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1. UVOD

Osteoporoza je jedan od najvecih javno-zdravstvenih problema danaSnjeg razvijenog
svijeta 1 zemalja u razvoju. Porast standarda i napredak medicine u dvadesetom stoljecu
uzrokovali su znaCajno produZenje oCekivanog trajanja Zivota, s 50 godina koliko je iznosio
pocetkom 20. stoljeca na preko 80 godina krajem stolje¢a. S produZenjem Zivota povezan je i
znacajan porast ucestalosti bolesti tipicnih za postmenopauzalnu i kasniju Zivotnu dob, medu
kojima je 1 osteoporoza. NajceS¢i uzrok osteoporoze danas je postmenopauzalni deficit
estrogena. Osim postmenopauzalne, postoji niz drugih oblika osteoporoze. Osteoporoza se
moze javiti u bilo koje Zivotno doba, ali dominantno se javlja u Zena starijih od 60 godina.
Javlja se u osoba oba spola i u svim dobnim skupinama. Muskarci predstavljaju 1/5-1/4 svih
bolesnika s osteoporozom. Osteoporoza je multifaktorijalna i poligenetska bolest. Brojni su
¢imbenici rizika koji se mogu podijeliti na genetske 1 negenetske.

Cimbenicima iz okolifa, odnosno negenetskim &imbenicima, nije moguée objasniti
veci dio gubitka koStane mase u perimenopauzalnih Zena (1,2,3,4,5). Medutim, do sada nije
sa sigurnoS¢u potvrdena uloga genetskih ¢imbenika u gubitku koStane mase (6,7,8,9,10,11).
Osteoporoza je poligenetska bolest s velikim brojem gena i1 njihovih polimorfizama
ukljucenih u izgradnju i razgradnju kosti, organizaciju strukture koStanog tkiva i formiranje
oblika i volumena kosti, preko kojih utjeCu na rizik nastanka osteoporoze i osteoporoti¢nih
prijeloma, zbog Cega je utjecaj jednog gena, odnosno jednog genskog polimorfizma mali i
Cesto teSko detektabilan.

Studije na blizancima unatrag 30-tak godina pokazale su znacajan utjecaj genetskih
¢imbenika na koStanu masu (4,12,13,14,15). Na genetsku podlogu osteoporoze ukazale su i
obiteljske studije, te studije povezanosti BMD-a (engl. bone mineral density = mineralna
gustoca kosti) i kromosomskih regija (,linkage* studije) na Zivotinjama i ljudima, kao i
identifikacija pojedinih gena €ije mutacije uzrokuju neke monogenetske bolesti (kao Sto je
osteoporoza-pseudoglioma sindrom) karakterizirane malom koStanom masom ili pove¢anom
lomljivoséu (16,17,18,19,20,21,22,23,24). , Linkage* studije pokazale su povezanost
genetskih ¢imbenika 1 parametara odgovornih za osteoporoti¢ne prijelome (25,26,27). Vise
puta ucinjeno je i pretraZivanje genoma u cilju pronalaZzenja kromosomskih regija i lokusa
koji su povezani s BMD-om s nekonzistentnim rezultatima. Ioannidis i sur. u meta-analazi u
koju je ukljuceno 9 linkage studija (studije povezanosti koStane mase i kromosomskih regija)
sa Sirokim genomskim pretrazivanjem i velikim brojem ispitanika (11.842), nisu potvrdili
povezanost kromosomskih regija i koStane mase (28). Do sada jo$ nije naden gen koji
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znacajno utjeCe na koStanu masu. Razlozi leZze u velikom broju gena koji utjeCu na koStanu
masu, slabom utjecaju svakog od gena na BMD, moguce i regionalnim razlikama u
distribuciji razli¢itth gena u populaciji 1 njthovom utjecaju na BMD 1 velikoj genuinoj
heterogenosti utjecaja genskih polimorfizama na koStanu masu. Osim toga, dosadasSnje
studije su pokazale da na BMD razlicitih dijelova skeleta utjecu razli¢iti geni ¢iji je utjecaj
pri tome povezan joS i s dobi i spolom (22,29,30). Geni koji reguliraju vr$Snu koStanu masu
razlikuju se od gena koji utjecu na BMD u starijih osoba (31). I na kraju, na lomljivost kosti
osim BMD-a utjeCu i brojni drugi ¢imbenici, medu kojima su struktura i oblik kosti, a na
pojedina obiljeZja kosti kao Sto su duzina vrata bedrene kosti, debljinu vrata bedrene kosti,
Sirinu glave bedrene kosti utjeCu razliCiti geni (32). Pretrazivanje genoma pokazalo je
povezanost nekih kromosomskih regija s razli¢itim parametrima koStane geometrije, a veza je
bila spolno odredena. (33). Pri tome te regije nisu bile povezane s BMD-om.

Od 1994. godine, kada su prvi puta objavljeni rezultati ispitivanja povezanosti
polimorfizma gena za VDR i BMD-a, provedena su brojna ispitivanja utjecaja polimorfizama
razli¢itih gena (ukljucenih u izgradnju kosti, postizanje koStane mase, formiranje i odrZavanje
koStane strukture, pregradnje kosti i oblika kosti) na BMD, rizik nastanka osteoporoze i
osteoporoti¢nih prijeloma. Rezultati ovih ispitivanja su kontradiktorni. Procjenjuje se da je
utjecaj jednog polimorfizma na koStanu masu skroman, svega oko 0,2 do 0,5% , najvise do 2
% (34).

KoStana masa je znacajno povezana s rizikom prijeloma. Procjenjuje se da je oko 60-
85% koStane mase genetski determinirano (35,36). Nasljedna komponenta utje¢e na 70-85%
BMD-a (engl. bone mineral density = mineralna gustoca kosti) kraljeznice, 50-60% BMD-a
kostiju donje tre¢ine podlaktice (37,13,38) i 60-85% geometrije vrata bedrene kosti (6,39).
Drugi vazan parametar kosti povezan s lomljivoS€u je geometrija kosti, koja je takoSer u
visokom postotku genetski odredena, a osim nje vaznu ulogu ugra struktura kosti i
mikroarhitektura. Od 1994. godine do 12.10.2006. godine objavljen je 731 ¢lanak u kojem je
ispitivan odnos 91 gena i BMD-a, a broj gena ¢iji polimorfizmi su ispitivani do rujna 2007.
godine povecao se na 100. Najces¢e je ispitivan odnos BMD-a i polimorfizama gena za
vitamin D receptor (VDR), estrogeni receptor alfa (ERo) i alfa 1 lanac kolagena tipa 1
(COI1A1), a rezultati su kontradiktorni. Utjecaj jednog polimorfizma na BMD je vrlo slab.
Procjenjuje se da geni za VDR, ER i COL1A1 zajedno utjeCu na manje od 5% nasljedne
komponente BMD-a (40). Genetski ¢imbenici znacajno utjeCu na ITM (indeks tjelesne
mase), dob menarhe (41) i menopauze (42) koji su takoder povezani s rizikom nastanka

osteoporoze. Procjenjuje se da je nasljednost razine PTH i 1,25-dihidroksivitamina D 60-
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65%, biljega koStane pregradnje, kao Sto su osteokalcin i koStani izoenzim alkalne fosfataze
29% 1 74% (43).

