otrzymania ilo-
kontrolna raz szans OR
N (%)
Xbal A 64 1,95
(66,7%)
G 32 0,51
(33,3%)
Pvull C 47 1,93
(49,0%)
T 49 0,51
(51,0%)
Bsyl T 80 2,2
(83,3%)
A 16 0,46
(16,7%)
AlwNI C 78 2,19
(81,3%)
T 18 0,45
(18,7%%)
Alul A 42 1,83
(43,7%)
G 54 0,54
(56,3%)
Rsal A 5 3,3
(5,2%)
G 91 0,3
(94,8%)

OR - iloraz szans obliczono dla oddzialywania pozytywnego i negatywnego

5.4.2. Ocena otrzymanej mocy testu Chiz w analizie czestosci wystepowania

alleli

W przeprowadzonym powyzej badaniu stwierdzono istotng réznice w czestosci
wystepowania alleli Ci T polimorfizmu Pvull pomiedzy podgrupa pacjentéw z katem
Cobba ponizej 30° a podgrupa pacjentéow z katem Cobba 50° i wiecej. W powyzszej anali-
zie otrzymano warto$¢ ilorazu szans OR 1,95, tabela 5.3.9. Po przeanalizowaniu czestosci

alleli i ilorazu szans oraz przeprowadzeniu testu post hoc otrzymano moc testu 58%.
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5.4.3. Ocena otrzymanej mocy testu dokladnego Fishera w analizie czestosci

wystepowania genotypow

W przeprowadzonym powyzej badaniu stwierdzono istotng réznice w czestosci
wystepowania genotypow polimorfizmu Pvull pomiedzy podgrupa pacjentéw z katem
Cobba ponizej 30° a podgrupa pacjentéw z katem Cobba 50° i wiecej. Przy zatozeniu do-
minujgcego sposobu dziedziczenia, w powyzszej analizie otrzymano warto$¢ ilorazu
szans OR 7,14, tabela 5.3.11. Po przeanalizowaniu czestosci alleli i ilorazu szans oraz

przeprowadzeniu testu post hoc otrzymano moc testu 90%.

W przeprowadzonym powyzej badaniu stwierdzono istotng réznice w czestosci
wystepowania genotypow polimorfizmu Alul pomiedzy podgrupa pacjentéw z katem
Cobba ponizej 30° a podgrupa pacjentéw z katem Cobba 50° i wiecej. Przy zatozeniu re-
cesywnego sposobu dziedziczenia, w powyZszej analizie otrzymano warto$¢ ilorazu
szans OR 8,32, tabela 5.3.14. Po przeanalizowaniu czestosci alleli i ilorazu szans oraz

przeprowadzeniu testu post hoc otrzymano moc testu 61,5%.

5.5. Ocena czestosci alleli w grupie kontrolnej

W poréwnaniu otrzymanej w powyzszym badaniu czesto$ci wystepowania alleli
badanych polimorfiméw nie wykata réznicy w poréwnaniu z opisywang czestoscig ba-
danych alleli sla populacji kaukaskie;j.

Tabela 5.5.1. Poréwnanie czestos$ci wystepowania alleli w grupie kontrolnej w powyzszym ba-
daniu z danymi z piSmiennictwa

SNP Artykut Allel Grupa kontrolna Czesto$¢ wystepowania  Istotno$¢
N (%) alleli na podstawie réznicy p
pi$miennictwa N (%)
Xbal Roszkowska- A 64 508 0,31012
Gancarz i wsp (66,7%) (61,4%)
[133] G 32 320
(33,3%) (38,6%)
Pvull Roszkowska- C 47 435 0,50652
Gancarz i wsp (49,0%) (52,5%)
[133] T 49 393
(51,0%) (47,5%)
Bsyl HapMap [132] T 80 105 0,79922
(83,3%) (82,0%)
A 16 23
(16,7%) (18,0%)
AlwNI HapMap [132] C 78 98 0,93762
(81,3%) (81,7%)
T 18 22
(18,7%) (18,3%)
Alul Dziedziejko i A 42 198 0,44762
wsp. [134] (43,7%) (39,6%)
G 54 302
(56,3%) (60,4%)
Rsal Pawlik i wsp. A 5 22 0,7910p
[135] (5,2%) (6,7%)
G 91 310
(94,8%) (93,3%)

atest Chi?, b test Chi? z poprawka Yatesa; CEU -populacja kaukaska z Utah w USA, ktéra sktada sie z potomkéw osadnikow
z Europy; tabela zawiera poréwnanie rozktadu genotypéw uzyskanych w grupie kontrolnej powyzszego badania (dane
zawarte w pierwszym wersie) z danymi z pi$miennictwa
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6. Omowienie wynikow i dyskusja
6.1. Omowienie kryteriow wlaczenia

Do badania wtaczono wytgcznie kobiety. Byto to zwigzane z potrzeba ujednolice-
nia grup oraz ze zjawiskiem czestszego wystepowania duzych skolioz idiopatycznych u
dziewczat niz u chtopcow [30 ,33, 35]. Wybdr jedynie ptci Zenskiej wydaje sie by¢ row-
niez zasadny ze wzgledu na badanie polimorfizméw w obrebie gendw receptoréw estro-

genowych.

Do grupy badanej zakwalifikowano jedynie pacjentki ze skoliozami idiopatycz-
nymi piersiowymi prawostronnymi (typ 1 wg Lenke [111]) lub dwutukowymi piersio-
wymi prawostronnymi i ledZzwiowymi lewostronnymi z przewagg skrzywienia piersio-
wego (typ 3 wg Lenke [111]). Wybor zblizonych morfologicznie typéw skolioz idiopa-
tycznych miat na celu zdefiniowanie precyzyjnych fenotypéw, a przez to zwiekszenie

mocy badania.

Podziat grupy badanej na podgrupy ze wzgledu na tempo progresji byt bezpo-

$rednio zwigzany z obrazem klinicznym i koniecznoscig planowania dalszego leczenia.

Pierwsza grupe stanowity pacjentki z idiopatycznymi skoliozami szybko progre-
sujacymi RP-IS. Byta to grupa pacjentek ze ztym rokowaniem i duzym ryzykiem operaciji.
Taki typ skoliozy idiopatycznej ma duze znaczenie kliniczne ze wzgledu na potrzebe
szybkiej ich identyfikacji, intensywnego leczenia zachowawczego i ewentualnie wczesnej

interwencji chirurgiczne;j.

Druga grupe stanowity pacjentki z postacia wolno progresujaca skoliozy idiopa-
tycznej SP-IS. Byta to grupa pacjentek wymagajaca leczenia zachowawczego i w niektoé-
rych przypadkach interwencji operacyjnej, jednakze tempo zmian byto umiarkowane i

ryzyko powstania duzych i bardzo duzych skolioz byto mate.

Trzecig grupe stanowily pacjentki z postacig nieprogresywng skoliozy idiopa-
tyczne NP-IS. Byly to pacjentki, u ktérych progresja skoliozy zatrzymata sie samoistnie
na niewielkim skrzywieniu. Byty to pacjentki rokujgce dobrze, u ktorych skrzywienie nie
wymaga leczenia. Do tej grupy zakwalifikowano pacjentki ze skoliozg idiopatyczng z
katem Cobba od 10° do 30°. Granice 30° ustalono na podstawie prac Weinsteina i wsp.,
ktérzy w piecdziesiecioletniej obserwacji pacjentéw ze skolioza idiopatyczna wykazali,
Ze tego typu skrzywienia nie maja tendencji do dalszej progresji i nie majag wptywu na

zycie pacjenta [43].
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Poziom graniczny tempa progresji rozdzielajacy RP-IS i SP-IS, wynoszacy 1° na
miesigc, byt ustalony na podstawie prac Dimeglio i wsp., ktorzy sugerowali, ze skoliozy
szybko progresujace majg bardzo wysokie ryzyko koniecznosci leczenia operacyjnego

[38].

Podziat na podgrupy zwigzany z oceng ciezkosci przebiegu skoliozy w zaleznosci
od wielkosci kata Cobba byt opisywany przez Wu i wsp. [83], Zhanga i wsp. [87] oraz
Zhao i wsp. [67]. Rbwniez podziat ze wzgledu na zastosowane leczenie jest istotny ro-

kowniczo i stosowany byt w innych badaniach [82, 83, 84].

Zastosowanie podziatu grupy badanej na podgrupy w sposéb opisany w pi-
$miennictwie utatwito poréwnanie otrzymanych wynikéw z opublikowanymi badania-

mi.

Podziat pacjentow wedlug wystepowania wiotkos$ci wielostawowej jest podzia-
tem nowym, nieopisywanym dotychczas w badaniach genetycznych. Jednakze zwiagzek

wiotko$ci ze skoliozg idiopatycznag jest zjawiskiem opisywanym w literaturze [138, 139].
6.2. Omowienie wynikéw badania klinicznego i radiologicznego

Pomiedzy grupa badang a grupg kontrolng w badaniu klinicznym wystapity sta-
tystycznie istotne réznice, ktére wynikaja z poczynionych na etapie planowania zatozen i

nie miaty wptywu na wynik badania genetycznego.

Pomiedzy grupa badana i kontrolng istnieje istotna réznica wieku, ktéry wynosit
$rednio 17,3 lat w grupie badanej i 30 lat w grupie kontrolnej. Wybér kobiet dojrzatych
do grupy kontrolnej byt zaplanowany, celem unikniecia skrzywien, ktére mogtyby poja-
wic¢ sie w wieku mtodzienczym. Pomimo, iZ z czasem zmienia sie poziom metylacji DNA,
sama informacja genetyczna nie zmienia sie z wiekiem. W przypadku badania genetycz-
nego wiek nie wptywa na jego wynik [140]. Nie bylo zatozeniem badania otrzymanie

grup o podobnym wieku.

Wiekszy ciezar ciata jest nastepstwem rdznicy wieku, gdyz $redni ciezar ciata i

BMI w populacji polskiej zwieksza sie z wiekiem [141].

Réznica w wysokosci moze wynikac¢ z faktu, iz w obliczeniach uwzgledniono

wzrost zmierzony, bez uwzglednienia wptywu kata skrzywienia. W przypadku, gdy
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30,5% pacjentek miato kat skrzywienia 50° i wiecej, wptyw ten mdgt by¢ istotny. Istniata
tendencja do p6zniejszego wystapienia miesigczki u pacjentek ze skoliozg idiopatyczna

w poréwnaniu z grupa kontrolnag, nie byta ona jednak istotna statystycznie.

RézZnice pomiedzy podgrupami pacjentéw ze skoliozami idiopatycznymi niepro-
gresywnymi (NP-IS), wolno progresujacymi (NP-IS) oraz szybko progresujacymi (RP-IS)
dotyczace KRT, kata Cobba, progresji, tempa progresji i testu Rissera sg nastepstwem

zatozen i sg zgodne z przewidywaniami.

Wecze$niejszy wiek rozpoznania w skoliozach szybko progresujacych jest zjawi-
skiem, ktére moze by¢ zwigzane z szybszym osiggnieciem warto$ci zauwazalnych przez
rodzicoOw i na badaniach przesiewowych, o czym moze rowniez Swiadczy¢ wiekszy po-

czatkowy kat Cobba.

Nizszy wzrost w podgrupie skolioz szybko progresujacych, w ktérej 94% pacjen-
tek ma kat Cobba powyzej 45°, jest prawdopodobnie zwigzany z faktem uwzglednienia

w obliczeniach wzrostu zmierzonego, bez zmodyfikowania go o kat Cobba.

