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Streszczenie

W badaniu oceniano skutecznos¢ rizedronianu w leczeniu osteopo-
rozy pomenopauzalnej w zaleznosci od polimorfizmu genu dla oste-
oprotegeryny (OPG). Obserwacja kliniczna byta prowadzona wsrod
49 pacjentek z rozpoznang osteoporozg pomenopauzalng. Wszyst-
kie pacjentki miaty wykonany pomiar gestosci mineralnej kosci w ob-
rebie szyjki kosci udowej przed rozpoczeciem leczenia oraz po roku
terapii. Oprocz rizedronianu (preparat Actonel) badane pacjentki sto-
sowaty réwniez waph i witamine D3, w dawkach zalecanych przez
IOF. Skutecznosc¢ terapii oceniano klinicznie jako obecnos¢ lub brak
ztamania kosci. Badanie polimorfizmu genu osteoprotegeryny 9G/C
w eksonie 1 byto prowadzone w oparciu o metody PCR i SSCP oraz
sekwecjonowanie fragmentéw DNA. Na podstawie badan genetycz-
nych pacjentki podzielono na 3 grupy, w zaleznosci od polimorfizmu
genu dla OPG — pacjentki z allelem CC, z allelem CG, z allelem GG. Na
podstawie rocznej obserwacji mozna stwierdzi¢, ze w badanej grupie
pacjentek najwiekszy przyrost BMD podczas leczenia rizedronianem
zaobserwowano w grupie z allelem CG genu osteoprotegeryny, a naj-
mniejszy przyrost w grupie chorych z allelem CC genu. Stwierdzono,
ze sekwencja GG genu dla osteoprotegeryny wiaze sie z wystepowa-
niem najwyzszej gestosci mineralnej kosci w badanej grupie cho-
rych. W naszej obserwacji ztamanie kosci wystapito u 2 0séb, jednej
pacjentki z genotypem CG i drugiej z genotypem GG. Na podstawie
rocznej obserwacji nie udato sie wykazac statystycznie istotnej prze-
wagi efektow leczenia rizedronianem w zaleznosci od wariantéw ge-
notypu genu dla osteoprotegeryny.

Summary

Efficacy of risedronian in osteoporosis therapy in connection with
polymorphism of osteoprotegerin gene (OPG) was observed in our
study. We assessed 49 women with postmenopausal osteoporosis
on basis of measurment of femoral neck bone density before
treatment of risedronian and after 12 months of therapy. Our study
population used calcium and vit. D therapy as well. Efficacy of
osteoporosis treatment was assessed as presence or lack of bone
fractures. Investigation of polymorphism of OPG gene in exon 1 was
provided with PCR, SSCR. Other polymorphisms were genotyped by
RFLR On the basis of genetic investigation our study population wad
divided on 3 groups: group with CC-allele, CG-allele, GG-allele. After
one year observation of risedronian therapy we noticed the highest
increase of bone density only in CG- allele group and the smallest
increase in CC-allele group. During our study bone fractures was
observed in 2 patients — 1 from CG-allele group, 1 from GG-allele
group. In our study no statistically significance of risedronian
therapy in connection with polymorphism of OPG gene in
postmenopausal osteoporosis was found.
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Wstep

Wedtug definicji WHO osteoporoza jest uktadowa
chorobg szkieletu, charakteryzujaca sie niskg masa
kostng, uposledzong mikroarchitektura, a w konsekwen-
cji zwiekszona tamliwoscia kosci. W etiologii osteoporo-
zy podkresla sie role czynnikéw dziedzicznych i srodo-
wiskowych. Liczne badania kliniczne zajmuja sie okre-
Slaniem zaleznosci pomiedzy polimorfizmem gendw
a gestoscig mineralng kosci, podatnoscig na ztamania
oraz skutecznoscig w leczeniu osteoporozy. Analizy gene-
tyczne u pacjentow z osteoporoza dotycza m.in. polimor-
fizmu genéw dla receptoréw: witaminy Ds, estrogendw;
kalcytoniny, parathormonu (PTH), kolagenu (Coll 1 ),
czynnika martwicy nowotworéw (TNF), interleukin IL-6
i IL-1, transformujacego czynnika wzrostowego (TGF2a)
oraz osteoprotegeryny (OPG). Stan kosci zalezy od in-
tensywnosci i jakosci proceséw syntezy i resorpcji. Ak-
tywnos¢ proceséw resorpcji kosci jest determinowana
m.in. przez aktywnos¢ genu dla osteoprotegeryny
(OPG). Dziatanie tego biatka polega na hamowaniu pro-
cesoéw proliferacji i dojrzewania osteoklastow. W przy-
padku obnizenia ekspresji genu OPG dochodzi do nie-
hamowanej stymulacji wzrostu i dojrzewania komdrek
linii osteoklastéw, co doprowadza do nasilenia proce-
sOw niszczenia kosci [6, 9-11].