Jo$ nejasnija je uloga genetskih ¢imbenika u nastanku prijeloma kosti. Ustanovljena
je genetska osnova sklonosti prijelomima koja nije povezana s koStanom masom, $to govori
za utjecaj brojnih drugih ¢imbenika koji utjeCu na rizik prijeloma, kao Sto je pad (u ¢ijoj
osnovi takoder mogu biti i genetski Cimbenici), miSi¢na snaga, ravnoteZza i motoricka
spretnost, te razliciti parametri kvalitete kosti. U Zena u ranom postmenopauzalnom periodu
nadena je i nasljedna komponenta koja utjece na rizik pada, Sto moZe imati posljedice na rizik
prijeloma (44). Populacijske studije su pokazale povecani rizik prijeloma u osoba s
prijelomima kosti u obiteljskoj anamnezi (45,46). ViSe studija pokazalo je obiteljsku
povezanost prijeloma (47,48,49,50,51). Na osnovu studija blizanaca i obiteljskih studija
procijenjeno je da je nasljednost prijeloma 25-35% (52,53). Pri tome Cesto polimorfizmi gena
koji su povezani s BMD-om nisu povezani s rizikom prijeloma (54,55,56). Genetska
povezanost niskog BMD-a i prijeloma je niska (57,58). Cummings je nasao dvostruko veci
rizik prijeloma kuka u bolesnica s osteoporozom ¢ije majke su imale prijelom kuka (59).
Nadeno je da rizik prijeloma raste u kéeri majki koje su prije 50 godine Zivota zadobile
osteoporoti¢ne prijelome (60,61,62). Meta analiza Kanisa 1 sur. pokazala je da je anamneza
prijeloma kuka u roditelja bila povezana sa znaCajnim rizikom kako prijeloma kuka
(RR=1,54), tako i svih osteoporoti¢nih prijeloma (RR=2,27) (63). Kannus i sur. u 25
godis$njoj prospektivnoj longitudinalnoj studiji s 2308 monozigotnih i 5241 dizigotnim
blizanackim parom (15 098 osoba) nisu dokazali utjecaj genetskih ¢imbenika na sklonost
osteoporoti¢nim prijelomima u starijih Zena niti u muskaraca. Procijenili su da je utjecaj
okolisa na sklonost prijelomima preko 60% (64). Medutim, MacGregor i suradnici su iz istih
podataka dobili statisticki znaCajan utjecaj genetskih cCimbenika na rizik nastanka
osteoporoti¢nih prijeloma u musSkaraca (53). Procijenili su da su genetski Cimbenici
odgovorni za oko 35% rizika prijeloma na bilo kojem mjestu u tijelu. Genetska korelacija
izmedu BMD-a i rizika osteoporoti¢nog prijeloma je vrlo niska. Deng i suradnici nisu nasli
statisticki znacajnu genetsku korelaciju izmedu BMD-a i rizika osteoporoti¢nih prijeloma,
utjecaj je bio manji od 1% (65). Andrew i suradnici nasli su povezanost prijeloma podlaktice
s genima koji ne utjeCu na BMD (66). Slicne rezultate dobili su i drugi autori koji su nasli
povezanost nekih gena (VDR, ER, COL1A1) i njihovih polimorfizama s prijelomima, ali ne i
s BMD-om, §to upucuje na postojanje drugih determinanti lomljivosti kosti koje imaju

genetsku osnovu (34,67,68,69,70,71,72).



Van Meurs i suradnici nasli su da LRP5 1330-valin varijanta u muskaraca nosi 60%
vedi rizik osteoporoti¢nih prijeloma, a jednako tako i LRP5 1062-valin varijanta. Nostelji oba
rizi€na alela LRP5 1 LRP6 imali su 140% (p = 0.004) veci rizik u odnosu na one koji nisu
imali ove rizi¢ne alele, Sto “objaSnjava” 10% prijeloma u muskaraca. Rizik prijeloma bio je
neovisan o dobi, visini, tezini i BMD-u. U Zena su ove povezanosti bile slabije izraZene i
manje konzistentne (73).

Po miSljenju E. Seemana progres u genetici koStane lomljivosti je spor, jer je fenotip
slabo definiran (74). Prijelomi su previSe rijetki da bi omogucili detekciju povezanosti s
genima koji reguliraju strukturalne determinante koStane ¢vrstoce, za $to je potreban izuzetno
veliki uzorak ispitanika, koji bi trebao biti ve¢i od 10.000 ispitanika da bi studija imala
dovoljnu statisticku snagu (75).

Osim brojnih studija u kojima je ispitivan utjecaj genskih polimorfizama na BMD u
postmenopauzalnih Zena, ucinjen je i mali broj studija u kojima je ispitivan utjecaj genskih
polimorfizama na BMD u bolesnika sa sekundarnom osteoporozom. Moguce je da osnovna
bolest modificira utjecaj nekog genskog polimorfizma na BMD ili rizik nastanka prijeloma,
pa rezultati ne moraju biti jednaki onim u bolesnica s primarnom osteoporozom, a mogu
pridonijeti boljem razumijevanju patofizioloSkih procesa ukljuenih u proces pojaanog
gubitka koStane mase, odnosno povecanog rizika prijeloma kosti. Takoder, svaki oblik
sekundarne osteoporoze se medusobno razlikuje po patofizioloskim procesima pa je moguce
da 1 genetska osnova razli€ito utjeCe na procese koji uzrokuju nastanak osteoporoze. U
razli¢itim oblicima sekundarne osteoporoze isti geni i genski polimorfizmi mogu vrSiti
razli¢it utjecaj na patofizioloSke procese koji uzrokuju nastanak osteoporoze. S druge strane,
u razli¢itim oblicima sekundarne osteoporoze do izraZaja mogu do¢i razli€iti geni i njihovi
polimorfizmi, tako da razliiti polimorfizmi mogu imati utjecaj na razlicite oblike sekundarne
osteoporoze. Zato je vazno ispitivati genetsku osnovu svakog oblika sekundarne osteoporoze
posebno, a vazno je nakon toga porediti rezultate ovakvih ispitivanja jer bi oni mogli dati
uvid u genetske, ali i negenteske specifiCnosti patogeneze razliCitih oblika osteoporoze.
Hipertireoza je jedan od poznatih i Cestih uzroka sekundarne osteoporoze. Do sada je ucinjen
veliki broj studija u kojima je ispitivana patogeneza razvoja osteoporoze u hipertireozi.

Medutim, malo se zna o genetskoj osnovi sekundarne osteoporoze uzrokovane hipertireozom.



1.1. Definicija osteoporoze

Termin ,,osteoporoza‘ prvi puta se poceo koristiti u Francuskoj i Njemackoj u 20-tim
godinama 19. stoljeca (76). Podrijetlo rijeci je iz grékog jezika od rijeci osteon (kost) i poros
(mala rupa). U prvoj polovini 20. stoljeca (1930-tih godina) Albright je definirao osteoporozu
kao ,,premalo kalcificirane kosti*.

Definicija osteoporoze po Svjetskoj zdravstvenoj organizaciji (SZO) iz 1991. godine
zasnovana je na histoloSkom pregledu bioptata kosti: osteoporoza je sistemska metabolicka
bolest kosti karakterizirana smanjenom koStanom masom i1 promjenama u mikroarhitekturi
kosti Sto dovodi do povecane lomljivosti kosti i povecanja rizika prijeloma (77). Ova
definicija uzima u obzir koStanu masu i kosStanu strukturu. Medutim, biopsija kosti je
invazivna metoda, a histomorfometrijski pregled dobivenog uzorka tkiva kosti moZe se
obaviti samo u rijektim centrima s posebno educiranim osobljem. Proces je skup 1 mnogim
centrima nedostupan, a zahtijeva i odredeno vrijeme za izvodenje (oko mjesec dana), zbog
cega se biopsija kosti kao metoda postavljanja dijagnoze osteoporoze koristi tek u rijetkim
slucajevima. Kompresivni prijelomi trupova kraljezaka histomorfometrijski su povezani sa
smanjenjem volumena trabekularne kosti uzete biopsijom u podrucju krila bo¢ne kosti ispod
15% , dok je u mladih osoba taj volumen 20-30%.

Poceci kosStane denzitometrije su u 1970-tim. Konstruiranje prvih denzitometara
(aparata za mjerenje mineralne gustoce i mineralnog sadrzaja kosti), primjenjivih u klinickom
radu (1987.god.), i njihovo usavrSavanje, te sve CeSCe koriStenje stvorilo je potrebu za
promjenom definicije osteoporoze. Nakon konsenzusa usvojenog na IV Medunarodnom
simpoziju o osteoporozi u Hong Kongu od 1-2. travnja 1993. godine (78), Svjetska
zdravstvena organizacija je 1994. godine prihvatila novu definiciju osteoporoze (79).
Osteoporoza u Zena je definirana prema denzitometrijskom mjerenju, kao vrijednost BMD-a
koja je najmanje 2,5 SD manja od prosjecne vrijednosti za mlade zdrave Zene (T-score < -
2,5).

Ova prakti¢na definicija osteoporoze zasnovana je na denzitometrijskom mjerenju
mineralne gustoce kosti 1 mineralnog sadrzaja kosti. Denzitometrijsko mjerenje mineralne
gustoce kosti (BMD) vrsi se aparatima (denzitometrima) DXA metodom (engl. dual-energy
x-ray absorptiometry = denzitometrija pomoc¢u x-zraka 2 razliCite energije). Rezultati se
iskazuju u apsolutnim vrijednostima u g/cm® i kao T score koji predstavlja odstupanje
rezultata mjerenja od prosjecnog vrSnog BMD-a koji je karakteristiCan za mlade djevojke

(20-25 godina), iskazano u standardnim devijacijama. Rezultati koji su u rasponu T score-a
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izmedu +1 i -1 oznaCavaju normalnu koStanu masu. T score izmedu -1 i -2,5 oznacava
osteopeniju, a T score < -2,5 osteoporozu. Medutim, problem je nedostatak referentne
vrijednosti za djecu, muskarce i razli€ite etnicke skupine.