6.3. Omowienie wynikéw w obrebie poszczegdolnych polimorfizmoéow
6.3.1. Polimorfizm Xbal (rs9340799)

Polimorfizm Xbal znajduje sie w intronie 1 i zmiana A/G nie powoduje bezpo-
$redniej zmiany w sekwencji aminokwasow receptora estrogenowego typu 1. Jednakze
moze on mie¢ wplyw modulujacy ekspresje genu lub by¢ sprzezony z polimorfizmem
odpowiedzialnym za patomechaniczne podtoze badanej choroby [142, 143].

Rozktad genotypéw w grupie kontrolnej byt zbliZony do opisywanego w literatu-

rze rozktadu dla rasy kaukaskiej oraz dla danych z bazy HapMabp, tabela 6.1.

Tabela 6.1. Czesto$¢ wystepowania polimorfizmu Xbal w populacji kaukaskiej w odniesieniu do
grupy kontrolnej powyzszego badania

Polimorfizm Xbal (rs9340799) Istotnos¢
réznicy p?
Populacja N AA AG GG
Biezgce badanie; polska 48 43,8% 45,8% 10,4%
Grupa kontrolna
HapMap CEU 59 49,1% 42,4% 8,5% 0,8419
[132]
Roszkowska-Gancarz i polska 414 37,9% 46,9% 15,2% 0,5879
wsp. [133]
Ignaszak-Szczepaniak i polska 163 39,9% 51,5% 8,6% 0,7734
wsp. [144]
Becherini i wsp. [145] wloska 610 34,9% 45,9% 19,2% 0,2442

a test Chi%; CEU -populacja kaukaska z Utah w USA, ktéra sktada sie z potomkéw osadnikéw z Europy; tabela zawiera
poréwnanie rozktadu genotypéw uzyskanych w grupie kontrolnej powyzszego badania (dane zawarte w pierwszym
wersie) z danymi z pi$miennictwa

W rozktadzie alleli i genotypéw nie wykazano istotnych réznic miedzy grupa

badana a grupg kontrolng, co oznacza, ze postulowany uprzednio przez Wu i wsp. [83]

75



zwiazek polimorfizmu Xbal nie zostal potwierdzony w powyzszym badaniu. Wyniki wta-

sne byty zgodne z badaniami Takahashiego i wsp. [85] oraz Tangai wsp. [84].

Nie potwierdzono wystepowania réznicy w rozktadzie genotypéw pomiedzy
pacjentami z katem Cobba mniejszym niz 40° i wiekszym lub réwnym 40°, podczas gdy
postulowana przez Wu i wsp. réznica byta znaczaca dla genotypu XX, a OR wynosito 4,31
[83]. Nie wykazano roznic w wartosci kata Cobba dla réznych genotypow tego polimor-
fizmu co postulowat Inoue i wsp. [82]. Nie wykazano zwigzku genotypu AA (xx) z rzad-

szym leczeniem operacyjnym [82].

W analizie ciezkosci przebiegu skoliozy idiopatycznej wyrazonej jako wielko$¢
skrzywienia (ocena wartosci Srednich kata Cobba dla poszczegdlnych genotypdw oraz
podziat na podgrupy podzielone ze wzgledu na warto$¢ kata Cobba) nie wykazano istot-
nego zwigzku z polimorfizmem Xbal. Wyniki te sg zgodne z doniesieniami Takahashiego i

wsp. [85] oraz Tanga i wsp. [84].

Nie wykazano zwigzku polimorfizmu Xbal z postacig nieprogresywng, wolno

progresujaca ani szybko progresujaca skoliozy idiopatyczne;j.

W pordéwnaniu pacjentéw ze skoliozg idiopatyczng podzielonych na podgrupy
podobne klinicznie nie wykazano statystycznie istotnej réznicy w zakresie czestosci wy-
stepowania alleli i genotypéw polimorfizmu Xbal, niezaleznie od badanego sposobu

dziedziczenia .

Nie stwierdzono istotnych réznic w warto$ciach srednich wynikéw badania kli-
nicznego i radiologicznego dla poszczegodlnych genotypéw polimorfizmu Xbal, tabela

5.3.27.

Nie wykazano postulowanego wcze$niej zwigzku genotypdw tego polimorfizmu z
wiekiem pierwszej miesigczki, opisanego przez Stavrou i wsp. [146] oraz Silva i wsp.

[147], co jest zgodne z badaniami Mitchell i wsp. [148] i Manuck i wsp. [149].
6.3.2. Polimorfizm Pvull (rs2234693)

Polimorfizm Pvull znajduje sie w intronie 1 i zmiana C/T nie powoduje bezpo-
$redniej zmiany w sekwencji aminokwas6w receptora estrogenowego typu 1. Jednakze
moze on mie¢ wplyw modulujacy ekspresje genu lub by¢ sprzezony z polimorfizmem

odpowiedzialnym za patomechaniczne podtoze badanej choroby [142, 143].
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Rozktad genotypéw w grupie kontrolnej byt zblizony do opisywanego w literatu-

rze rozktadu dla rasy kaukaskiej oraz dla danych z bazy HapMap, tabela 6.2.

Tabela 6.2. Czesto$¢ wystepowania polimorfizmu Pvull w populacji kaukaskiej w odniesieniu do
grupy kontrolnej powyzszego badania

Polimorfizm Pvull (rs2234693) Istotnos$c
réznicy p?
Populacja N CC CT TT

Biezace badanie; polska 48 25,0% 47,9% 27,1%
Grupa kontrolna
HapMap CEU 103 27.2% 56,3% 16,5% 0,3114
[132]
Roszkowska-Gancarzi  polska 414 28,5% 38,1% 23,4% 0,8070
wsp. [133]
Ignaszak-Szczepaniaki polska 163 25,8% 47,8% 26,4% 0,9923
wsp. [144]
Becherini i wsp. [145]  wloska 610 29,0% 49,0% 22,0% 0,6763

a test Chi?; CEU - populacja kaukaska z Utah w USA, ktéra sktada sie z potomkéw osadnikéw z Europy; tabela zawiera
poréwnanie rozkladu genotypéw uzyskanych w grupie kontrolnej powyzszego badania (dane zawarte w pierwszym
wersie) z danymi z piSmiennictwa

W rozktadzie alleli i genotypéw polimorfizmu Pvull nie wykazano istotnych roz-
nic miedzy grupa badang a grupa kontrolna. Jest to zgodne z uprzednio publikowanymi
badaniami Wu i wsp. [83], Tanga i wsp. [84] i Takahashiego i wsp. [85]. Nie potwierdzo-
no natomiast doniesien Zhao i wsp., ktorzy opisywali réznice w czestosci wystepowania
alleli polimorfizmu Pvull pomiedzy pacjentkami ze skoliozg piersiows i skoliozg dwutu-

kowa a grupa kontrolna [67].

Stwierdzono réznice w rozktadzie czestosci alleli polimorfizmu Pvull pomiedzy
pacjentami z postacig nieprogresywna, wolno progresujaca i szybko progresujaca skolio-
zy idiopatyczne;j. Istotnie rzadziej w podgrupie skolioz wolno progresujacych niz w po-
zostatych podgrupach wystepowat allel C. W analizie czesto$ci wystepowania genotypow
wsrod pacjentéw z postacig nieprogresywna, wolno progresujaca i szybko progresujaca
skoliozy idiopatycznej wykazano statystycznie istotng réznice rozktadu genotypéw nie-
zalezng od modelu dziedziczenia. Po uwzglednieniu modeli dziedziczenia dominujacego i
recesywnego wcigz istniata tendencja do réznicy w rozkladzie genotypdéw, jednakze nie
przekraczata ona wartosci istotnosci statystycznej p=0,0594 i p=0,0636. W przypadku
dziedziczenia dominujacego w grupie skolioz wolno progresujacych czesciej niz w pozo-
statych grupach wystepowat genotyp TT, natomiast w przypadku dziedziczenia rece-
sywnego w grupie skolioz wolno progresujgcych rzadziej niz w pozostatych grupach
wystepowat genotyp CC. Tego typu analiza nie zostal przeprowadzona przez innych ba-

daczy.

Zhao i wsp. opisali zwigzek polimorfizmu Pvull ze skoliozg idiopatyczna z katem
Cobba powyzej 40° [67]. Ich poréwnanie opierato sie na wykazaniu réznicy w czestosci

wystepowania alleli pomiedzy pacjentami ze skolioza z katem Cobba powyzej 40° a gru-
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pa kontrolng. U pozostatych badaczy nie wykazano zwigzku polimorfizmu Pvull z wiel-

koscig kata Cobba [82, 83, 84, 85].

W powyzszym badaniu stwierdzono statystycznie istotnig réznice w czestosci
wystepowania alleli polimorfizmu Pvull pomiedzy pacjentami ze skoliozg idiopatyczng z
katem Cobba <30° a pacjentami ze skolioza idiopatyczng z katem Cobba = 50°. W skolio-
zach z mniejszym katem Cobba czes$ciej wystepowat allel C z OR 1,95 przy p=0,0364.

Zastosowanie poréwnania czesto$ci wystepowania alleli i genotypéw w podgru-
pach skolioz idiopatycznych z katem Cobba <30° z podgrupg skolioz idiopatycznych z
katem Cobba 50° i wiecej miato na celu wykluczenie postaci posrednich, ktére mogty

zacierac¢ obraz kliniczny.

Stwierdzono statystycznie istotng réznice w rozktadzie genotypéw powyzszego
polimorfizmu zaréwno w poréwnaniu trzech podgrup pacjentéw ze skoliozg idiopatycz-
ng podzielonych ze wzgledu na wartos$¢ kata Cobba na skoliozy ponizej 30°, pomiedzy

30°i50° oraz 50° i wiece;j.

Statystycznie istotng roznice w rozkladzie genotypow stwierdzono réwniez w
poréwnaniu pacjentéw ze skoliozg idiopatyczng z katem Cobba ponizej 30° oraz pacjen-
tow ze skoliozg idiopatyczng z katem Cobba 50° i wiecej. Zjawisko to wystepowato w
przypadku dziedziczenia dominujgcego jak i oceny genotypow bez uwzglednienia rodza-
ju dziedziczenia. Przy zatozeniu dziedziczenia dominujacego uzyskano OR=7,14 przy
p=0,0017, co $wiadczy o znacznie czestszym wystepowaniu genotypu TT w grupie pa-
cjentéw ze skolioza idiopatyczng z katem Cobba 50° i wiecej, niz u pacjentéw z katem

Cobba ponizej 30°.

Nalezy zaznaczy¢ fakt, ze w przypadku podgrupy pacjentéw ze skolioza idiopa-
tyczna z katem Cobba = 50° wystapito odstepstwo od réwnowagi HWE. Zjawisko takie
moze sie pojawi¢ gdy w populacji wystepuja migracje, istnieje dryft genetyczny promuja-
cy jedng ceche, w badanej grupie wystepuja populacje mieszane, wystapit btad w bada-
niach laboratoryjnych lub nastgpit nieprzypadkowy podziat genotypéw pod wzgledem
badanej cechy [84]. W powyzZszej pracy utrata rownowagi HWE wydaje sie mie¢ zwigzek
z podziatem pod wzgledem kata Cobba, czyli sugeruje zwigzek genotypu TT z wiekszymi

wartosciami kata Cobba.