W leczeniu osteoporozy wykorzystuje sie wiele le-
kow dziatajacych jako inhibitory resorpcji. Nalezg do
nich: bisfosfoniany, estrogeny, leki z grupy SERM oraz
kalcytonina. Srodki dziatajace jako stymulatory koscio-
tworzenia nie s3 jeszcze tak rozpowszechnione. W tej
grupie znajduje sie stosowany pulsacyjnie parathormon
oraz sole strontu. Niekiedy byty i nadal sg w tym celu po-
dawane steroidy anaboliczne.

W pracy podjeto badanie efektywnosci terapii prepa-
ratem nalezgcym do Il generacji bisfosfonianéw — rize-
dronianem. Mechanizm dziatania lekéw z tej grupy sto-
sowanych w leczeniu osteoporozy polega na hamowaniu
wielkosci i tempa resorpcji. Wykazano, ze w czasie ich
stosowania ulega redukgcji aktywnosé metaloproteinaz
w macierzy kostnej oraz obniza sie stezenie integryn [4,
5, 11]. Z uwagi na kierunek terapeutycznego dziatania ri-
zedronianu zatozono mozliwos¢é powiazania wynikéw
terapii lekami z tej grupy z polimorfizmem wariantéw
genu dla OPG. Na poziomie molekularnym w warunkach
fizjologicznych procesy resorpcji s3 hamowane poprzez
zwiekszenie syntezy OPG.

Cel pracy

Celem pracy byta ocena skutecznosci klinicznej pre-
paratu rizedronian (Actonel) w rocznej obserwacji pa-
cjentek z osteoporoza pomenopauzalng, w zaleznosci od

polimorfizmu genu dla osteoprotegeryny.

Materiat i metody

Badanie oceniajace skutecznos¢ terapii bisfosfonia-
nem w leczeniu osteoporozy pomenopauzalnej, w za-
leznosci od wariantu genotypu genu dla osteoprotege-
ryny, zostato przeprowadzone w grupie 49 kobiet — pa-
cjentek Poradni Endokrynologii i Osteoporozy SPSK2
w Poznaniu. Do badania zakwalifikowano chore w wie-
ku 51-75 lat (srednia wieku 67,1 roku), u ktérych na
podstawie densytometrycznego badania gestosci mi-
neralnej kosci, mierzonej w szyjce kosci udowej, rozpo-
znano osteoporoze. Wszystkie zakwalifikowane pa-
cjentki miaty wykonane oznaczenia LH i E, w celu wy-
kluczenia innych niz menopauza przyczyn braku mie-
sigczki (ostatnia miesigczka wystapita przynajmniej
6 mies. przed rozpoczeciem badan). Ostatnie miesigcz-
kowanie chore deklarowaty w czasie od 2 do 26 lat
temu. W okresie co najmniej 6 mies. przed badaniem
oprécz preparatow witaminy D i wapnia kobiety nie
przyjmowaty innych lekéw wptywajacych na stan kosci.
Po rozpoznaniu osteoporozy i wykluczeniu przeciwwska-
zan do stosowania bisfosfoniandéw podano pacjentkom
rizedronian w dawce raz dziennie 1 tabletke 5 mg (prepa-
rat Actonel). Przez caty czas kontynuowano podawanie
witaminy D3 w dawce 400-800 j.m. oraz 1 000-1 200 mg
wapnia, wg schematu leczenia zgodnego z wytycznymi
przyjetymi przez Polska Fundacje Osteoporozy.