Ova definicija omoguc¢ila je masovno koriStenje denzitometrije kao osnovne
dijagnosticke metode, ¢ime je denzitometrija postala ,zlatni standard“ u dijagnostici
osteoporoze. Obzirom da je denzitometrija brza, neinvazivna metoda s minimumom zracenja
(4-6 mRem-a), relativno precizna (greSka mjerenja je 1-2%) 1 reproducibilna metoda,
usvajanje ove prakticne definicije omoguc¢ilo je masovno KkoriStenje denzitometrije u
dijagnostici osteoporoze i prac¢enju ucinka lijeCenja. Medutim, ubrzo su uslijedile primjedbe i
inicijative za promjenu definicije zasnovane na Ccinjenici da BMD nije jedini vaZan
predskazatelj osteoporoti¢nih prijeloma i da u obzir treba uzeti i kvalitet kosti (80,81).
UvaZavajuc¢i potrebu da se naglasi 1 komponenta kvalitete kosti u mehanizmu nastanka
osteoporoti¢nih prijeloma Americki institut za zdravlje usvojio je 2000. god. (NIH
konsenzus) novu definiciju osteoporoze u kojoj se osim smanjene koStane mase navodi i
promijenjena mikroarhitektura kosti i kvalitet kosti koji uzrokuju smanjenu ¢vrstocu kosti i
vecu lomljivost (82). ,,Osteoporoza je definirana kao koStani poremecaj karakteriziran
smanjenom ¢vrstoom kosti koja povecava rizik prijeloma. KoStana ¢vrstoa primarno
reflektira integraciju koStane gustoCe i kvaliteta. KoStana gustoca je izrazena u gramima
minerala po povrsini ili volumenu. Kostani kvalitet je definiran arhitekturom, pregradnjom,
nakupljanjem oSte¢enja 1 mineralizacijom. Osteoporoza je znaCajan cimbenik rizika
prijeloma, pa se prijelom dogada kada sila koja uzrokuje oStecenje, kao §to je trauma, djeluje
na osteoporoti¢nu kost*.

Centralni problem u osteoporozi je povecana lomljivost kosti. Dva su osnovna uzroka
povecane lomljivosti: jedan je smanjena koStana masa, a drugi smanjen kvalitet kosti.
Kvalitet kosti je sloZzen pojam, jo$ uvijek do kraja nerazraden, ali pod njim se
podrazumijevaju sva svojstva kosti koja utjeCu na koStanu lomljivost, osim koStane mase.
Kvalitet kosti obuhvaca:

- strukturu kosti

- debljinu korteksa

- broj kosStanih gredica

- debljinu kostanih gredica

- usmjerenje koStanih gredica

- broj mikrofraktura koStanih gredica

- brzinu kostane pregradnje
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Znacajan je i utjecaj geometrije kosti na njenu lomljivost.

Jo$ sloZenije je pitanje endostealnog remodeliranja i periostalne apozicije kosti, te
volumena kosti formirane i resorbirane po svakoj BMU (engl. basic multicellular unit =
bazi¢noj multicelularnoj jedinici) koji znaCajno utjeCu na cvrstoc¢u kosti, odnosno njenu
lomljivost.

U nekim ispitivanjima povezanosti polimorfizama pojedinih gena i BMD-a te
prijeloma kostiju nadena je povezanost polimorfizama s lomljivo$¢u, a bez znacajne
povezanosti s BMD-om (54,55,56,57,58). Ispitivanje utjecaja niskog BMD-a na lomljivost
kosti u bolesnika sa steroidnom osteoporozom pokazalo je da je niski BMD bio skroman
prediktor prijeloma (83). Stovise, u bolesnika s Crohnovom bole$¢u prijelomi kraljezaka
dogadaju se jednakom ucestaloS¢u u bolesnika s niskim BMD-om, kao u bolesnika s
normalnim BMD-om. Porast indeksa tjelesne mase, C-reaktivnog proteina 1 razine
paratireoidnog hormona imao je prediktivnu vrijednost za nastanak prijeloma kraljezaka, a ne
niski BMD (84). Takoder, ispitivanja u¢inka alendronata u lijeCenju osteoporoze pokazala su
znacajno vecu povezanost s prijelomima nego s BMD-om. Samo 16% smanjenja rizika
vertebralnih prijeloma objaSnjivo je promjenom BMD-a kraljeznice, Sto ukazuje na
postojanje drugih ¢imbenika rizika vaznih za nastanak prijeloma, a koji su iz grupe svojstava
obuhvacenih terminom kvalitete kosti (85). Procjenjuje se da je utjecaj niskog BMD-a na
nastanak osteoporoti¢nih prijeloma vrlo skroman. Oko 10-44% specificnih tipova
osteoporoti¢nih prijeloma mozZe se pripisati niskom BMD-u, a samo oko 15% svih
osteoporoti¢nih prijeloma moZe se povezati s niskim BMD-om (86). Razli¢ita svojstva kosti,
kao Sto su: BMD, promjer kosti, nagib vrata bedrene kosti, debljina kortikalne kosti, broj
trabekula i njihova usmjerenost, brzina koStane pregradnje i sl. povezana su s razli¢itim
genima 1 njihovim SNP-ovima (engl. single nucleotide polymorphism = polimorfizam jednog
nukleotida). Geni koji su povezani s osteoporoticnim prijelomima i oni koji su povezani s
BMD-om nisu nuzno isti (87).

Sve viSe je ispitivanja u kojima se u obzir uzimaju biomehanicka svojstva kosti, a
koStana pregradnja promatra kao nuzan mehanizam procesa prilagodbe koStane strukture i
mikroarhitekture kosti sili gravitacije kao i dominantnih miSi¢nih sila koje djeluju na kost 1
stimuliraju njenu pregradnju (88,89,90,91). Radi se o sloZenom mehanizmu ¢ije dijelove jo§
uvijek dovoljno ne poznajemo, ali to podrucje obec¢ava dodatne vazne spoznaje o lomljivosti

kosti u bolesnika s niskom koStanom masom, odnosno osteoporozom.
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1.2. Epidemiologija osteoporoze

Podaci o ucestalosti osteopenije i osteoporoze razlikuje se od zemlje do zemlje.
Procjenjuje se da oko 8% stanovniStva razvijenih zemalja boluje od osteoporoze. Oko 80%
bolesnika s osteoporozom su Zene, a oko 20% muskarci. Procjenjuje se da u SAD oko 54%

postmenopauzalnih Zena imaju osteopeniju, a 30% osteoporozu (92).

Centralni problem osteoporoze su osteoporoti¢ni prijelomi. Procjenjuje se da ¢e do

kraja zivota oko 30% zZena i 12% muskaraca zadobiti osteoporoti¢ni prijelom neke kosti (72).

DoZivotni rizik za bilo koji prijelom u postmenopauzalnih bijelih Zena u SAD je oko
70%. Za prijelom kuka, kraljeSka 1 palcane kosti rizik je oko 40% za bijele Zene 1 oko 13% za
muskarce. Za prijelom vrata bedrene kosti rizik je oko 17-18% u postmenopauzalnih Zena i
6% u muskaraca (91,93,94). Oko 32% Zena i 17% muskaraca koji Zive do 80 godine zadobiti
¢e prijelom vrata bedrene kosti. Rizik za prijelom trupa kraljeska u bijelih Zena je oko 35%, a
17% za Collesovu frakturu (91,95). Prijelom vrata bedrene kosti povezan je s jednogodiSnjim
rizikom smrti od 15-25%. 1 u slucaju klinickih prijeloma trupova kraljezaka, kada se
bolesnici zbog njih moraju hospitalizirati, takoder je povecan rizik smrti (96,97). U SAD i
Skandinaviji incidencija prijeloma je ve¢a nego u Centralnoj Europi.