Podobna sytuacja wystapita w przypadku pacjentéw leczonych operacyjnie. Jed-
nakze w przypadku poréwnania czesto$ci wystepowania genotypéw u pacjentéw leczo-

nych zachowawczo i operacyjnie, réznica ta nie byta istotna statystycznie.
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W opublikowanych badaniach nie wykazano zwigzku polimorfizmu Pvull z zasto-

sowaniem leczenia operacyjnego, co jest zgodne z wynikami powyzszego badania [82].

Nie wystgpito odstepstwo od réwnowagi HWE w obrebie polimorfizmu Pvull w

przypadku innych podziatéw i analiz.

Nie wykazano réznicy w czesto$ci wystepowania alleli i genotypéw w obrebie
polimorfizmu Pvull w podgrupie pacjentéw z katem Cobba ponizej 40° oraz pacjentéw z

katem Cobba 40° i wiece;j.

Nie stwierdzono istotnych réznic w warto$ciach $rednich wynikéw badania kli-
nicznego i radiologicznego dla poszczegélnych genotypdw polimorfizmu Pvull, tabela

5.3.27.

Nie wykazano postulowanego wcze$niej zwigzku genotypdw tego polimorfizmu z
wiekiem pierwszej miesigczki opisanego przez Silva i wsp. [147], co byto zgodne z bada-

niami Mitchell i wsp [148], Stavrou i wsp. [146] i Manuck i wsp. [149].
6.3.3. Polimorfizm BsylI (rs7757956)

Polimorfizm Bsyl znajduje sie w intronie 4 i zmiana A/T nie powoduje bezpo-
$redniej zmiany w sekwencji aminokwasow receptora estrogenowego typu 1. Jednakze
moze on mie¢ wpltyw modulujacy ekspresje genu lub by¢ sprzezony z polimorfizmem

odpowiedzialnym za patomechaniczne podtoze badanej choroby [142, 143].

Rozktad genotypéw w grupie kontrolnej byt zblizony do opisywanego w literatu-
rze rozktadzie dla rasy kaukaskiej oraz dla danych z bazy HapMap, tabela 6.3. Nie znale-
ziono badan nad tym polimorfizmem w populacji polskie;j.

Tabela 6.3. Czesto$¢ wystepowania polimorfizmu Bsyl w populacji kaukaskiej w odniesieniu do
grupy kontrolnej powyzszego badania

Polimorfizm Bsyl (rs7757956) Istotnos¢
réznicy p?
Populacja N TT AT AA
Biezgce badanie; polska 48 72,9% 20,8% 6,3%
Grupa kontrolna
HapMap [132] CEU 64 70,3% 23,4% 6,2% 0,9468
Tobias i wsp. kaukaska; 9514 74,4% 23,6% 2,0% 0,989
[127] angielska

a test Chi2; CEU - populacja kaukaska z Utah w USA, ktéra sktada sie z potomkéw osadnikéw z Europy; tabela zawiera
poréwnanie rozktadu genotypéw uzyskanych w grupie kontrolnej powyzszego badania (dane zawarte w pierwszym
wersie) z danymi z piSmiennictwa

W rozktadzie alleli i genotypow polimorfizmu Bsyl nie wykazano istotnych réznic

miedzy grupa badang a grupa kontrolna.
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Nie wykazano zwiazku polimorfizmu Bsy! z postacia nieprogresywna, wolno pro-

gresujaca ani szybko progresujacg skoliozy idiopatyczne;j.

W poréwnaniu pacjentéw podzielonych na podgrupy ze wzgledu na podobna
klinicznie posta¢ skoliozy idiopatycznej nie wykazano statystycznie istotnej réznicy w
zakresie czesto$ci wystepowania alleli i genotypéw polimorfizmu Bsyl niezaleznie od

badanego sposobu dziedziczenia .

Nie stwierdzono istotnych réznic w warto$ciach $rednich wynikéw badania Kkli-
nicznego i radiologicznego dla poszczegoélnych genotypoéw polimorfizmu Bsyl, tabela

5.3.27.

Nie wykazano postulowanego wcze$niej zwigzku genotypow tego polimorfizmu z

masag ciata [127].

Wystapita tendencja do powigzania genotypéw polimorfizmu Bsyl z ciezarem
ciata i BMI, w spos6b opisany przez Tobiasa i wsp. [127]. Genotypy TT i AT byly zwigza-
ne z nizsza masg. Wartosci p byty bliskie granicy istotno$ci statystycznej, jednakze jej nie

przekroczyty, odpowiednio p=0,058 i p=0,0782, tabela 5.3.27.

6.3.4. Polimorfizm AIwNI (rs1256120)

Polimorfizm AIwNI znajduje sie w regionie 5° UTR genu, czyli w obszarze mRNA
nieulegajacym translacji, ktérego funkcja zwigzana jest kontrolg translacji. 5’UTR jest
sekwencja regulatorowa potozong przed sekwencjg kodujacg [142]. W tym przypadku
zmiana C/T nie powoduje bezposredniej zmiany w sekwencji aminokwas6w receptora
estrogenowego typu 1, moze jednak mie¢ wptyw modulujacy ekspresje genu lub by¢
sprzezony z polimorfizmem odpowiedzialnym za patomechaniczne podioze badanej

choroby [142, 143].

Rozktad genotypow w grupie kontrolnej byt zblizony do opisywanego dla danych
z bazy HapMap, tabela 6.4. Nie znaleziono badan nad powyzszym polimorfizmem w po-
pulacji polskiej oraz kaukaskiej. Poréwnanie grupy kontrolnej biezgcego badania z opi-
sywang w literaturze czestoscia wystepowania genotypow rasy chinskiej i japonskiej

zamieszczono w tabeli 6.4.
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Tabela 6.4. Czestos¢ wystepowania polimorfizmu AlwNI w populacji kaukaskiej w odniesieniu do
grupy kontrolnej powyzszego badania

Polimorfizm AIwNI (rs1256120) Istotnos$¢
réznicy p?
Populacja N CC CT TT

Biezace badanie; polska 48 64,6% 33,3% 2,1%

Grupa kontrolna

HapMap[132] CEU 120 66,7% 30,0% 3,3% 0,8498
Zhang i wsp. [87] chinska 140 53,6% 39,3% 7,1% 0,2634
Takahashi i wsp. [85] japonska 637 39,6% 48,0% 12,4% 0.0016

a test Chi% CEU - populacja kaukaska z Utah w USA, ktéra sklada sig z potomkéw osadnikéw z Europy; tabela zawiera
poréwnanie rozktadu genotypéw uzyskanych w grupie kontrolnej powyzszego badania (dane zawarte w pierwszym
wersie) z danymi z pi$miennictwa

W rozktadzie alleli i genotypow nie wykazano istotnych réznic miedzy grupa
badana a grupa kontrolna, co oznacza, ze postulowany uprzednio przez Zhanga i wsp.
[87] zwiazek polimorfizmu AIWNI nie zostat stwierdzony w powyzszym badaniu. Wedtug
Zhanga i wsp. allel C i genotyp CC powinny istotnie czeSciej wystepowac w grupie bada-
nej niz kontrolnej, odpowiednio p=0,016 i OR 2,09 oraz p=0,004 [87]. Wyniki powyZsze-
go badania byly zgodne z badaniami Takahashiego i wsp. [85].

W analizie ciezkoSci przebiegu skoliozy idiopatycznej wyrazonej jako wielkos¢
skrzywienia (ocena wartosci $rednich kata Cobba dla poszczego6lnych genotypéw oraz
podziat na podgrupy podzielone ze wzgledu na warto$¢ kata Cobba), nie wykazano istot-
nego zwigzku z polimorfizmem AlwNI. Wyniki te byly zgodne z doniesieniami Takahas-
hiego i wsp. [85]. Nie potwierdzono natomiast opisanego przez Zhanga i wsp. czestszego
wystepowania genotypu CC u pacjentéw z katem Cobba wiekszym niz 30° w poréwna-

niu z pacjentami z katem Cobba mniejszym niz 30° [87].

Nie wykazano zwigzku polimorfizmu AIwNI z postacig nieprogresywna, wolno

progresujaca ani szybko progresujaca skoliozy idiopatyczne;j.

W poréwnaniu pacjentéw podzielonych na podgrupy ze wzgledu na podobng
klinicznie posta¢ skoliozy idiopatycznej, nie wykazano statystycznie istotnej réznicy w
zakresie czesto$ci wystepowania alleli i genotypdw polimorfizmu AIwNI, niezaleznie od

badanego sposobu dziedziczenia .

Nie wykazano statystycznie istotnej réznicy w czesto$ci wystepowania alleli i
genotypéw polimorfizmu AIwNI pomiedzy pacjentami leczonymi zachowawczo a opera-
cyjne, jednakze istniata wyrazna tendencja do czestszego wystepowania allelu T w pod-
grupie leczonej zachowawczo w poréwnaniu z podgrupa leczona operacyjnie przy

p=0,0735 i przewidywanym OR 0,54 (co odpowiada OR 1,84 dla allelu C).
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Nie stwierdzono istotnych réznic w warto$ciach srednich wynikéw badania Kkli-
nicznego i radiologicznego dla poszczegélnych genotypéw polimorfizmu AIwNI, tabela

5.3.28.

Nie wykazano réwniez postulowanego przez Zhanga i wsp. zwigzku tego poli-

morfizmu z wysoko$cia ciata [87].
6.3.5. Polimorfizm Alul (rs4986938)

Polimorfizm Alul znajduje sie w regionie 3° UTR genu, czyli w obszarze mRNA
nieulegajgcym translacji, ktérego funkcja zwigzana jest z kontrolg translacji [142]. W tym
przypadku zmiana A/G nie powoduje bezposredniej zmiany w sekwencji aminokwaséw
receptora estrogenowego typu 1, polimorfizm moze mie¢ wptyw modulujacy ekspresje
genu lub by¢ sprzezony z polimorfizmem odpowiedzialnym za patomechaniczne podtoze

badanej choroby [143].

Rozktad genotypéw w grupie kontrolnej byt zbliZony do opisywanego w literatu-

rze dla rasy kaukaskiej oraz dla danych z bazy HapMap, tabela 6.5.

Tabela 6.5. Czesto$¢ wystepowania polimorfizmu Alul w populacji kaukaskiej w odniesieniu do
grupy kontrolnej powyzszego badania

Polimorfizm Alul (rs4986938) Istotnos$¢
réznicy p?
Populacja N AA AG GG

Biezace badanie; polska 48 16,7% 54,2% 29,2%

Grupa kontrolna

HapMap[132] CEU 113 14,2% 47,8% 38,0% 0,5573
Pawlik i wsp. [135] polska 156 8,3% 47,4% 44,3% 0,0879
Estwood i wsp. [150] brytyjska 158 13,9% 47,5% 38,6% 0,4896
Dziedziejko i wsp. [134]  polska 250 16,4% 46,4% 37,2% 0,5392

atest Chi?; CEU - populacja kaukaska z Utah w USA, ktéra sktada sie z potomkéw osadnikéw z Europy; tabela zawiera
poréwnanie rozkladu genotypéw uzyskanych w grupie kontrolnej powyzszego badania (dane zawarte w pierwszym
wersie) z danymi z piSmiennictwa

W rozktadzie alleli i genotypéw polimorfizmu Alul nie wykazano istotnych roéznic
miedzy grupa badang a grupa kontrolna.