Badanie polimorfizmu genu osteoprotegeryny 9G/C
w eksonie 1 byto prowadzone na podstawie metod PCR
i SSCP oraz sekwencjonowania fragmentéw DNA. Bada-
nia te wykonywano w laboratorium Zaktadu Genetyki
Cztowieka PAN w Poznaniu. U badanych DNA izolowano
z leukocytéw krwi obwodowej metodg z izotiocyjania-
nem guanidyny (GTC). Startery do reakcji PCR dla genu
OPG zaprojektowano na podstawie sekwencji z Banku
Genow (GenBank). Reakcje PCR wykonywano w objeto-
5ci 20 pl z uzyciem 100 ng DNA genomowego. Warunki
reakcji: 50 mM KCl, 10 mM Tris-HCl (pH 8,3), 1,5 mM
MgCl,, 0,25 mM dNTP, 30 ng kazdego ze starteréw i 0,6
jednostki polimerazy Taq DNA. Temperatura denaturacji
94°C przez 40 s; przytaczanie starteréw przez 40 s; wy-
dtuzanie 72°C przez 90 s, 35 cyKkli.

Polimorfizm 9G/C genu osteoprotegeryny (OPG) oce-
niano metodg SSCP (single strand conformation polymor-
phism). W tym celu produkt PCR denaturowano z 60% for-
mamidem, a nastepnie rozdzielano w matym (20x20 cm),
natywnym 8% zelu poliakryloamidowym o stosunku akry-
loamidu do bisakryloamidu 49:1, przy napieciu 65 V przez
noc i 0,5 x TBE. Produkt wybarwiano przez srebrzenie. Tra-
wienie enzymami restrykcyjnymi prowadzono w warun-
kach zgodnych z zaleceniami producenta.

Skutecznosé terapii byta oceniana w ciggu 12 mies.
stosowania rizedronianu. Wynik leczenia oceniano kli-
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Tabela I. Srednie wartosci gestosci mineralnej kosci przed i po leczeniu w badanej grupie pacjentek

Badane parametry Badana grupa Allel CC Allel CG Allel GG
liczba pacjentek 49 17 22 10
Srednia wartos¢ gestosci mineralnej kosci przed leczeniem 0,669 g/cm’ 0,647 g/cm* 0,662 g/cm® 0,709 g/cm’
Srednia wartos¢ gestosci mineralnej kosci po leczeniu 0,671 g/cm’ 0,623 g/cm* 0,687 g/cm* 0,716 g/cm’

nicznie jako wystapienie lub brak ztamania (koncowy
punkt obserwacji). Po zakonczeniu 12-miesiecznej tera-
pii u wszystkich pacjentek wykonano ponowne kontrol-
ne badanie densytometryczne.

Ocene statystyczna wynikéw przeprowadzono na
podstawie testu Kruskala-Wallisa, testu Willcoxona, wy-
stepowanie korelacji oceniano testem Diuna.

Wyniki

Badanie genotypu pacjentek wykazato wystepowa-
nie allelu CC genu osteoprotegeryny u 17 oséb, allelu CG
u 22, a allelu GG u 10 chorych.

Wsréd pacjentek z allelem CC Srednie wartosci T-score
przed rozpoczeciem leczenia rizedronianem wynosity -2,79
SD, a po zakonczeniu 12-miesiecznej obserwacji sredni
T-score wynosit -2,93 SD (A -0,13 SD).

W grupie pacjentek z allelem CG $rednie wartosci
T-score wynosity -2,68 SD, a po zakofczeniu badan -2,39
SD (A +0,29 SD).

Srednie wartosci T-score w grupie pacjentek — nosi-
cielek allelu GG genu osteoprotegeryny przed rozpocze-
ciem leczenia rizedronianem wynosity -2,24 SD, a po za-
konczeniu obserwacji -2,20 SD (A +0,04 SD).

Ztamania kosci wystapity u 2 chorych — jedno u pa-
cjentki z allelem CG genu osteoprotegeryny (po upadku
ztamanie kompresyjne kregu L1), drugie u pacjentki z al-
lelem GG (ztamanie w miejscu typowym).

W tab. | przedstawiono Srednie wartosci gestosci mi-
neralnej kosci mierzone w badanej grupie w obrebie
przynasady blizszej kosci udowej, przed podaniem rize-
dronianu i po 12-miesiecznym leczeniu.

Srednie wartosci T-score w badanej grupie przed i po
12-miesiecznym leczeniu rizedronianem zostaty przed-
stawione w tab. Il.

Po 12-miesiecznej terapii rizedronianem stwierdzo-
no nastepujace zmiany BMD wg wartosci T-score: w gru-
pie pacjentek z allelami CG genu dla osteoprotegeryny
odpowiednio +0,29 SD i w grupie z allelem GG +0,04 SD.