Podaci o prijelomima znatno se razlikuju od studije do studije ovisno o nacinu
prikupljanja podataka o prijelomima, metodama 1 kriterijima dijagnosticiranja prijeloma.
Najvece su pogreske u procjeni prijeloma trupova kraljezaka. Znacajno se razlikuju podaci
dobiveni na osnovu anamnesti¢kih podataka o pogrbljenosti i smanjenju tjelesne visine od
podataka dobivenih mjerenjem visine tijela 1 na kraju radioloske dijagostike trupova
torakalnih i slabinskih kraljeZaka. Najobjektivnija metoda je radioloska. Medutim, i u
radioloskoj procjeni postojanja kompresivnih fraktura trupova kraljezaka koriste se razlicite
metode, a mjerenja se mogu vrsiti semiautomatizirano ili ruc¢no, Sto takoder utjece na
preciznost i pouzdanost dobivenih podataka. Razvijene su razliite metode za procjenu
postojanja kompresivnih prijeloma trupova kraljeZzaka. RadioloSka dijagnostika prijeloma
trupova kraljezaka moze se izvoditi po Genantu, Eastell-Meltonu, McCloskey-Kanisu,
Hedlund-Gallagher-u i drugim autorima (98,99,100,101,102,103,104). Razlikuju se tri tipa
deformiteta: klinasti oblik, bikonkavni deformiteti 1 kompresija cijelog kraljeska. Moguce je
koristiti 1 kompjuteriziranu tomografiju i/ili magnetsku rezonancu u dijagnostici prijeloma i
procjeni stupnja kompresivnih prijeloma trupova kraljezaka, ali se ove metode ne koriste u

epidemioloskim ispitivanjima.

13



Siris 1 sur. ispitivali su jednogodis$nji ishod neprepoznate osteoporoze na nastanak
prijeloma. Ispitivanje je provedeno medu 200.160 ambulantno vodenih Zena dobi 50 godina
ili viSe, koje do tada nisu imale dijagnosticiranu osteoporozu. Po kriterijima SZO 39.6%
imalo je osteopeniju (T score od -1 do -2,49), a 7.2% imalo je osteoporozu (T score <-2,5).
Denzitometrija je ucinjena u podrucju pete, prsta i podlaktice. Rezultati su pokazali da je
osteoporoza bila povezana sa stopom prijeloma priblizno 4 puta ve¢om nego normalni BMD
(rate ratio, 4.03; 95% confidence interval [CI], 3,59-4,53), a osteopenija s 1,8 puta veCom
stopom (95% CI, 1,49-2,18) (105).

Lindsey i sur. pokazali su da se prevalencija prijeloma u populaciji brzo povecava
unato¢ tretmanu kalcijem i vitaminom D. Zene s osteoporozom bez prijeloma imale su 7,7%
rizik za nastanak vertebralnih prijeloma tijekom godinu dana. Poslije 5 godina 33% ce razviti
vertebralne prijelome, od kojih ¢e 11% imati >2 prijeloma. Poslije 10 godina 55% ¢e imati
prijelome kraljeZaka, od kojih ¢e 29% imati >2 prijeloma. Smanjenje rizika prvog prijeloma
sa 8% na 2% smanjuje 5-godiSnju incidenciju prijeloma sa 33% na 10% (106).

Prema podacima Pecine i suradnika u Hrvatskoj je 2005. godine bilo 5489 prijeloma
kuka od kojih su 382 bolesnika (6,96%) umrla zbog komplikacija prijeloma. Ukupno je
97,38% bolesnika koji su umrli bilo starije od 65 godina (107). Nije poznato kolika je
prevelanecija osteoporoze i incidencija osteoporoti¢nih prijeloma u nasoj zemlji, ali iz ovih
podataka je vidljivo da je visoka dob povezana s jasno povecanim rizikom smrtnog ishoda u
osoba s prijelomom kuka.

DozZivotni rizik prijeloma kuka u nekim Europskim zemljama prema podacima IOF

(The International Osteoporosis Foundation) iz 1997. godine iznosio je:

DrZzava Zene muskarci
Svedska 19 % 13 %
Island 12 % 6 %
Svicarska 8 % 5%
Velika Britanija 7 % 3%
Finska 7 % 5%
Bivsa SR Njemacka 6 % 3%
Nizozemska 6 % 3%
Poljska 4 % 3%
Jugoslavija 4 % 4 %
Portugal 3% 3%
Malta 3% 2 %
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Vidljivo je da je rizik prijeloma kuka bio najvec¢i na sjeveru Europe, a da se prema
jugu smanjivao, Sto joS uvijek nije razjaSenjeno. Moguce je da je jaci deficit vitamina D na
sjeveru barem dijelom odgovoran za ovakvu distribuciju rizika prijeloma.

Incidencija prijeloma kuka u svijetu, na tisu¢u stanovnika iznosi:

* SAD: 1/1000

e Japan: 0,4/1000

*Finska:

—11/1000  >70 god.
—200/1000 >80 god.
—<500/1000 >90 god.

« Svedska: 50/1000

*Hong Kong: 13/1000

* Poljska: 5/1000

* Malta : 5/1000

Broj prijeloma kosti u Europi 1997 iznosio je:

* kuk: 407.000

* kraljesci: 270.000

* donji dio palcane kosti: 340.000

Prema rezultatima EVOS studije: 12,2% osoba starijih od 50 god. ima 1 ili viSe
radioloski dijagnosticiranih deformiteta kraljeZaka, jednako u oba spola (108). Do 65. godine
deformiteti trupova kraljezaka ¢es¢i su u muskaraca, a nakon 65 godine u Zena. Deformiteti
najces¢i su rubni deformiteti odnosno klinasti oblik kraljeSka, dok su rjedi bikonkavni
kraljesci, a najrjedi su deformiteti u obliku zdrobljenog, komprimiranog kraljeska. Vecina
bolesnika s deformitetima trupova kraljeZzaka imaju jedan tip deformiteta (80%), rjede su oni
kombinirani. Frekvencija deformiteta nije povezana s tipom deformiteta. Prijelomi kraljezaka
u Zena starijih od 50 godina predstavljaju znaCajan Cimbenik rizika za prijelom kuka
(RR:4,5), dok nisu prediktori prijeloma kostiju distalnog dijela podlaktice. U muskaraca
prijelomi kraljeZaka nisu prediktori nastanka prijeloma kuka (109). U Europi se tek 1/8
(12,5%) prijeloma kraljezaka se dijagnosticira, dok se u SAD se dijagnosticira <1/3 prijeloma

kraljezaka (110). Predvida se znac¢ajan porast broja prijeloma u budu¢nosti (Slika 1).
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Slika 1. Projekcija porasta broja prijeloma kuka prema predvidanjima IOF-a iz 1997.
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1.3. Etiologija osteoporoze

Osteoporoza nastaje kao posljedica pojacane koStane razgradnje i/ili usporene
izgradnje kosti. RazliCiti su uzroci i mehanizmi nastanka osteoporoze, odnosno gubitka
kosStane mase i naruSavanja kvalitete kosti. KoStana pregradnja je slozen proces koji ukljucuje
interakciju unutarnjih 1 vanjskih ¢imbenika modificiranu genetskim cimbenicima. Ova
interakcija djeluje na aktivnost koStanih stanica, osteoblasta 1 osteoklasta.

Nasljedna komponenta obuhva¢a niz gena ukljuCenih u regulaciju aktivnosti
osteoblasta i osteoklasta, odnosno enzima uklju¢enih u biosintezu proteina, razgradnju
organskog ili anorganskog matriksa, mikroarhitekturu kosti, geometriju i volumen kosti.

Cimbenici iz vanjske sredine, odnosno negenetski ¢imbenici koji utje¢u na kostanu
masu i lomljivost kosti su: Zenski spol, starija dob, puSenje, alkohol, crna kava, imobilizacija,
razli¢ite bolesti i lijekovi. Vazni ¢imbenici koji utjeCu na formiranje vrSne koStane mase su

unos kalcija, ekspozicija sunevom svjetu i tjelesna aktivnost.

Etiopatogeneza osteoporoti¢nih prijeloma je sloZzena. U njoj ucestvuju vanjski i
unutarnji ¢imbenici. Pad je osnovni vanjski ¢imbenik nastanka osteoporoti¢nih prijeloma.
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Vaznost pada vidljiva je iz rezultata EPOS studije, koja je pokazala da razlike u rezultatima
ucestalosti osteoporoticnih prijeloma izmedu 30 centara u Europi dijelom ovise i o ucestalosti
pada, ¢ime se moZe objasniti 24%, 14% 1 6% varijacija incidencije prijeloma distalne
podlaktice, prijeloma gornjih i donjih ekstremiteta izmedu razli¢itih centara (111).
Zakljuc¢eno je da BMD sam ne moZe biti koriSten za razlikovanje izmedu rizika prijeloma
gornjih ekstremiteta u populaciji bez uvazavanja varijacija u riziku pada specificnih za
populaciju i drugih ¢imbenika. Ove varijacije mogu reflektirati zajednicke ¢imbenike okolisa
ili moguce genetske cCimbenike koji ucestvuju znafajno u riziku prijeloma gornjih
ekstremiteta u Zena. (112). Uzroci i mehanizam pada takoder su slozeni. Osim nepredvidivih
okolnosti iz okoliSa koje mogu utjecati na pad, neke okolnosti su predvidive, a brojni su
,unutarnji* ¢cimbenici od strane organizma same osobe koji mogu povecati rizik pada, kao Sto
su: poremecaj ravnoteZe (uzrokovan razliCitim uzrocima), slabovidnost, nagluhost,
invalidnost, teSke iscrpljuju¢e kronicne bolesti, epilepsija, neuroloske bolesti pracene
poremecajem ravnoteZe i koordinacije pokreta te otezanim kretanjem i druga patoloska

stanja. Medu ostalim nadena je povezanost i s nekim genskim polimorfizmima (113).