Nie wykazano zwigzku polimorfizmu Alul z postacig nieprogresywng, wolno pro-

gresujaca ani szybko progresujaca skoliozy idiopatyczne;.

W obrebie polimorfizmu Alul wystapito odstepstwo od réwnowagi HWE w przy-
padku podgrupy pacjentéw ze skolioza idiopatyczng z katem Cobba 50° i wiecej. Zjawi-
sko to wystapito rowniez w podgrupie pacjentow ze skoliozami idiopatycznymi z katem
Cobba 40° i wiecej. W pozostatych podgrupach nie zaistniata podobna sytuacja, co moze
Swiadczy¢ o nielosowym rozktadzie genotypéw i rzadszym wystepowaniem genotypu

AA w przypadku duzych skolioz.
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W pordéwnaniu czestosci wystepowania genotypow polimorfizmu Alul pomiedzy
podgrupa pacjentéow ze skoliozg idiopatyczna z katem Cobba ponizej 30° a podgrupa
pacjentéw ze skoliozg idiopatyczna z katem Cobba 50° i wiecej wykazano statystycznie
istotng réznice. Zaré6wno w przypadku poréwnania niezaleznego od sposobu dziedzicze-
nia jak i przy zatoZeniu dziedziczenia recesywnego, woéwczas OR wynosito 8,32, przy

wartosci p=0,0434.

W pordwnaniu czestos$ci wystepowania genotypéw polimorfizmu Alul pomiedzy
podgrupa pacjentéow ze skoliozg idiopatyczna z katem Cobba ponizej 40° a podgrupa
pacjentéw ze skoliozg idiopatyczng z katem Cobba 40° i wiecej genotyp AA wystepowat
ponad dwukrotnie czesSciej w podgrupie skolioz idiopatycznych z katem Cobba ponizej
40° niz w podgrupie skolioz idiopatycznych z katem Cobba 40° i wiecej. Powyzsza rézni-
ca okazatla sie statystycznie istotna przy poréwnaniu czesto$ci wystepowania genotypéw

niezaleznie od sposobu dziedziczenia p=0,0243.

Nie stwierdzono istotnych réznic w warto$ciach $rednich wynikéw badania kli-
nicznego i radiologicznego dla poszczegélnych genotypoéw polimorfizmu Alul, tabela

5.3.28.

Nie wykazano postulowanego wcze$niej zwigzku genotypdw tego polimorfizmu z

wiekiem pierwszej miesiaczki opisanego przez Stavrou i wsp. [130].
6.3.6. Polimorfizm Rsal (rs1256049)

Polimorfizm Rsal znajduje sie w regionie kodujacym eksonu 5 i jest zwigzany z
kodowaniem 328 aminokwasu receptora estrogenowego typu 2. Jednakze zmiana poli-
morfizmu A/G w tym miejscu nie wpltywa na zmiane kodowanego aminokwasu i w obu
przypadkach informacjg zawartg w tym kodonie jest walina (328 Val > Val). Polimor-
fizm ten moze by¢ sprzezony z polimorfizmem odpowiedzialnym za patomechaniczne

podioze badanej choroby [142, 143].

Rozktad genotypéw w grupie kontrolnej byt zblizony do opisywanego w literatu-

rze rozktadzie dla rasy kaukaskiej oraz dla danych z bazy HapMap, tabela 6.6.

Tabela 6.6. Czesto$¢ wystepowania polimorfizmu Rsal w populacji kaukaskiej w odniesieniu do grupy kon-
trolnej powyzszego badania

Polimorfizm Rsal (rs1256049) Istotnos¢
réznicy p?
Populacja AA AG GG

Biezace badanie; Polska 48 0 10,4% 89,6%

Grupa kontrolna

HapMap[132] CEU 226 0 4,9% 95,1% 0,2501
Pawlik i wsp. [135] polska 166 0,6% 12,3% 87,1% 0,8070
Estwood i wsp. [150] brytyjska 158 0,6% 51% 94,3% 0,3563
Dziedziejko i wsp.[134]  polska 250 0,4% 12% 87,6% 0,8624

83



atest Chi2; CEU - populacja kaukaska z Utah w USA, ktéra sktada sie z potomkéw osadnikéw z Europy; tabela zawiera
poréwnanie rozkladu genotypow uzyskanych w grupie kontrolnej powyzszego badania (dane zawarte w pierwszym
wersie) z danymi z piSmiennictwa

W rozktadzie alleli i genotypow polimorfizmu Rsal nie wykazano istotnych réznic
miedzy grupa badang a grupa kontrolna.

Nie wykazano zwigzku polimorfizmu Rsal z postacia nieprogresywna, wolno

progresujaca ani szybko progresujaca skoliozy idiopatyczne;j.

W analizie ciezko$ci przebiegu skoliozy idiopatycznej wyrazonej jako wielko$¢
kata Cobba, w podziale na podgrupy skolioz ponizej 30°, pomiedzy 30° i 50° oraz 50° i
wiecej, wystgpita istotna réznica w rozktadzie alleli p=0,0424 i genotypoéw, przy zatoze-
niu dziedziczenia dominujacego p=0,0353. R6znica ta polegata na przewadze allelu A i

genotypu AA w podgrupie pacjentéw z katem Cobba pomiedzy 30°i 50°.

Zalezno$¢ ta nie wystapita w podgrupach pacjentéw podzielonych ze wzgledu na
kat Cobba na skrzywienia ponizej 40° oraz powyzej i rowne 40°. Nie byto réznicy w

$redniej warto$ci kata Cobba dla poszczegdlnych genotypow powyzZzszego polimorfizmu.

W analizie poréwnawczej wartosci srednich wynikéw badania klinicznego i ra-
diologicznego pomiedzy genotypami powyZszego polimofizmu wykazano istotng roznice
w obrebie wieku wystgpienia pierwszej miesigczki p=0,0356. Osoby z genotypem AG
zaczynaty miesigczkowaé o 9 miesiecy wcze$niej niz z genotypem GG, tabela 5.3.28. Po-
limorfizm ten byt analizowany pod katem powigzania z wiekiem pierwszej miesigczki w
greckiej populacji, jednakze w badanej wéwczas grupie nie stwierdzono wystepowania

polimorfizmu Rsal, wszystkie osoby miaty genotyp GG [130].

W tej samej analizie pomiedzy genotypami AG i GG wystapita réznica wzrostu

3,5cm, ktéra byta bliska poziomu istotnosci statystycznej p=0,0573, tabela 5.3.28.
6.4. Omowienie otrzymanych mocy testow statystycznych

Wyniki otrzymanych mocy dla badania pomiedzy grupa badang i grupa kontrolna
byty zblizone do zaktadanych.

W przypadku analizy alleli polimorfizmu Pvull pomiedzy podgrupa pacjentéw z katem
Cobba ponizej 30° a podgrupa pacjentéw z katem Cobba 50° i wiecej stwierdzono moc
(B- 1) rzedu 90%, co znacznie przekracza prog 80%.
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W analizie genotypow Pvull i Alul pomiedzy podgrupa pacjentéw z katem Cobba ponizej
30° a podgrupa pacjentéw z katem Cobba 50° i wiecej moc byta w granicach 60%, co

okreslane jest jako moc wystarczajaca do przeprowadzenia badania.
6.5. Kliniczne znaczenie badan genetycznych nad skolioza idiopatyczna

Podloze genetyczne skoliozy jako choroby wieloczynnikowej wydaje sie by¢
udowodnione poprzez liczne publikacje. Stopienn wplywu genetycznego w stosunku do
czynnikéw Srodowiskowych jest niejednoznaczny, jednakze prace na bliZnietach sugeru-
ja wielko$¢ tego wptywu na 38% [20]. Wsrdd polimorfizméw gendéw zwigzanych ze sko-
liozg mozemy wyré6znié geny zwigzane z predyspozycja do skoliozy oraz geny moduluja-
ce jej przebieg. W powyzszym badaniu nie uzyskano zwigzku badanych polimorfizméw

z predyspozycja do skoliozy.

Otrzymane wyniki nie sg zgodne z poczatkowymi doniesieniami na temat zwiaz-
ku polimorfizméw genéw receptoréw estrogenowych opublikowanymi przez Wu i wsp.
[83] oraz Zhanga i wsp. [87], jednakze s3 podobne do wynikéw badan replikacyjnych
[84, 85] przeprowadzonych na wiekszych populacjach.

W powyzszym badaniu dwa polimorfizmy wykazaty potencjalny przebieg modu-
lujacy przebieg choroby. W obrebie genu receptora estrogenowego typu 1 polimorfizm
miejsca restrykcyjnego enzymu Pvull oraz w obrebie genu receptora estrogenowego
typu 1 polimorfizm miejsca restrykcyjnego enzymu Alul. Sytuacja, w ktorej geny nie sa
zwiazane z przyczyng powstania skoliozy, lecz predysponuja do innego jej przebiegu, jest
zjawiskiem, ktére moze wystepowaé¢ w chorobach wielogenowych. Biorgc pod uwage
opisane wcze$niej czestsze wystepowanie i czestsza progresje SI u dziewczat w okresie
okotopokwitaniowym niz u chtopcéw, prawdopodobny wydaje sie by¢ fakt, iz receptory
estrogenowe maja wptyw modulujacy przebieg choroby niz stanowig jej podtoze. Taka
sytuacja jest istotna klinicznie, gdyz moze stanowi¢ dodatkowe narzedzie pomagajgce
przewidzie¢ przebieg skoliozy, co moze mie¢ wplyw na intensywno$¢ leczenia zacho-
wawczego, wyrazong w dtugosci noszenia gorsetu oraz wczesniejszej decyzji o leczeniu

operacyjnym.
6.6. Podsumowanie

1. Nie wykazano réznicy w czestosci wystepowania alleli i genotypéw pomiedzy grupa

badang a grupa kontrolna.
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Stwierdzono potencjalny zwiazek allelu T i genotypu TT polimorfizmu Pvull genu
ESR1 z postacig wolno progresujaca skoliozy idiopatycznej (SP-IS). W podgrupie pa-
cjentow ze skoliozami idiopatycznymi wolno progresujacymi (SP-IS) allel T i geno-
typ TT wystepowat statystycznie istotnie czeSciej niz w podgrupach pacjentéow ze
skoliozami idiopatycznymi nieprogresywnymi (NP-IS) oraz szybko progresujacymi

(RP-IS).

Stwierdzono czestsze wystepowanie genotypu AA polimorfizmu Alul genu ESRZ2 w
skoliozach idiopatycznych z katem Cobba ponizej 30° w poréwnaniu ze skoliozami
idiopatycznymi z katem Cobba 50° i wiecej. Polimorfizm ten moze wykazywac¢ po-

tencjalng warto$¢ predykcyjna.

Stwierdzono czestsze wystepowanie genotypu AA polimorfizmu Alul genu ESR2
wskoliozach idiopatycznych z katem Cobba ponizej 40° w poréwnaniu ze skoliozami
idiopatycznymi z katem Cobba 40° i wiecej. Polimorfizm ten moze wykazywac¢ po-

tencjalng warto$¢ predykcyjna.

Stwierdzono czestsze wystepowanie allelu C i genotypu CC polimorfizmu Pvull genu
ESR1 u pacjentéw ze skolioza idiopatyczng z katem Cobba pomiedzy 30° i 50° oraz z
katem Cobba 50° i wiecej w poréwnaniu z pacjentami ze skoliozg idiopatyczng z ka-
tem Cobba ponizej 30°. Polimorfizm ten moze wykazaé potencjalng wartos¢ predyk-

cyjna.