Z kolei u chorych z allelem CC genu OPG, mimo sto-
sowania takiej samej terapii, wykazano zmniejszenie
wartosci BMD (AT-score -0,13 SD).

Dyskusja

Badania z zakresu biologii molekularnej otwieraja
mozliwosci bardzo wczesnej oceny indywidualnego za-
grozenia wystepowania choréb. Wykorzystujac techni-
ki badan stosowane w tej dziedzinie, wprowadzono
czute i precyzyjne testy diagnostyczne dla wczesnego
rozpoznawania i réznicowania wielu jednostek choro-
bowych. Jeszcze innym kierunkiem, gdzie zastosowa-
nie ma powyzsza analiza, sg badania wykazujace r6z-
nice skutecznosci wybranych lekéw w zaleznosci od
wariantow genotypu.

Badania wptywu réznic genetycznych na skutecz-
nos¢ leczenia osteoporozy okreslona grupa lekow anty-
resorpcyjnych stanowig podstawe poszukiwan terapii
na miare. Dzieki temu zostanie stworzona mozliwosc¢
dobierania najbardziej efektywnego leczenia, w zalez-
nosci od genotypu chorego.

W niniejszej pracy badania dotyczyty wykazania
mozliwego znaczenia polimorfizmu genu dla OPG na re-

Tabela I1. Srednie wartosci T-score przed i po leczeniu rizedronianem w badanej grupie pacjentek

Badane parametry Badana grupa Allel CC Allel CG Allel GG
liczba pacjentek 49 17 22 10
Sredni T-score przed leczeniem 68% 66% 68% 72%
-2,64 SD -2,79 SD -2,68 SD -2,24 SD
Sredni T-score po leczeniu 68% 63% 70% 73%
-2,56 SD -2,93SD -2,39 SD -2,20 SD
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zultat terapii rizedronianem sodu (preparat Actonel).
Wybierajac lek z grupy inhibitoréw procesu resorpcji (ri-
zendronian), oczekiwano efektu zaleznego od wyjscio-
wej aktywnosci OPG. Wiadomo bowiem, ze im tempo
resorpcji jest wieksze, tym jego blokowanie daje wyraz-
niejszy korzystny efekt kliniczny. Punktem wyjscia byto
zatozenie, ze w ustroju aktywnos¢ proceséw syntezy
OPG jest zalezna od polimorficznych wariantéw genu
dla OPG. Przy zaburzeniach efektywnosci ekspresji genu
dla OPG mozna oczekiwaé zwiekszenia tempa procesu
resorpcji, co klinicznie manifestuje sie nasileniem szyb-
kosci i wielkosci ubytku mineralnej masy kosci. Wyniki
uzyskane w pracy poréwnano do rezultatéw przedsta-
wionych przez innych autoréw.

Obserwacje prowadzone w populacji chifskiej wyka-
zaty, ze polimorfizm genu dla OPG wywiera wptyw na
BMD. Badanie to zostato przeprowadzone u kobiet
w wieku ponizej 65 lat [3, 6]. Przeprowadzona przez au-
toréw ocena dotyczyta kobiet starszych w poréwnaniu
z badaniem chinskim. Mimo to uzyskano podobne wy-
niki najwiekszego przyrostu BMD u nosicielek allelu G
genu dla OPG.

Publikowane w pismiennictwie wnioski dotyczace
wptywu polimorfizmu genu dla OPG na mineralng mase
kostng wg réznych autoréw sa czesto rozbiezne. Istnie-
ja doniesienia wykazujace catkowity brak korelacji po-
miedzy obecnoscia alleli genu dla OPG a gestoscia mine-
ralng kosci (BMD). Inne wykazuja, ze masa kostna kore-
luje, np. z wystepowaniem allelu T genu dla OPG [2, 8, 9,
12]. Uzyskany na podstawie badan wtasnych wynik, cho-
ciaz wymaga ostroznej interpretacji, wskazuje na role
allelu G genu dla OPG w determinacji BMD.