Cimbenici rizika za nastanak osteoporoti¢nih prijeloma od strane kosti su: niska
koStana masa, geometrija kosti, kvalitet kosti 1 genski polimorfizmi (114,115).

Najces¢i uzrok ubrzane razgradnje kosti i nastanka osteoporoze je deficit spolnih
hormona, i u Zena i u muskaraca, mada sam deficit spolnih hormona nije dovoljan da dovede
do osteoporoze, jer se osteoporoza ne razvija u svih postmenopauzalnih Zena. U musSkaraca je
takoder, deficit muskog spolnog hormona vodeéi uzrok osteoporoze. Medutim, u muskaraca
ne dolazi do naglog smanjenja razine testosterona, kao Sto se dogada s razinom estrogena u
Zena u perimeopauzi i postmenopauzi, nego se sekrecija testosterona postupno smanjuje
tjekom starenja pa se i BMD smanjuje postupno. S druge strane, deficit testosterona javlja se
znatno kasnije nego menopauzalni deficit estrogena u Zena. Zato se 1 osteoporoza uzrokovana
deficitom spolnih hormona u muskaraca javlja kasnije i u manjeg broja muskaraca, nego u
Zena. Osim testosterona na koStanu masu u muskaraca, takoder znaCajan utjecaj imaju i
estrogeni. Moguce da je utjecaj estrogena na koStanu masu u musSkaraca i veci nego
testosterona. To pokazuju studije u kojima je deficit aromataze, enzima koji katalizira
konverziju testosterona u estradiol, za posljedicu imao osteoporozu u muskarca, a primjena
estradiola u terapiji osteoporoze u muskarca s deficitom aromataze uzrokovala je znacajan
porast koStane mase (116,117,118,119,120,121,122,123,124,125). Transdermalna primjena

estrogena u terapiji bolesnika s osteoporozom i karcinomom prostate takoder uzrokuje porast
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kostane mase (126). Na ubrzani gubitak koStane mase i nastanak osteoporoze djeluju i neke
Stetne navike, kao $to su:

- puSenje

- alkohol

- crnakava

- nekretanje

PuSenje djeluje kao Cimbenik rizika na nastanak osteoporoti¢nih prijeloma. Meta-
analiza Kanisa 1 sur. sacinjena iz 10 studija na uzorku od 59,232 muskaraca i Zena pokazuje
da je utjecaj pusenja na rizik prijeloma veci nego Sto se moze objasniti BMD-om, §to znaci
da pusSenje djeluje negativno i na kvalitet kosti. NiZim BMD-om moZe se objasniti samo 23%
rizika prijeloma povezanih s puSenjem. Utjecaj puSenja na rizik prijeloma jace je izraZzen u
muskaraca za sve ispitivane regije, osim za kuk. BivS$i pusaci imaju vec¢i rizik prijeloma nego
nepusaci, ali manji od osoba koje su pusSile u vrijeme ispitivanja (127).

Kanis i sur. ucinili su takoder i meta-analizu sacinjenu iz 3 studije na 5,939
muskaracai 11,032 Zena vezanu za konzumiranje alkohola i utjecaj na BMD i prijelome. [ u
ovom slu¢aju utjecaj na prijelome nije se mogao jednostavno objasniti preko utjecaja na
BMD i bio je znacajniji od utjecaja na BMD. Povezanost uzimanja alkohola i prijeloma javlja
se u osoba koje konzumiraju viSe od 2 jedinice alkohola dnevno i nije linearna, a nije
povezana s dobi i spolom (128).

Albrand 1 suradnici proveli su ispitivanje s ciljem da identificiraju neovisne prediktore
svih osteoporoti¢nih prijeloma u zdravih postmenopauzalnih Zena. Pratili su prosjecno 5,3
godine 672 zdrave Zene prosjecne dobi 59 godina. Incidencija osteoporoti¢nih prijeloma bila
je 21/1000. Identificirali su 7 neovisnih prediktora osteoporoti¢nih prijeloma: dob > 65
godina, biv§i padovi, ukupna mineralna gusto¢a u podrucju kuka (BMD) < 0,736 g/cmz,
snaga stiska lijeve Sake < 0,60 bar, prijelomi u majke, slaba tjelesna aktivnost i prethodni
prijelomi nakon slabe traume. Nasuprot tome, tjelesna teZina, gubitak tjelesne tezine, pusenje,
neuromuskularna koordinacija i hormonsko nadomjesno lijecenje nisu bili neovisni prediktori
svih osteoporoti¢nih prijeloma. Po miSljenju autora, ovi ¢imbenici Cini se da reflektiraju
kvalitet koStane strukture (prethodni osteoporoti¢ni prijelomi), stil Zivota (tjelesna aktivnost),
miSi¢nu funkciju i opcenito zdravlje osobe (snaga stiska Sake), nasljednost (prijelomi u

majke), padove i starenje (129).
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1.4. Podjela osteoporoze

Po klasifikaciji Svjetske zdravstvene organizacije osteoporoza se moZze podijeliti na
primarnu i sekundarnu. Primarna osteoporoza je najceS¢i oblik osteoporoze, a dijagnoza se
postavlja kada drugi poznati uzroci osteoporoze nisu prisutni. Ona je definirana takoder i
prema dobnim skupinama. Sekundarna osteoporoza povezana je s drugim bolestima ili
lijekovima. Razli¢iti ¢imbenici mogu uzrokovati sekundarnu osteoporozu. Sekundarna
osteoporoza dogada se u skoro 2/3 muskaraca s osteoporozom, vise od polovine
premenopauzalnih 1 perimenopauzalnih Zena s osteoporozom 1 oko petine postmenopauzalnih

Zena s osteoporozom (130). (Tablica 1.).

Tablica 1. Klasifikacija osteoporoze prema Svjetskoj zdravstvenoj orgranizaciji:

I Primarna osteoporoza:
1. Juvenilna (u djecaka i djevojCica pretpurbertetske dobi, spontano se zaustavlja s
pocetkom puberteta)
2. Idiopatska (u mladih odraslih osoba, nepoznatog uzroka)
3. Postmenopauzalna (kasna komplikacija postmenopauzalnog deficita estrogena,
dogada se 15-20 godina nakon menopauze)
4. Senilna (viSe od 20 godina nakon menopauze, odnosno poslije 70 godine)
II Sekundarna osteoporoza
1. Endokrinoloske bolesti
a) hipertireoza
b) hiperparatireoidizam
¢) Cushingov sindrom
d) hipopituitarizam
e) diabetes mellitus — tip 1
f) hipogonadizam
g) prolaktinom
2. Bolesti koStane srzi:
a) multipli mijelom
b) leukemije

¢) metastatske bolesti
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d) Gaucherova bolest
e) talasemija
3. Kronic¢ne bolesti:
a) uremija
b) anorexia nervosa
¢) mastocitoza
d) Crohnova bolest i druge crijevne bolesti s malapsorpcijom
e) reumatoidni artitis
f) imobilizacija
g) ciroza jetre
4. Deficitarna stanja:
a) nedostatak vitamina D
b) nedostata vitamina C
¢) nedostatak kalcija
5. Urodene greske metabolizma:
a) homocistinurija
b) osteogenesis imperfecta
6. Lijekovi i neke druge tvari
a) hormoni Stitnjace kada se daju u tireosupresivne svrhe
b) glukokortikosteroidi
¢) antiepileptici
d) heparin
e) imunosupresivi

f) alkohol

Po Konsenzusu Americ¢kog instituta za zdravlje iz 1984. godine primarna osteoporoza
je poremecaj povezan s dobi karakteriziran smanjenom koStanom masom sa povecanom

sklonoS§¢u prijelomima u odsustvu drugih prepoznatljivih uzroka gubitka kosti (131).