Nie wykazano zwigzku ze skoliozg idiopatyczng polimorfizméw Xbal w genie ESR1 i

AlwNIw genie ESR2, opisywanych we wcze$niejszych badaniach.
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7. Wnioski

1. Na podstawie badania klinicznego i radiologicznego zaistniata mozliwo$¢ wyodreb-
niania grup skolioz idiopatycznych o odmiennym przebiegu (skolioz idiopatycznych

nieprogresywnych, wolno progresujacych oraz szybko progresujacych).

2. Czesto$¢ wystepowania polimorfizméw w obrebie genéw receptoréw estrogenowych
u chorych ze skoliozg idiopatyczna oraz u zdrowych ochotnikéw byta poré6wnywalna
z czestos$cig podawana dla populacji kaukaskiej w publikacjach niedotyczacych sko-

liozy idiopatyczne;j.

3. Czesto$¢ wystepowania badanych polimorfizméw receptoréw estrogenowych u oséb
zdrowych nie réznita sie istotnie od czesto$ci wystepowania badanych polimorfi-
zmOw receptorow estrogenowych u chorych ze skolioza idiopatyczng. Oznacza to, ze

badane polimorfizmy nie sg zwigzane z predyspozycjg do wystgpienia skoliozy.

4. Nie byto mozliwe jednoznaczne powigzanie postaci klinicznej skoliozy idiopatycznej
(skoliozy idiopatycznej nieprogresywnej, wolno progresujacej oraz szybko progresu-
jacej) z wystepowaniem okre$lonych polimorfizméw receptoréw estrogenowych,
jednakze dwa z badanych polimorfizméw Alul oraz Pvull moga wykazywaé znaczenie

prognostyczne.
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8. Streszczenie

Wstep

Skolioza idiopatyczna (SI) jest najczestsza deformacja kregostupa populacji mto-
dzienczej. Moze ona przebiega¢ w sposob stabilny albo wykazywaé szybka progresje

skrzywienia.

Opisywane jest czestsze wystepowanie skoliozy idiopatycznej w obrebie rodzin,
w ktdrych juz jeden cztonek rodziny cierpi na te chorobe, w poréwnaniu z resztg popula-
cji . Wedtug piSmiennictwa ryzyko wystapienia skoliozy idiopatycznej u krewnych zalezy
wprost proporcjonalnie od stopnia pokrewienstwa. Badania bliznigt opisujg, ze u bliznigt
jednojajowych choroba wystepowata u obojga w 73% przypadkéw, a w przypadku dwu-
jajowych u 36% przypadkéw.

Badania nad etiologia sugeruja podtoze wieloczynnikowe SI z silng komponenta
genetyczng. Wsréd badanych genéw opisywane byty geny receptoréw estrogenowych
typu 1i typu 2 (ESR1, ESRZ). W obrebie genu ESR1 opisany zostat zwigzek polimorfizmu
Xbal (rs9340799) z predyspozycja do S, z wielko$cia skrzywienia, progresja skrzywienia
oraz ryzykiem leczenia operacyjnego. Drugim opisywanym polimorfizmem byt Pvull
(rs2234693). Opisano jego zwiazek z predyspozycja do SI i z wielko$cig skrzywienia. W
obrebie genu ESR2 opisany zostat zwigzek polimorfizmu AIWNI (rs1256120) z predyspo-
zycja do SI i z wielkoScig skrzywienia. Badania nad tymi polimorfizmami s3 rozbiezne.

Nie byto wykonanych badan nad powyzszymi polimorfizmami w populacji kaukaskiej.
Cel pracy

Celem pracy byto zbadanie czy w obrebie genéw receptoréw estrogenowych cho-
rych ze skoliozg idiopatyczng wystepuje genetyczna odmienno$¢ powigzana z postacig

kliniczng skoliozy (progresywna lub nieprogresywna).
Szczegbtowe cele pracy:

1) Wyodrebnienie grup o odmiennym przebiegu u dzieci ze skoliozg idiopatyczng
(szybko progresujaca, wolno progresujaca lub nieprogresywna) na podstawie
badania klinicznego i radiologicznego.

2) Wyznaczenie czesto$ci wystepowania ocenianych polimorfizméw genéw recep-
toréw estrogenowych typu 1 i typu 2 u wszystkich badanych.

3) OkreS$lenie réznic genetycznych pomiedzy grupami badanymi i grupg kontrolna.
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4) Powigzanie postaci klinicznej skoliozy (szybko progresujaca, wolno progresujgca
lub nieprogresywna) z wystepowaniem okreslonych polimorfizméw genéw re-

ceptoréw estrogenowych typu 11i typu 2.
Materiat

Material stanowity 144 pacjentki ze skolioza idiopatyczng piersiowa prawo-
stronng lub dwutukowg z przewaga piersiowej prawostronnej (grupa badana) oraz 48

kobiet bez skoliozy z ujemnym wywiadem rodzinnym w kierunku SI (grupa kontrolna).
Pacjentki podzielono na trzy grupy ze wzgledu na obraz kliniczny.

1) Chore ze skoliozg idiopatyczng nieprogresywna (NP-IS), ktére miaty udokumen-
towany radiologicznie brak progresji lub tempo progresji kata Cobba mniejsze
niz 1° na miesigc obserwowane przez okres co najmniej 6 miesiecy oraz kat Cob-
ba ponizej 30°.

2) Chore ze skoliozg idiopatyczng wolno progresujacg (SP-IS), ktére miaty udoku-
mentowane radiologicznie tempo progresji kata Cobba mniejsze niZz 1° na mie-
siac przez okres co najmniej 6 miesiecy oraz kat Cobba powyzej 30°.

3) Chore ze skoliozg idiopatyczna szybko progresujacg (RP-IS), ktére miaty udoku-
mentowane radiologicznie tempo progresji kata Cobba o 1° lub wiecej na miesiac

przez okres co najmniej 6 miesiecy oraz kat Cobba powyzej 30°.
Metodyka

Badanie sktadato sie z cze$ci klinicznej, radiologicznej i genetycznej. Badaniu
klinicznemu i genetycznemu zostaty poddane wszystkie uczestniczki. Badanie radiolo-
giczne dotyczyto wylacznie pacjentek ze skoliozg idiopatyczna. Na jego podstawie okre-
$lono typ skrzywienia, kat Cobba, wynik testu Rissera, udokumentowang progresje oraz

tempo progresji.

W badaniu genetycznym przy zastosowaniu reakcji polimorfizmoéow diugosci

fragmentéw restrykcyjnych (RFLP) przeanalizowano 6 polimorfizmow.
W obrebie genu ESR1:

1) rs9340799 - Xbal,
2) rs2234693 - Pvull,
3) rs7757956 - Bsyl.

W obrebie genu ESRZ2:
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1) rs1256120 - AlwN],
2) rs4986938 - Alul,
3) rs1256049 - Rsal.

Analize wynikéw badania genetycznego przeprowadzono w czterech etapach.

W pierwszym poréwnano wyniki otrzymane u pacjentoéw ze skoliozg idiopatycz-

ng z wynikami grupy kontrolne;j.

W drugim przeprowadzono analize otrzymanych wynikéw genetycznych w pod-
grupach pacjentéw ze skolioza, poszukujac ich zwigzku z tempem progresji skoliozy

idiopatyczne;j.

W trzecim etapie dokonano pordéwnania otrzymanych wynikéw genetycznych w
podgrupach pacjentéw ze skoliozg podzielonych ze wzgledu na zbliZong posta¢ kliniczng

skoliozy.

W ostatnim etapie dla poszczegélnych genotypéw obliczono wartosci $rednie

parametrdw Klinicznych i radiologicznych, i poréwnano je ze soba.

Poréwnanie odmiennos$ci rozktadu czesto$ci wystepowania alleli oraz genoty-
pow w poszczeg6lnych grupach wykonane zostaty za pomocg testéw Chi2 oraz testu do-

ktadnego Fishera. Poziom istotnosci p przyjeto na 0,05, oraz przedziat ufnosci CI 95%.
Wyniki

Nie wykazano rdznicy w czesto$ci wystepowania alleli i genotypéw pomiedzy

grupa badang a grupa kontrolna.

Stwierdzono potencjalny zwigzek allelu T i genotypu TT polimorfizmu Pvull genu
ESR1 7 postacig wolno progresujaca skoliozy idiopatycznej (SP-1S). W podgrupie pacjen-
tow ze skoliozami idiopatycznymi wolno progresujacymi (SP-IS) allel T i genotyp TT
wystepowat statystycznie istotnie czeSciej niz w podgrupach pacjentéw ze skoliozami
idiopatycznymi nieprogresywnymi (NP-IS) oraz szybko progresujacymi (RP-IS). Dla alle-

li oraz genotypéw poziom istotnosci wynosit odpowiednio p=0,0302 oraz p=0,0440.

Stwierdzono czestsze wystepowanie genotypu AA polimorfizmu Alul genu ESR2
w skoliozach idiopatycznych z katem Cobba ponizej 30° i z katem Cobba ponizej 40° w
poréwnaniu ze skoliozami idiopatycznymi z katem Cobba 50° i wiecej oraz z katem Cob-
ba 40° i wiecej. Poziom istotno$ci wynosit dla skolioz idiopatycznych z katem Cobba po-

nizej 30° p=0,0434 oraz z katem Cobba ponizej 40° p=0,0243.
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Stwierdzono czestsze wystepowanie genotypu AA polimorfizmu Alul genu ESR2
w skoliozach idiopatycznych z katem Cobba ponizej 30° w poréwnaniu ze skoliozami
idiopatycznymi z katem Cobba 50° i wiecej p=0,0434. Polimorfizm ten moze wykazac

potencjalng warto$¢ predykcyjna.

Stwierdzono czestsze wystepowanie genotypu AA polimorfizmu Alul genu ESRZ w sko-
liozach idiopatycznych z katem Cobba ponizej 40° w poréwnaniu ze skoliozami idiopa-
tycznymi z katem Cobba 40° i wiecej p=0,0243. Polimorfizm ten moze wykaza¢ poten-

cjalng warto$¢ predykcyjna.

Nie wykazano zwigzku polimorfizméw Xbal w genie ESR1 oraz AIwNI w genie

ESR2 ze skoliozg idiopatyczng opisywanego we wczes$niejszych badaniach.
Whioski

1. Na podstawie badania klinicznego i radiologicznego zaistniata mozliwos$¢ wyodreb-
niania grup skolioz idiopatycznych o odmiennym przebiegu (skolioz idiopatycznych

nieprogresywnych, wolno progresujacych oraz szybko progresujacych).

2. Czesto$¢ wystepowania polimorfizméw w obrebie genéw receptoréw estrogenowych
u chorych ze skoliozg idiopatyczna oraz u zdrowych ochotnikéw byta poré6wnywalna
z czestoscig podawang dla populacji kaukaskiej w publikacjach niedotyczacych sko-

liozy idiopatyczne;j.

3. Czesto$¢ wystepowania badanych polimorfizméw receptoréw estrogenowych u oséb
zdrowych nie roznita sie istotnie od czestosci wystepowania badanych polimorfi-
zmOw receptorow estrogenowych u chorych ze skoliozg idiopatyczna. Oznacza to, ze

badane polimorfizmy nie sg zwigzane z predyspozycja do wystapienia skoliozy.