Wiele sposréd prac zajmujacych sie rola OPG
w metabolizmie kostnym koncentrowato sie na ocenie
innych nukleotydéw niz badane w niniejszej pracy.
Dotyczyty one m.in. sekwencji promotorowych lub in-
tronowych genu, a nie, jak w przedstawianej pracy,
zmian w obrebie eksonu 1 OPG. Badania stowenskie
potwierdzity obecnos¢ statystycznie istotnych réznic
wartosci BMD w zaleznosci od genotypu OPG, ale je-
dynie mierzonych w obrebie kregostupa, a nie przyna-
sady blizszej kosci udowej. Haplotyp GATG promotora
genu OPG byt, jak wykazano, zwiazany z nizszag BMD
niz haplotyp GGTT [1]. Odmienne wyniki uzyskali au-
torzy japonscy, wykazujac, ze wartosci BMD, mierzone
w obrebie szyjki kosci udowej, s3 mniejsze u kobiet
o allelu G dla genu OPG [12].

Ocene skutecznosci terapii przeprowadzono na pod-
stawie kryterium klinicznego — wystapienia ztamania
kosci oraz badania densytometrycznego (BMD w obre-
bie szyjki kosci udowej).

Na podstawie rocznej obserwacji nie udato sie wyka-
zat statystycznie istotnej przewagi efektéw leczenia ri-

zedronianem w zaleznosci od wariantéw genotypu genu
dla osteoprotegeryny. Wykazano natomiast istotng réz-
nice ocenianej gestosci mineralnej kosci mierzonej
w obrebie nasady blizszej kosci udowej u chorych z ge-
notypem CC i GG (test Diuna).

Ocene tego samego polimorfizmu OPG w eksonie 1,
wsréd 50 pacjentéw z osteoporoza, przeprowadzili
Langdahl i wsp. Autorzy stwierdzili, ze genotyp CC
w eksonie 1 genu dla OPG wystepuje rzadziej u pacjen-
tow ze ztamaniami kosci [7].

Zasadniczym celem leczenia osteoporozy jest unik-
niecie ztamania kosci. Wartos¢ BMD nie jest jedynym
parametrem odpowiedzialnym za to powiktanie. Jednak
wcigz uwaza sie, ze gestos¢ mineralna kosci jest kluczo-
wym wskaznikiem ryzyka tego zdarzenia [13]. Ocena, jak
wptywa polimorfizm genu OPG na BMD, a przede
wszystkim na ryzyko ztamania, moze w przysztosci oka-
zac sie waznym elementem w wyodrebnieniu grupy pa-
cjentdéw genetycznie predysponowanych nie tyle do roz-
woju osteoporozy, co do ryzyka ztamania. Taka identyfi-
kacja stworzy czas i mozliwosé dla podjecia wczesnych
i korzystnych decyzji terapeutycznych [1, 9].

W obserwacji przeprowadzonej w naszym badaniu
ztamanie kosci stwierdzono u 2 0séb, po jednej z geno-
typem CG i GG. Na podkreslenie zastuguje fakt, ze BMD
w grupie chorych z allelem G byto wyzsze niz w grupie
z allelem C. Potwierdza to fakt, ze masa mineralna ko-
ci nie jest rownoznaczna z okresleniem ryzyka ztama-
nia, pomimo ze im jest ona nizsza, tym prawdopodo-
biefAstwo zdarzenia jest wieksze. Moze to wskazywad,
ze — podobnie jak we wspomnianym badaniu Langdah-
la — nosiciele allelu C genu dla OPG maja mniejsza
sktonnos¢ do ztaman.

W pracy badano stosunkowo nieliczng grupe pa-
cjentek, a czas obserwacji (12 mies.) pozwala na razie na
wyciagniecie bardzo ostroznych klinicznych wnioskéw
co do doboru lekéw na podstawie obecnosci alleli C lub
G genu dla osteoprotegeryny. Uzyskane rezultaty wska-
zuja na kierunek dalszych badan. Za celowe uwazamy
sygnalizowanie uzyskanych wynikéw, poniewaz, jak
wspomniano, nowoczesna farmakoterapia, w miare
mozliwosci, zaktada stosowania lekéw w zaleznodci od
wariantéw genotypu. Stwarza to szanse na lepsze pro-
gnozowanie wynikéw terapii, co ma duze znaczenie,
zwtaszcza wobec tych preparatow, ktérych stosowanie
jest obciazajace dla pacjenta.

Whioski

1. Allel G genu dla OPG determinuje genetyczna predys-
pozycje do wyzszej mineralnej gestosci kosci.

2. Obecnos¢ allelu C wigze sie z mniejsza podatnoscia
na ztamania kosci.
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