Po Klasifikaciji Mayo klinike (132) iz 1986. godine, osteoporoza se moze klasificirati u

tip L' tip II:

e Tip I — postmenopauzalna osteoporoza — pogada Zene poslije menopauze u dobi od
55 do 75 godina, (omjer Zene: musSkarci = 6:1) 1 povezana je se prijelomima

kraljeznice 1 podlaktice
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e Tip I — osteoporoza povezana sa starijom dobi ili senilna osteoporoza — pogada
muskarce i Zene (omjer Zene:muskarci = 2:1) starije od 70 godina i povezana je s

prijelomima kuka i kraljeZnice

Svaki tip osteoporoze ima niz specificnosti: posebnu epidemiologiju i patofizoloske
mehanizme, poseban mehanizam povecanja lomljivosti kosti 1 rizika nastanka prijeloma na

specifiénim mjestima.

U tipu I prvenstveno se gubi trabekularna kost, dok se u tipu II dominantno gubi

kompaktna kost.

1.5. Patofiziologija osteoporoze

1.5.1. Struktura kosti

Kostano tkivo je gradeno od koStanog matriksa i koStanih stanica. KoStani matriks je
graden od organske i anorganske komponente. Organski matriks sacinjava dominantno tip I
kolagena. Kolagen je odgovoran za elasti¢nost, fleksibilnost i1 snagu kosti na djelovanje sila
vlaka. Osim kolagena organski matriks manjim dijelom (10-15%) sacinjavaju i joS neke
molekule kao $to su: proteoglikani (glukozamini: hondroitin sulfat i heparin sulfat),
osteonektin, alkalna fosfataza, fibronektin, trombospondin, vitronektin, osteopontin, koStani
sijaloprotein, osteokalcin (koStani gla-protein), matriks gla-protein (MGP), protein S.
Anorganski matriks sacinjen je od kristala hidroksiapatita (Ca;o(PO4)sOH>) koji je uloZen
izmedu niti kolagena. Ovaj anorganski matriks daje kosti krutost, tvrdo¢u i snagu da izdrZzi
djelovanje sila tlaka (kompresije). Razli¢ita raspodjela organskog i anorganskog matriksa u
trabekularnom 1 kompaktnom koStanom tkivu rezultira i razliitim svojstvima ova dva tipa

kosti.
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U kosStanom tkivu nalaze se 4 tipa koStanih stanica: osteoblasti, osteociti, pokrovne
stanice (engl.: lining cells) i osteoklasti. Osteociti i pokrovne stanice nastaju od osteoblasta
koji su mezenhimalnog podrijetla (133). Osteoblasti se diferenciraju iz mati¢nih
mezenhimalnih stanica pod utjecajem citokina: BMP, TGF-B, IL. PPARY potice
diferencijaciju mati¢ne mezenhimalne stanice u smjeru adipocita, a sprijeCava njenu
diferencijaciju u smjeru osteoblasta.

Na osteoblastima, ali ne i na osteoklastima, nalazi se LRP5 (engl. low desity
lipoprotein-receptor-related protein 5 = protein povezan s receptorom za lipoproteine niske
gustoc¢e) koji je kljucni regulator koStanog metabolizma, a svoj utjecaj ostvaruje preko Wnt
signalnog puta (134,135). On ima centralnu ulogu u osteoblastogenezi i determinaciji koStane
mase. Mutacija s gubitkom funkcije gena za LRP5 (engl. loss-of-function) uzrokuje
osteoporozu. Poznata su 2 polimorfizma gena za LRP5, A1330 i V667M, povezana s BMD-
om, a Ciji utjecaj na koStanu masu je jaCe izrazen u muSkaraca (136,137,138). Na
osteoblastima se nalaze i1 drugi receptori, kao Sto su receptori za PTH (PTHR) i vitamin D
(VDR), preko kojih se odvija regulacija proliferacije i funkcije osteoklasta (tako Sto potaknuti
osteoblati luce medijatore kojima djeluju na proliferaciju i funkciju osteoklasta),

Osteoklasti se diferenciraju iz stanica monocitno-makrofagnog podrijetla (139). Dva
su signalna puta vaZna u diferencijaciji osteoklasta. Jedan se aktivira M-CSF-om (engl.:
macrophage colony-stimulating factor = makrofagni ¢imbenik koji poti¢e kolonije) kojeg
luce okolne stromalne stanice. Drugi vaZzan signalni put za diferencijaciju osteoklasta aktivira
se kada se RANKL [receptor activator of nuclear factor-B (RANK) ligand = cirkulirajuca
molekula koja se veZe za receptor koji aktivira nuklerani ¢imbenik-B], ¢lan TNF obitelji,
veze za RANK (receptor koji aktivira nuklerani ¢cimbenik-B) na membrani osteoklasta. Vise
transkripcijskih ¢imbenika su ukljueni u diferencijaciju osteoklasta nakon aktivacije
navedenih puteva: MITF (engl.microphthalmia-associated transcription factors =
transkripcijski ¢imbenik povezan s mikoroftalmijom), TFE3 (engl. transcription factor E =
transkripcijski ¢imbenik E), TFEB, TFEC (140). MITF regulira gene vazne za osteoklastnu
funkciju kao TRAP (engl. tartrate-resistant acid phosphatase = kisela fosfataza rezistentna na
tartarat), katepsin K i OSCAR (engl. osteoclast-associated receptor = receptor pridruZen
osteoklastima), a mozZe regulirati 1 druge transkripcijske ¢cimbenike vaZzne u osteoklastogenezi

kao $to su PU.1 i c-Fos.

Osteoblasti sintetiziraju i secerniraju organski matriks za novu kost, koji uglavnom
sadrzi kolagen (141). Oni formiraju sloj osteoida na preegzistentnoj mineraliziranoj povrsini

kosti. Kada se sloj osteoida potpuno formira dolazi do njegove mineralizacije koja traje 10
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dana. Osteoblasti sintetiziraju i izlu¢uju alkalnu fosfatazu i osteokalcin. Zivot osteoblasta
iznosi od 3 mjeseca do 1.5 godinu. Kako formiranje kosti napreduje tako osteoblasti zaostaju

uklopljeni u kost kao osteociti ili zaostaju na povrSini kao pokrovne stanice.
Osteociti nemaju sposobnost lucenja matriksa.

Pokrovne stanice (zaostale povrSinske stanice) mogu secernirati enzime Kkoji

razgraduju tanku zonu kosti dovoljnu da dozvoli osteoklastima koStanu resorpciju.

Funkcija osteoklasta je resorpcija kosti. Resorpcija kosti je fizioloski proces koji je
dio pregradnje kosti, a povezan je s koStanom izgradnjom. Zivotni vijek osteoklasta je oko 7
tjedana. Oni svoju aktivnost obavljaju u komunikaciji i koordinaciji s osteoblastima.
Osteoklasti izluuju solu kiselinu kojom razgraduju anorganski matriks i enzime kojima
razgraduju organski matriks kosti. Prosjecno trajanje resorpcije kosti u jednom resorpcijskom

mjestu traje oko 4 tjedna.

Dva su osnovna tipa grade koStanog tkiva: spuzvasta (trabekularna kost) i kompaktna
kost. Od trabekularne kosti uglavnom su izgradeni kraljesci i epifizni dio velikih zglobova,
dok je od kompaktne kosti sacinjen korteks dugih kostiju. Oko 80-90 % volumena
kompaktne kosti je mineralizirano, dok je 15-25 % trabekularne kosti mineralizirano. Rezutat
je da se najveci dio metabolizma kosti odvija u trabekularnoj kosti, dok kortikalna kost ima

prvenstveno mehanic¢nu i protektivnu funkciju .