4. Nie byto mozliwe jednoznaczne powiagzanie postaci klinicznej skoliozy idiopatycznej
(skoliozy idiopatycznej nieprogresywnej, wolno progresujacej oraz szybko progresu-
jacej) z wystepowaniem okre$lonych polimorfizméw receptoréw estrogenowych,
jednakze dwa z badanych polimorfizméw Alul oraz Pvull moga wykazywaé znaczenie

prognostyczne.
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9. Abstract

Estrogen receptors genes polymorphisms in patients with progressive and
non-progressive form of idiopathic scoliosis

Introduction

Idiopathic scoliosis (IS) is the most common spine deformation in adolescents. IS
can occur as a stable form or show rapid curve progression.

Higher prevalence of IS in family with one affected member was described. The
family risk of IS depends on the degree of relationship and it is higher in closer family.
The twins studies showed 73% IS prevalence in monozygotic twins and 36% IS preva-

lence dizigotic twins.

The etiology studies suggest multifactorial background with strong genetic influ-
ence. Among evaluated genes, estrogen receptors of type 1 and 2 (ESRI and ESR2) were
described. In the ESR1 association of the Xbal polimorphism (rs9340799) with predis-
position to IS, severity of IS, curve progression and risk of the operative treatment were
described. The other described polymorphism in ESRI was Pvull (rs2234693). Its asso-
ciation with predisposition to IS and severity of IS were described. In ESRZ association of
the AlwNI polimorphism (rs1256120) with predisposition to IS and severity of IS were
described. The association study of IS and ESR1 and ESRZ has never been performed in

Caucasian population.
Aim

The aim of this study was to invastigate if the presence of the genetic polimor-
phisms in estrogen receptors genes, in patients with IS, is associated with clinical form of

idiopathic scoliosis (progressive and non-progressive form).
Detailed aims:

1) To perform clinical and radiological examination of patients with idiopathic
scoliosis and to distinguish subgroups with separate forms (rapidly progressive,

slowly progressive and non-progressive)
2) To investigate estrogen receptors genes' polymorphisms.

3) To assess genetic differences between the cases and controls.
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4) To associate idiopathic scoliosis clinical form (rapidly progressive, slowly
progressive and non-progressive) with occurrence of estrogen receptors' genes

polymorphisms.

Material

The material consisted of 144 female patients with idiopathic scoliosis with right
thoracic curve or double curve with prevalence of thoracic curve (cases) and 48 healthy

females with negative family history of IS (controls).
The patients were divided into three groups according to the clinical form.

1) Patients with non-progressive idiopathic scoliosis (NP-IS), with lack of
documented progression or progression <1° Cobb angle per month and Cobb

angle below 30°.

2) Patients with slowly progressive idiopathic scoliosis (SP-IS), with documented

progression <1° Cobb angle per month and Cobb angle above 30°.

3) Patients with rapidly progressive idiopathic scoliosis (RP-IS), with documented

progression 21° Cobb angle per month and Cobb angle above 30°.
Methods

The study consisted of clinical, radiological and genetic part. All the cases and
controls underwent the clinical and genetic examination. The cases with idiopathic scoli-
osis underwent only the radiological examination. On the basis of X-rays scoliosis type,

Cobb angle, Risser sign, progression and progression rate were established.

In the genetic study 6 polimorphsms were evaluated with restriction fragment

length polymorphism (RFLP).
In ESR1 gene:

1) rs9340799 - Xbal

2) 1rs2234693 - Pvull

3) rs7757956 - Bsyl

In ESR2 gene:
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1) rs1256120 - AlwNI
2) rs4986938 - Alul
3) rs1256049 - Rsal
The analysis of the genetic results was performed in four parts.
In the first part the genetic results of the cases and controls were compared.

In the second part the genetic results analysis in patients subgroups according to

progression rate were performed.

In the third part the genetic results analysis in patients subgroups according to

similar clinical form were performed.

In the last part for each genotype mean values of the clinical and radiological ex-

aminations were performer and compared between polymorphisms.

The comparison of the alleles and genotypes frequencies in subsequent sub-
groups with Chi2 and exact Fisher tests were performed. Statistical significant level of the

p value was 0.05 and the confidence interval CI was 95%.
Results

There were no statistically significant differences in allele and genotypes fre-
quencies between the cases and controls. There was no association of the investigated

polymorphisms with predisposition to IS.

In the Pvull polymorphism of the ESR1 gene there was a potential association of
the allel T and genotype TT slowly progressive idiopathic scoliosis (SP-IS). The differ-
ence in allele and genotype distribution between non-progressive idiopathic scoliosis
(NP-IS), slowly progressive idiopathic scoliosis (SP-IS) and rapidly progressive idio-
pathic scoliosis (RP-IS) were p=0,0302 and p=0,0440, respectively.

The AA genotype of the Alul polymorphism was more frequent in patients with
idiopathic scoliosis with Cobb angle below 30° than in patients with Cobb angle above

50°, the p value was 0,0434.

The AA genotype of the Alul polymorphism was more frequent in patients with
idiopathic scoliosis with Cobb angle below 40° than in patients with Cobb angle above

40°, the p value was 0,0243. More frequent occurrence of the allele C and CC genotype
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of Pvull polimorphism of ESRI gene was found in IS patients having the curve between
30° and 50° or above 50° of the Cobb angle than in patients with curve below 30° of the

Cobb angle.

Neither previously reported associations of the Xbal polymorphism in ESR1 gene

nor AlwNI polymorphism in ESR2 gene were confirmed.
Conclusions

1. On the basis of the clinical and radiological examination, there was a possibility to dis-
tinguish the patients' subgroups (rapidly progressive, slowly progressive and non-

progressive).

2. In the genetic evaluation, the frequency of the estrogen receptors genes' polimor-

phisms were comparable in both the cases and controls with published data.

3. There was no significant statistical difference among the evaluated polymorphisms
between the cases and controls, thus no association of the investigated polymorphism

with predisposition with idiopathic scoliosis was established.

4. There was no unequivocal association of the presence of the specified polymorphisms
of the estrogen receptors' genes with the clinical form of idiopathic scoliosis, however
two of investigated polymorphism Alul and Pvull may reveal potential influence on the

clinical form of idiopathic scoliosis.
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11. Spis rycin

Rycina 4.1.
Rycina 4.2.
Rycina 4.3.

Rycina 4.4.

Rycina 4.5.

Rycina 4.6.
Rycina 4.7.

Rycina 4.8.

Rycina 4.9.

Rycina 4.10.

Schematyczne przedstawienie testow stosowanych w skali Bei-
ghtona do oceny hipermobilnosci (wiotkosci) stawdéw [115].

Schemat sposobu wykonywania pomiaru kata rotacji tutowia na
czterech poziomach.

Sposob przytozenia skoliometru Bunella do tutowia poprzecznie
do osi dtugiej kregostupa, w miejscu najwiekszej rotacji tutowia.

Pomiary radiologiczne wykonywane na radiogramie przednio-
tylnym w pozycji stojacej. CSL - centralna linia krzyzowa.

Test Rissera [118].

Umiejscowienie wybranych SNP w genie ESR1 (Zrddto:
http://hapmap.ncbi.nim.nih.gov) [132].

Umiejscowienie wybranych SNP w genie ESRZ (Zrddto:
http://hapmap.ncbi.nim.nih.gov) [132].

Prébka krwi podczas izolacji DNA.

Przyktadowe zdjecie elektroforezy produktéw PCR dla ESRI
rs9340799.

Przyktadowe zdjecie elektroforezy produktéw RFLP dla polimorfi-

zmu 1rs4986938 w obrebie genu ESRI przy zastosowaniu enzymu
Alul.
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12. Spis tabel

Tabela 1.1.

Tabela 1.2.

Tabela 3.1.

Tabela 4.1.
Tabela 4.2.
Tabela 4.3.
Tabela 4.4.

Tabela 4.5.

Tabela 4.6.
Tabela 4.7.

Tabela 4.8.
Tabela 4.9.

Tabela 5.1.1.

Tabela 5.1.2.

Tabela 5.1.3.

Tabela 5.2.1.

Tabela 5.2.2.

Tabela 5.3.1.

Ryzyko progresji skoliozy idiopatycznej w zaleznosci od warto$ci
katowej i od wieku wedtug Nachemsona i wsp. [40, 41]

Zestawienie danych opisanych w literaturze na temat rodzinne;j
analizy sprzezen w obrebie calego genomu w rodzinach chorych

ze skoliozg idiopatyczna

Podziat chorych ze skoliozg idiopatyczna na trzy podgrupy w za-
leznosci od tempa progresji skrzywienia: NP-IS, SP-IS, RP-IS

Polimorfizmy wybrane do zbadania w obrebie ESR1
Polimorfizmy wybrane do zbadania w obrebie ESR2

Ocena ilorazu szans mozliwego do wykrycia dla zatoZonej mocy
testu 80%, przy zalozeniu N=144 w grupie badanej i N=48 w gru-

pie kontrolnej oraz poziomie istotnosci o =0,05

Zestawienie starterow wykorzystanych w reakcji PCR dla genu
ESR1

Zestawienie starteréw wykorzystanych w reakcji PCR dla genu
ESR2

Warunki termiczne dla reakcji PCR w obrebie genu ESR1
Warunki termiczne dla reakcji PCR w obrebie genu ESRZ

Zastosowane enzymy, z uwzglednieniem miejsca restrykcyjnego
oraz dtugosci otrzymanych fragmentéw dla ESR1

Zastosowane enzymy, z uwzglednieniem miejsca restrykcyjnego
oraz dtugosci otrzymanych fragmentéw dla ESR2

Dane antropometryczne grupy badanej i grupy kontrolnej

Wyniki badania klinicznego u chorych ze skoliozg idiopatyczng
(grupa badana)

Wyniki badania klinicznego podgrup pacjentéw ze skoliozami
idiopatycznymi nieprogresywnymi (NP-IS), wolno progresujacymi
(NP-IS) oraz szybko progresujgcymi (RP-IS)

Wyniki badania radiologicznego u chorych ze skoliozami idiopa-
tycznymi (grupa badana)

Wyniki badania radiologicznego podgrup pacjentéw ze skoliozami
idiopatycznymi nieprogresywnymi (NP-IS), wolno progresujacymi
(NP-IS) oraz szybko progresujacymi (RP-IS)

Rozktad alleli genu ESRI w grupie badanej i grupie kontrolnej
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Tabela 5.3.2.

Tabela 5.3.3.

Tabela 5.3.4.

Tabela 5.3.5.

Tabela 5.3.6.

Tabela 5.3.7.

Tabela 5.3.8.

Tabela 5.3.9.

Tabela 5.3.10.

Tabela 5.3.11.

Tabela 5.3.12.

Tabela 5.3.13.

Tabela 5.3.14.

Rozktad alleli genu ESR2 w grupie badanej i grupie kontrolnej

Rozktad genotypoéw genu ESR1 w grupie badanej i grupie kontrol-
nej

Rozktad genotypéw genu ESRZ w grupie badanej i grupie kontrol-
nej

Rozktad alleli genu ESR1 w podgrupach pacjentéw ze skoliozami
idiopatycznymi nieprogresywnymi (NP-IS), wolno progresujacymi
(NP-IS) oraz szybko progresujacymi (RP-IS)

Czestos$¢ wystepowania alleli genu ESR1 w podgrupach pacjentéw
ze skoliozami idiopatycznymi nieprogresywnymi (NP-IS), wolno
progresujacymi (NP-IS) oraz szybko progresujgcymi (RP-IS)

Czesto$¢ wystepowania genotypéw genu ESRI w podgrupach pa-
cjentéw ze skoliozami nieprogresywnymi (NP-IS), wolno progre-
sujacymi (NP-IS) oraz szybko progresujacymi (RP-IS)

Czesto$¢ wystepowania genotypéw genu ESRZ w podgrupach pa-
cjentéw ze skoliozami nieprogresywnymi (NP-IS), wolno progre-
sujacymi (NP-IS) oraz szybko progresujacymi (RP-IS)

Rozktad alleli w obrebie badanych polimorfizméw genu ESRI w
podgrupach pacjentéw ze skolioza idiopatyczng podzielonych ze
wzgledu na warto$¢ kata Cobba na skoliozy ze skrzywieniem po-
nizej 30°, pomiedzy 30° i 50° oraz 50° i wiecej

Rozktad alleli w obrebie badanych polimorfizméw genu ESRZ w
podgrupach pacjentéw ze skoliozg idiopatyczna podzielonych ze
wzgledu na warto$¢ kata Cobba na skoliozy ze skrzywieniem po-
nizej 30°, pomiedzy 30° i 50° oraz 50° i wiecej

Czesto$¢ wystepowania genotypdéw w obrebie badanych polimor-
fizméw genu ESRI w podgrupach pacjentéw ze skoliozg idiopa-
tyczng podzielonych ze wzgledu na warto$¢ kata Cobba na skolio-
zy ze skrzywieniem ponizej 30°, pomiedzy 30° i 50° oraz 50° i
wiecej

Czestos$¢ wystepowania genotypéw w obrebie badanych polimor-
fizmow genu ESRI w podgrupach pacjentéw ze skoliozg idiopa-
tyczng podzielonych ze wzgledu na wartos$¢ kata Cobba na skolio-
zy ze skrzywieniem ponizej 30°, pomiedzy 30° i 50° oraz 50° i
wiecej

Czestos$¢ wystepowania genotypéw w obrebie badanych polimor-
fizméw genu ESR2 w podgrupach pacjentéw ze skoliozg idiopa-
tyczng podzielonych ze wzgledu na wartos$¢ kata Cobba na skolio-
zy ze skrzywieniem ponizej 30°, pomiedzy 30°i 50° oraz 50° i
wiecej

Czesto$¢ wystepowania genotypdw w obrebie badanych polimor-
fizméw genu ESRZ w podgrupach pacjentdw ze skolioza idiopa-
tyczna podzielonych ze wzgledu na warto$¢ kata Cobba na skolio-
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Tabela 5.3.15.

Tabela 5.3.16.

Tabela 5.3.17.

Tabela 5.3.18.

Tabela 5.3.19.

Tabela 5.3.20.

Tabela 5.3.21.

Tabela 5.3.22.

Tabela 5.3.23.

Tabela 5.3.24.

Tabela 5.3.25.

Tabela 5.3.26.

Tabela 5.3.27.

Tabela 5.3.28.

Tabela 5.4.1.

zy ze skrzywieniem ponizej 30° pomiedzy 30° i 50° oraz 50° i
wiecej

Rozktad alleli badanych polimorfizméw genu ESR1 w podgrupach
pacjentéw z katem Cobba ponizej 40° oraz z katem Cobba 40° i
wiecej

Rozktad alleli badanych polimorfizméw genu ESRZ2 w podgrupach
pacjentéw z katem Cobba ponizej 40° oraz z katem Cobba 40° i
wiecej

Rozktad genotypéw w obrebie badanych polimorfizméw genu
ESR1 w podgrupach pacjentéw z katem Cobba ponizej 40° oraz z
katem Cobba 40° i wiecej

Rozktad genotypéw w obrebie badanych polimorfizméw genu
genu ESRI w podgrupach pacjentéw z kagtem Cobba ponizej 40°
oraz z katem Cobba 40° i wiecej

Rozktad alleli w obrebie badanych polimorfizméw genu ESRI w
podgrupach pacjentéw leczonych zachowawczo i operacyjnie

Rozktad alleli w obrebie badanych polimorfizméw genu ESRZ w
podgrupach pacjentéw leczonych zachowawczo i operacyjnie

Rozktad genotypéw badanych polimorfizméw genu ESR1 w pod-
grupach pacjentéw leczonych zachowawczo i operacyjnie

Rozktad genotypéw badanych polimorfizméw genu ESR2 w pod-
grupach pacjentéw leczonych zachowawczo i operacyjnie

Rozktad alleli w obrebie badanych polimorfizméw genu ESRI w
podgrupach bez wiotko$ci stawéw i z wiotko$cig stawow wg skali
Beightona

Rozktad alleli w obrebie badanych polimorfizméw genu ESRZ w
podgrupach pacjentéw bez wiotkosci stawow i z wiotko$cia sta-
woéw wg skali Beightona

Rozktad genotypéw badanych polimorfizméw genu ESR1 w pod-
grupach bez wiotkosSci stawow i z wiotkoscig stawoéw wg skali
Beightona

Rozktad genotypéw badanych polimorfizméw genu ESR2 w pod-
grupach pacjentéw bez wiotkosci stawoéw i z wiotkoscig stawow

wg skali Beightona

Wyniki badania klinicznego i radiologicznego w obrebie badanych
polimorfizmoéw genu ESR1

Wyniki badania klinicznego i radiologicznego w obrebie badanych
polimorfizmoéw genu ESR2

Mozliwy do wykrycia iloraz szans OR w odniesieniu do czestosci
wystepowania alleli w grupie kontrolnej, dla mocy 80% testu Chiz,
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Tabela 5.5.1.

Tabela 6.1.

Tabela 6.2.

Tabela 6.3.

Tabela 6.4.

Tabela 6.5.

Tabela 6.6.

przy zatozeniu poziomu istotnosci statystycznej a=0,05

Poréwnanie czestos$ci wystepowania alleli w grupie kontrolnej w
powyzszym badaniu z danymi z piSmiennictwa

Czesto$¢ wystepowania polimorfizmu Xbal w populacji kaukaskiej
w odniesieniu do grupy kontrolnej powyzszego badania

Czesto$¢ wystepowania polimorfizmu Pvull w populacji kauka-
skiej w odniesieniu do grupy kontrolnej powyzszego badania

Czesto$¢ wystepowania polimorfizmu Bsyl w populacji kaukaskiej
w odniesieniu do grupy kontrolnej powyzszego badania

Czesto$¢ wystepowania polimorfizmu AIwNI w populacji kauka-
skiej w odniesieniu do grupy kontrolnej powyzszego badania

Czestos$¢ wystepowania polimorfizmu Alul w populacji kaukaskiej
w odniesieniu do grupy kontrolnej powyzszego badania

Czestos$¢ wystepowania polimorfizmu Rsal w populacji kaukaskiej
w odniesieniu do grupy kontrolnej powyzszego badania
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Zatacznik 1 - Zgoda Komisji Bioetycznej

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.bioetyka.ump.edu.pl

Uchwata nr 87/09

la podstawie praepisow Ustawy z dnia § grudnia 1996 r. o mwduh lekarza i lekarza dentysty (Dz. U. 1997, Nr 28, poz. 152); Rozporzadzenia Ministra Zdrowia i Opieki Spolecznej :
dnia 11 maja 1999r. w sprawie wsad p oraz trybu dzialania komisji bioetycznych (Dz. U. Nr 47, poz.480); Rozporzadzenia Ministra Zdrowia 2
dnia 11 marca 2005 r. w sprawie szczegdlowych wymagan Dobrej hnkrykl Kiinicznej (Dz. U. 2005, Nr 57, pot. 500); Ustawy 2 dnia 6 wriesnia 2001r. Prawo farmaceutyczne (D2 U. <
2004r. Nr 53, pot. $33 ¢ om); Rotporzadzenia Ministra Finansow 2 dnia 30 kietnia 2004r. w sprawie cywilnej badacza i sponsora
(Dz U. 2004 nr 101, poz. 1034 z poin. zm.); Rozpormdzenia Ministra Finansow z dnia 18 maja 200Sr. cmieniaj ie w sprawie
odpowiedzialnosci cywilnej badacza i sponsora (Dz. U. Nr 101, poz. 845); Rozporudzenia Ministra Zdrowia : dnia 30 kwietnia 2004r. w sprawie sposobu prowadzenia badari
Klinicznych z udzialem maloletnich (Dz. U. 2004 Nr 104, poz. 1108); Rozporudzenia Ministra Zdrowia z dnia 30 kwictnia 2004r. w sprawie sglaszmia miespodgewanego cigthiego
niepoiqdanego dzialania produkiu leczniczego (D2 U. Nr 104, poz. 1107); Rozporudzenia Ministra Zdrowia 2 dnia 4 listopada 2008r. w sprawie wzordw dokumentéw przedkladanych
0 Driqeku z badaniem kllnicznym pmduhtu ltcwlcrxga oraz w sprawie wysokosci i sposobu uiszczania oplat za rozpocicie badania Kinicznego (Dz. U. Nr 201, poz. 1247), kierujae si¢
Zasadami Prawi -GCP i w oparciu o Deklaracjg Helsirskq.

Komisja, na posiedzeniu w dniu: 05 marca 2009 r.
rozpatriyla wniosek, ktory przedstawit Pan:
dr hab. med. Tomasz Kotwicki
w sprawie prowadzenia badari w

Katedrze i Klinice Ortopedii i Traumatologii Dziecigcej

UM w Poznaniu

Gléwny badacz: dr hab. med. Tomasz Kotwicki
Czlonkowie zespotu

badawczego: dr hab. med. Anna Jankowska
Temat

badari: “Badania nad polimorfizmem i ekspresja genu receptora
estrogenowego oraz genu CHD7 w celu prognozowania
rozwoju skoliozy idiopatycznej u dzieci (wykrywania skolioz
zagrozonych progresja)”.

Komisja wyraza zgode na prowadzenie badarn

Pm@zczqcy Ko is

réz’w /A@Z ygmunt Przybylski
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Zatacznik 2 - Uchwata Komisji Bioetycznej - rozszerzenie sktadu zespotu badawczego

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 bioetyka.ump.edu.pl

Uchwata nr 454/11

Na podstawie praepisow Ustawy : dnia 5 grudnia 1996 r. o znwaduh lekarza i lekarza dentysty (D2 u 1997, Nr 28, poz. 152); Rozporzqdzenia Ministra Zdrowia | Opieki Spolecznej z
dnia 11 maja 1999r. w sprawie wsad oraz irybu dzialania komis bioetycznych (D U. Nr 47, poz480); Rogporsadzenia Ministra Zdrowia =
nia 11 marca 2005 1. w spravie scesegdlowych mymagas Dobrej Prakiyks Klinicunes (e 0. 200, Nr 57, poz. 500); Ustawy  dnia 6 wraesnia 2001r. Prawo farmaceutyezne (Dz. U. =
2004r. Nr 53, poc. 533 22 zm.); Rogporsadzenia Ministra Finansiw 2 dnia 30 kwietnia 2004r. w sprawie i cywilnej badacza i sponsora
Dz U. 2004 nr 101, poz. 1034 z piin. ym.); Rowormdzenia Ministra Finanséw z dnia 18 maja 20057. zmi w sprawie obowi
odpowiedzialnosci cywilnej badacza i sponsora (Dz. U. Nr 101, pow. 845); Rozpormdzenia Ministra Zdrowia z dnia 30 kwietnia 2004r. w sprawie sposobu prowadzenia badari
Klinicznych z udzialem maloletnick Dz U. 2004 Nr 104, poz. 1108); Rozporaadzenia Ministra Zdrowia < dnia 30 kwietnia 200dr. w sprawie :glaszania niespodsiewanego cigikiego
niepoiadanego deialania produktu leczniczzgo (Dz. U, Nr 104, poz. 1107); Rowporzdzenia Ministra Zdrowia < dnia 4 listopada 2008r. w sprawie waordve dokumentée pracdkladanych
w owiqzks 2 badaniem linicznym produktu leczniczego oraz w sprawie wysokosci i spasobu uiszzzania oplat 2 rogpocigeie badania klinicznego (Dz. U. Nr 201, poz. 1247), kierujqe sig
Zasadami Badari -Gep w oparciu o Helsiriskg.