Dok je trabekularna kost izgradena od guste mreZe koStanih gredica, kompaktna kost

je lamelarne grade. Raspodjela ova dva tipa koStanog tkiva po regijama je slijedeca:
- trup kraljeska: 66% trabekularna, 34% kortikalna kost
- distalni radius: 20% trabekularna, 80% kortikalna kost
- kuk:
- vrat bedrene kosti: 20% trabekularna, 80% kortikalna kost
- trohanter: 50% trabekularna, 50% kortikalna kost
- Wardov trokut:  visok postotak trabekulrane kosti (nije precizno

odreden) (142,143)
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1.5.2. Kostana pregradnja

Proces razgradnje i izgradnje kosti na istom podrucju predstavlja jedinstven, povezan
i koordiniran proces kosStane pregradnje koji se odvija u jednoj jedinici koStane pregradnje.
On ima dvostruku ulogu: omogucuje odrzavanje kvalitete kosti i s druge strane omogucuje
aktivnu prilagodbu strukture kosti najées¢em djelovanju sila vlaka i tlaka ¢ime se koStano
tkivo promjenama svoje strukture prilagodava potrebama koje namece tjelesna aktivnost i
uobicajeni polozaj tijela, odnosno gravitacijska sila. Proces pregradnje kosti odvija se kroz
lokalne jedinice pregradnje kosti i traje doZivotno. U skeletu se nalazi oko milijun takvih
jedinica koStane pregradnje u razli€itim stadijima aktivnosti. » Stara” kost se resorbira, a na
njeno mjesto dolazi novoformirana kost. Jedan ciklus unutar kojeg se kompletan skelet
pregradi traje oko 10 godina. Tijekom 10 godina kompletna stara kost zamijeni se novom
kosti. Proces koStane pregradnje je od izuzetnog znaCaja za odrzanje kvalitete Kkosti, jer
omogucuje zamjenu stare kosti koja ve¢ trpi od zamora materijala novom svjezom kosti,
omogucuje uklanjanje mikrooSte¢enja, frakturiranih koStanih gredica i njihovu zamjenu
novim koje slijede dominantne sile tlaka i vlaka. Tako se aktivno mijenja struktura kosti i
prilagodava djelovanju dominantnih sila vlaka i tlaka, ¢ine¢i kost manje lomljivom. U
prosjecnom skeletu svakih 10 sekundi zapocinje pregradnja u jednoj jedinici koStane
pregradnje, a u drugoj se zavrSava (144). U svakom trenutku oko 20% povrSine trabekularne
kosti je u fazi remodeliranja, a remodeliranje ¢e se dogoditi u prosjeku svakih 2 godine. To je
poznato kao frekvencija aktivacije (145). U trabekularnoj kosti prosjecan ciklus pregradnje u
jednoj jedinici koStane pregradnje traje 3-6 mjeseci (146). U kortikalnoj kosti pregradnja

kosti je sporija i traje duZze.

KoStana pregradnja regulirana je hormonskim, nutritivnim, metabolickim 1
mehani¢kim ¢imbenicima, a regulacija se odvija preko citokina i u tijesnoj komunikaciji
osteoblasta i osteoklasta. Od hormona koji aktivno reguliraju pregradnju kosti centralno
mjesto zauzimaju paratireoidni hormon (PTH) 1 vitamin D, a vaZzan je i utjecaj spolnih
hormona (prvenstveno estradiola), hormona Stitnjace, kalcitonina, hormona Stitnjace,

hormona rasta, IGF-1 i kortizola.

PTH i vitamin D su glavni regulatori metabolizma kalcija i koStane pregradnje.
Njihovo djelovanje je medusobno povezano. PTH je hormon paratireoidnih Zlijezda koje

pomocu -kalcij-senzing receptora” (receptora koji registira razinu kalcija u krvi) registriraju
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porast kalcemije. Porastom kalcemije dolazi do aktivacije ovih receptora Sto za posljedicu
ima inhibiciju sinteze i lu¢enja PTH i sniZenje kalcemije do normalne razine. Na
hipokalcemiju paratireoidne Zlijezde reagiraju pojaCanom sintezom 1i izlu¢ivanjem PTH koji
djeluje na pojacanje aktivne apsorpcije kalcija u dvanaestniku i jejunumu, te uzrokuje
pojacanu resorpciju kosti i pojacanu reapsorpciju kalcija u sabirnim kanali¢ima tubula
bubrega. Na taj nacin uzrokuje porast razine kalcija u krvi. Na kost djeluju preko receptora za
PTH koji se nalaze na povrSini osteoblasta, a nakon vezanja za receptor dolazi do aktivacije
osteoblasta 1 lu¢enja medijatora koji djeluju na osteoklaste aktivirajuci ih Sto dovodi do

pojacane resorpcije kosti i oslobadanja kalcija u krv.

Vitamin D ne djeluje samo kao vitamin, nego i kao steroidni hormon. Njegova
struktura je zajedniCka steroidnim hormonima (ciklopentanoperhidrofenantrenski prsten). On
ima brojne funkcije u organizmu. Djeluje ne samo na metabolizam kalcija nego i na
diferencijaciju stanica, inhibira proliferaciju stanica, a takoder djeluje i na fetalni razvoj.
Vitamin D se najve¢im dijelom sintetitzira u koZi procesom fotosinteze u keratinocitima
bazalnog ili spinoznog sloja. U njima pod utjecajem UV-B zraka valne duljine 290-315 nm,
procesom fotosinteze iz 7-dehidrokolesterola nastaje previtamin D koji se konvertira u
provitamin D (cis i trans formu). Cis forma provitamina D pretvara se u vitamin D. Kasnije
se vitamin D moze konvertirati iz cis u trans formu i obratno. U jetri se vrsi hidroksilacija
vitamina D u 25(OH)D koji se izlucuje u krv gdje se veze za DBP (engl. vitamin D binding
protein = protein koji veze vitamina D) i vezan za njega krvlju stiZze u bubrege. U bubrezima
se pod utjecajem S5-hidroksivitamin D-1o-hidroksilaze koju luce stanice proksimalnih
kanalica, pretvara u 1,25(OH),Ds (kalcitriol) koji je najaktivnija forma vitamina D. Vitamin
D ima dva osnovna mehanizma djelovanja (koji su povezani s vrstom receptora preko kojeg
djeluju i cis ili trans forme u kojoj se nalaze):

1. genomski (spori): regulacija genske transkripcije
2. negenomski: preko brzih puteva iniciranih membranskim receptorima

(transkaltahia).

Receptori vitamina D (VDR) su nuklearni i membranski:
- VDR, nalazi se u 33 ciljna organa/tipa stanica
- VDRpem ima Siroku distribuciju. Uzorkuje aktivaciju MAPK puta koji
integrira multiple intracelularne signale 1 regulira mnoge stani¢ne funkcije kao

stani¢nu proliferaciju i diferencijaciju

25



Cis forma je topiva u vodi i veze se za ,brze* membranske receptore, dok je trans
forma vodonetopiva, lipofilna, i veZe se za nuklearne receptore. Nakon vezanja vitamina D za
VDR, kompleks se u promoter regiji ciljnog gena veze za “vitamin D response element”
(VDRE = element koji reagira na vitamin D) i receptor za vitamin A (RXR) s kojim ¢ini
heterodimer. Tek tada se aktivira cijeli niz koaktivatora koji predstavljaju tzv. DRIP
kompleks koji, nakon $to se aktivira, pokrec¢e bazalne mehanizme transkripcije gena koji
krecu od prepisivanja TATA kodona. Nakon toga dolazi do transkripcije gena, sinteze
mRNA, potom tRNA 1 biosinteze proteina koji je odgovoran za bioloski uc¢inak vitamina D u
ciljnoj stanici i tkivu.

Osnovno djelovanje vitamina D je na metabolizam kalcija i pregradnju kosti. Vitamin
D ubrzava aktivnu apsorpciju kalcija kroz enterocite dvanaestnika i jejunuma procesom
transkaltahije (kalcij se prenosi kroz stanicnu membranu u stanicu enterocita, tamo se u
citoplazmi veZe za kalbindin, protein nosa¢ kalcija, i prenosi na suprotnu stranu stanice gdje
se kroz stani¢nu membranu izlucuje iz stanice u cirkulaciju). Ovaj proces moze znacajno
ubrzati aktivnu apsorpciju kalcija, mada treba ista¢i da u crijevima dominira pasivna
apsorpcija kalcija, neovisna o djelovanju PTH i vitamina D. Vitamin D djeluje na sabirne
kanali¢e bubrega tako da stimulira reapsorpciju kalcija. Ucinak vitamina D na kost je
najslabiji. Osteoklasti nemaju VDR, nego se VDR nalaze na osteoblastima koji nakon
vezanja vitamina D za njih aktiviraju osteoklaste i time stimuliraju razgranju kosti, ¢ime se u
cirkulaciju ubacuju nove koli¢ine kalcija. Medutim, ovo je slab mehanizam. Uz to vitamin D
suprimira lu¢enje PTH direktnim u¢inkom preko VDR, koji se nalaze u promoter regiji
PTH gena, te indirektno tendencijom nastanka hiperkalcemije. S druge strane PTH djeluje na
pojacanu sintezu kalcitriola u proksimalnim kanali¢ima bubrega stimulacijom aktivnosti 10t

hidroksilaze.