Komisja, na posiedzeniu w dniu: 12 maja 2011 r.

rozpatrzyla wniosek, ktory przedstawit Pan:
dr hab. med. Tomasz Kotwicki

w sprawie prowadzenia badari w
Katedrze i Klinice Ortopedii i Traumatologii Dzieciecej
UM w Poznaniu

Glowny badacz: dr hab. med. Tomasz Kotwicki
Cronkowie zespotu
badawczego: dr hab. med. Anna Jankowska

Temat badari: "Badania nad polimorfizmem i ekspresja genu receptora
estrogenowego oraz genu CHD7 w celu prognozowania rozwoju skoliozy
idiopatycznej u dzieci (wykrywania skolioz zagrozonych progresja)”.

Uchwata Komisji Bioetycznej nr 87/09 7 dnia 05.03.2009r.

Komisja wyrazita zgode na rozszerzenie skiadu zespofu badawczego o nastepujqce
osoby: dr hab. Maigorzata Kotwicka — Zakiad Biologii Komovrki UM w Poznaniu;
dr n. med. Mirostaw Andrusiewicz - Zaklad Biologii Komorki UM w Poznaniu;
lek. med. Piotr Janusz — Klinika Ortopedii Dzieci¢cej UM w Poznaniu.

y

Przewodmczqc;}Komzsjt
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Zalacznik 3 - Informacja dla pacjenta

INFORMAGIA DLA PACIENTA

Badania nad polimorfizmem i ekspresja genu receptora estrogenowego oraz CHD7 w celu
prognozowania rozwoju skoliozy idiopatycznej u dzieci
- wykrywanie skolioz zagrozonych progresja

Niniejszy formularz dostarcza informacji o badaniach, o ich celach, stosowanych procedurach a
takze zagrozeniach i korzysciach zwigzanych z udziatem w badaniach

Prosze uwaznie przeczytaé ponizsze informacje i w razie jakichkolwiek pytan zwraca¢ sie do lekarza
prowadzgcego.

1) Dlaczego te badania sa prowadzone?

Obecnie nie istnieja pewne sposoby przewidywania, czy dana skolioza w okresie dojrzewania ulegnie
raptownemu pogorszeniu czy tez pozostanie stabilna. W ostatnich latach przeprowadzono badania wskazujgce
na role czynnikdbw genetycznych w powstawaniu i rozwoju skoliozy. Badacze oczekujg, ze przeprowadzone
badania umozliwig ustalenie polimorfizméw gendéw powigzanych z wystgpieniem i progresjg skoliozy
idiopatycznej.

2) Jaki jest cel tego badania?

Celem badan jest wyodrebnienie sposrod dzieci i miodziezy z matymi skoliozami i niedokonczonym
dojrzewaniem grupy dzieci o zwiekszonym ryzyku progresji skoliozy, dokonane w oparciu o badanie
polimorfizmu i ekspresji genéw powigzanych z wystepowaniem skoliozy.

3) Jakie procedury obejmuje projekt badawczy?

- Pobranie krwi obwodowej pacjenta w celu izolacji DNA.

- Izolacja DNA z krwi obwodowej. Wyizolowane DNA bedzie przechowywane w Katedrze i Zaktadzie Biologii
Komorki Uniwersytetu Medycznego im. Karola Marcinkowskiego, ul. Rokietnicka 5D, 60-806 Poznan.

- Wyizolowane DNA postuzy do badania polimorfizméw nastepujgcych gendw: gen receptora estrogenowego
typu alfa i beta oraz genu CDH7.

- Wyizolowane DNA nie bedzie wykorzystywane do zadnych innych celéw.

Zaden dodatkowy materiat tkankowy nie bedzie pobierany od pacjenta na potrzeby prowadzonych badan.

4) Pacjent/ka nie moze uczestniczy¢ w tych badaniach, jesli nie wyrazil/a Swiadomej zgody.

5) Jakie mozliwe zagrozenia wigzg sie z udziatem w tych badaniach?

Badania te nie wigzg sie z zadnymi dodatkowymi niedogodnosciami dla Pacjenta/ki. Lekarz wysle krotkg
informacje na temat Pani/Pana stanu zdrowia do koordynatora badan. Informacja ta bedzie wykorzystana w
warunkach petnej poufnosci przez osoby pracujgce przy tych badaniach i w zadnych okolicznosciach nie
zostanie ujawniona.

Z prowadzonymi badaniami nie wigza sie zadne zagrozenia dla zdrowia Pacjenta/ki.

6) Jakie mozliwe korzysci wigzg sie z udziatem w tych badaniach?

Zakfada sie, ze prowadzone badania umozliwig ocene stopnia ryzyka pogorszenia skoliozy, a przez to szybkie
wdrozenie wtasciwego leczenia. W koncowym efekcie pozwoli to na skoncentrowaniu wysitkéw diagnostycz-
nych i terapeutycznych na docelowej grupie chorych, zaoszczedzenie dzieciom o niktym zagrozeniu progresjg
ucigzliwej terapii, zmniejszenie kosztéw ochrony zdrowia a takze spowoduje wprowadzenie wczesnego mato
inwazyjnego leczenia operacyjnego dzieci ze skrzywieniami o duzym potencjale progresiji.

7) Do kogo mozesz zatelefonowac, jesli bedziesz miat/a jakiekolwiek pytania lub problemy?

Jesli ma Pan/Pani jakiekolwiek pytania Prosze skontaktowaé sie z dr hab. med. Tomaszem Kotwickim
telefonujgc pod nr tel.: 602 61 30 54 lub z dr Piotrem Januszem tel. 692 41 47 40.

8) Jakie informacje traktujemy jako poufne?

Wszystkie informacje o Pani/Pana stanie zdrowia bedg traktowane jako poufne. Jedynymi, ktérzy bedg mieli
wglad do tych informacji beda lekarze kierujacy badaniami oraz personel Katedry i Zaktadu Biologii Komérki UM
uczestniczacy w badaniach. Wyniki tych badan majg by¢ opublikowane w czasopismie medycznym, dzigki
czemu inni lekarze beda mogli skorzystac z tej wiedzy, jednak informacje osobiste nie bedg tam umieszczone i
nie bedzie mogta by¢ Pan/Pani zidentyfikowana w zaden sposéb.

9) Co jeszcze powinien Pan/Pani wiedzie¢?

Badania te sg finansowane przez Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego

Badania koordynuje:

dr hab. med. Tomasz Kotwicki

Klinika Ortopedii i Traumatologii Dzieciecej Uniwersytetu Medycznego im. Karola Marcinkowskiego,

61-545 Poznan, ul 28 Czerwca 1956 r. 135/147; tel. 602 61 30 54, fax 061 831 01 73, kotwicki@ump.edu.pl
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Zatacznik 4 - formularz Swiadomej zgody

Klinika Ortopedii i Traumatologii Dzieciece;j Poznan .............coooeeein
Uniwersytet Medyczny im. Karola Marcinkowskiego,
61-545 Poznan, ul 28 Czerwca 1956 r. 135/147

FORMULARZ SWIADOMEJ ZGODY NA UDZIAt
W PROJEKCIE BADAWCZYM

Wyrazam zgode, aby moje dziecko uczestniczyto w badaniach zatytutowanych:

Badania nad polimorfizmem i ekspresjg genu receptora estrogenowego oraz CHD7 w celu
prognozowania rozwoju skoliozy idiopatycznej u dzieci - wykrywanie skolioz zagrozonych progresja

1. Potwierdzam, ze przeczytatem/am i zrozumiatem/am arkusz informacyjny zamieszczony na odwrocie formula-
rza dotyczgcy powyzszych badan i miatem mozliwos$é zadawania pytan.
2. Rozumiem, ze ma@j udziat jest dobrowolny i Zze moge sie wycofa¢ w kazdej chwili, bez podawania przyczyny, przy
czym nie bedzie to miato wptywu na opieke medyczng nad moim dzieckiem.
3. W ramach powyzszego badania wszelkie dane dotyczace mojej rodziny beda podawane anonimowo (bez po-
dawania nazwiska). Dane powyzsze beda wykorzystywane przez badaczy wytacznie do celéw naukowych.
4. Aby zapewni¢ poprawne prowadzenie badania wyrazam zgode na udostepnienie danych mojej rodziny upo-
waznionemu przedstawicielowi organu nadzorujgcego badanie. Pozwolenie jest wigzgce wytgcznie w odniesieniu
do danych istotnych dla powyzszego badania.
5. Badacz i przedstawiciel organu nadzorujgcego sg zobowigzani do zachowania tajemnicy zawodowej.
6. W przypadku opublikowania wynikdw badania poufnos¢ danych personalnych mojej rodziny zostanie zagwa-
rantowana.
7. Wyniki badania zostang przestane na podany ponizej adres.
8. Wyrazona przeze mnie zgoda obejmuje udziat mojego dziecka we wszystkich przewidzianych (opisanych na
odwrocie formularza zgody) w projekcie badawczym procedurach:
- wyrazam zgode na pobranie krwi obwodowej dziecka celem izolacji DNA,
- wyrazam zgode na przechowywanie wyizolowanego DNA w Katedrze i Zaktadzie Biologii Komorki Uniwersytetu
Medycznego im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu,

- wyrazam zgode na wykonanie badan molekularnych polimorfizmu genu receptora estrogenowego typu alfa i beta
oraz genu CHD?7,

Zgode na udziat w badaniach potwierdzam wtasnorecznym podpisem.

Kopia powyzszego oswiadczenia zostata mi przekazana.

Dane dziecka

Imie Nazwisko Pesel

Dane rodzica

Imie Nazwisko Pesel
Kontakt
Adres nr tel.
Podpis Rodzica Podpis lekarza
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Zalacznik 5 - Karta badania

Typ skoliozy

Nazwisko Data Badania
imie

Data uro- Ptec Miesigczka
dzenia

Wozrost Wzrost siedzac Waga

Rozpoznanie

Wywiad rodzinny

Typ skrzywienia

(wiek) (wg Lenke)
Wiotkos¢ Skala Tannera P Leczenie
gorsetowe
T
Przebyte Przebyte operacje
choroby
Uwagi
Data KRT Th prox KRT Th KRT Th/L KRT S
plurimetr Th plurimetr L plurimetr S2 Pion C7
Cobb Th prox Cobb Th Cobb Th/L Risser
Progresja
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