Osteoblasti luce RANKL (receptor activator of NF-kappaB ligand) i osteoprotegerin
(OPG), a na membrani osteoklasta nalaze se RANK (receptor activator of NF-kappaB) —
¢lanovi superobitelji TNFR (engl. tumour necrosis factor receptor = receptor ¢imbenika
nekroze tumora) (147). Vezanje RANLK za RANK na osteoklastima uzrokuje aktivaciju
osteoklasta i njihovo umnoZavanje s poja¢anom koStanom resorpcijom. Osteoprotegerin se
takoder veZe na RANK i ometa vezanje RANKL, pa uzrokuje slabljenje funkcije osteoklasta
1 njihovu apoptozu, Sto rezultira smanjenom resorpcijom kosti i pove¢anjem koStane mase

(148,149,150)
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Patofiziologija osteoporoze je sloZena. Uzroci i mehanizmi nastanka osteoporoze su
razlic¢iti u razliCitim oblicima osteoporoze. Medutim, neke bitne znacajke procesa gubljenja
koStane mase i poremecaja koStane mikroarhitekture, te povecanja lomljivosti kosti su
zajednicke, a to je pojaCana aktivnost osteoklasta koja nadjaCava aktivnost osteoblasta
uzrokujuci pojacan gubitak koStane mase. Pri tome su putevi pojacane aktivacije osteoklasta
sloZeni i ukljucuju brojne citokine, te razliCite stani¢ne signalne puteve. Razli€iti ¢imbenici
mogu djelovati na bilo kojem mjestu ove sloZene mreZze regulacije koStane pregradnje 1
utjecati na ubrzanje ili usporenje koStane pregradnje, odnosno na procese pojacane izgradnje

ili razgradnje kosti.

1.6. Hipertireoza i kost

Von Recklinghausen je prvi, prije vise od 100 godina (1891) uocio vezu izmedu
hipertireoze i osteoporoze (151). Medu uzrocima sekundarne osteoporoze hipertireoza ima
znacajno mjesto. Hipertireoza se CeSce javlja u Zena nego u musSkaraca, a isto tako 1
osteoporoza, pa je 1 veza hipertireoze 1 osteoporoze viSe proucavana u 7Zena nego u
muskaraca. Uc¢inak hipertireoze na koStanu masu jace je izraZen u Zena nego u muskaraca.
Rezultati studija sugeriraju da koStana masa nije znacajnije smanjena u muskaraca koji boluju
od hipertireoze (152,153,154,155,156). Samo u jednoj studiji rezultati sugeriraju mogucnost
dvostruko veceg rizika prijeloma kuka u muSkaraca s prethodno preboljelom hipertireozom
(157).

Hipertireoza uzrokuje umjereni gubitak koStane mase (1-2% godiSnje). Do
pojacanog gubitka koStane mase dolazi zbog ubrzanja koStane pregradnje, pri ¢emu je jace
ubrzana razgradnja od izgradnje kosti. Dominantno se gubi koStana masa u podrucju
kortikalne kosti. NajceS¢e se razvija osteopenija. JaCina i trajanje ucinka hipertireoze na
kosStanu masu ovise o tome nalaze li se bolesnice u vrijeme aktivne bolesti Stitnjace u
premenopauzalnom ili postmenopauzalnom periodu.

Hipertireoza u premenopauzalnih Zena uzrokuje blazi gubitak koStane mase, koji

uzrokuje nastanak osteopenije, rijetko osteoporoze (158,159,160). U bolesnica s
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hipertireozom koja je pocCela u premenopauzalnom periodu, nakon postizanja remisije
kosStana masa se povecava i nakon najmanje 4 godine postize se povratak na prvobitno stanje
(161). Smanjenje BMD-a u premenopauzalnih bolesnica s hipertireozom je reverzibilno, bilo
nakon medikamentoznog ili operativnog lijeCenja, dok smanjena koStana masa i povecan
rizik osteoporoze zaostaju u Zena u kojih je hipertirecoza zapocCela u postmenopauzi
(157,158,159). Medutim, ispitujuéi dugoroéni u¢inak lije¢enja '*'J na BMD, nakon postizanja
eutireoze, Serraclara i sur. nisu nasli znacajne razlike u BMD-u u odnosu na menopauzalni
status kada je hipertireoza dijagnosticirana. Nasli su da u eutireoidnih postmeopauzalnih Zena
koje su prethodno lije¢ene primjenom "'J zaostaje nizi BMD neovisno o etiologiji
hipertireoze i vremenu postavljanja dijagnoze hipertireoze u odnosu na menopauzu, ali je
BMD bio niZi u Zena u kojih je radioiodna terapija bila provedena u postmenopauzi Sto
sugerira koristan ucinak rane radioiodne terapije u premenopauzalnih Zena na ocuvanje
kostane mase (162). Medutim, studija je provedena medu samo 26 bolesnica pa ima nisku
statistiCku snagu. S druge strane, ovo je ipak specifi¢na podskupina bolesnica, pa je pitanje
postojanja razlike u jacini i trajanju hipertireoze u ovoj uskoj skupini bolesnica u odnosu na
cijelu populaciju bolesnica s hipertireozom, kao i moguceg utjecaja radioaktivnog ioda na
kost. Naime, poznato je da je ucinak radiojodne terapije sporiji od u€inka medikamentozne i
kirurske terapije, Sto bi moglo utjecati i na dugoro¢ni ucinak hipertireoze na koStanu masu u
bolesnica lijeCenih ovom metodom. Osim toga, lijecenje radioaktivnim iodom u bolesnica s
hipertireozom slijedi tek kao druga linija terapije, pa je za ocekivati da je u njih hiperitreoza
trajala duZe nego u bolesnica lijeCenih drugim metodama, a Sto bi moglo imati ucinka i na
koStanu masu. Foldes i Ugur-Altum sa suradnicima ne nalaze snizen BMD u
premenopauzalnih Zena s endogenom subklinickom hipertireozom, za razliku od
postmenopauzalnih Zena s endogenom subkliniCkom hipertireozom koje su imale sniZen
BMD u podru¢jima kortikalne kosti, $to ukazuje na vaZznost menopauzalnog perioda ¢ak i u
ovako blagih, subklini¢kih oblika hipertireoze (163,164). Medutim, Taushanova L i sur.
nalaze snizen BMD u podru¢ju kortikalne kosti (BMD vrata bedrene kosti i QUS
proksimalne falanage, engl. quantitative ultrasonometry = kvantitativni ultrazvuk) 1 u
premenopauzalnih bolesnica s endogenom subklini¢kom hipertireozom (u poredenju s
eutireoidnom premenopauzalnom kontrolnom skupinom), mada je BMD u premenopauzalnih
bolesnica bio vi§i nego u postmenopauzalnih (165). Langdahl i sur. ne nalaze razlike u
reakciji kosti na utjecaj hormona Stitnja¢e izmedu premenopauzalnih i postmenopauzalnih
Zena (166), Sto ukazuje na nekoStane cimbenike koji modificiraju posljedice utjecaja

hipertireoze na koStanu masu u pre- i postmenopauzi. Medu tim nekoStanim Cimbenicima
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dominantan je utjecaj estrogena, Cija razina u krvi se znacajno razlikuje prije i poslije
menopauze, a znacajno utjece na kosStanu pregradnju.

U bolesnica u kojih se hipertireoza javlja u postmenopauzalnoj dobi ¢eSce se javlja
osteoporoza, a koStana masa se nakon postizanja remisije ne normalizira, kao u
premenopauzalnih Zena (167). U Zena starijih od 65 godina sa suprimiranim TSH (<0,1
mU/l) tri puta je povecan rizik prijeloma kuka i Cetiri puta prijeloma trupova kraljeZaka.
Preboljela hipertireoza povecava dva puta rizik prijeloma kuka (168,169).

Tri su mehanizma djelovanja hipertireoze na kost, koji uzrokuju ubrzanu koStanu

pregradnju i pojacan gubitak koStane mase:

1. Direktno djelovanje hormona Stitnjace na kost.

Na osteoblastima i1 osteoklastima nalaze se receptori za Tz (TR). Hipertireoza
direktnim djelovanjem na kost uzrokuje ubrzanje koStane pregradnje, s ubrzanom i
izgradnjom i razgradnjom kosti. Pri tome je intenzivnija koStana razgradnja, pa je ukupan
ucinak gubitak kosStane mase. PojaCana aktivnost osteoblasta manifestira se porastom razine
za kost specifi¢ne alkalne fosfataze, osteokalcina i razgradnih produkata kolagena u plazmi.
Ucinak T3 na osteoklaste izgleda da se dominantno odvija posredno, preko osteoblasta. lako
na osteoklastima postoje TR, izgleda da je dominantan ucinak u aktivaciji osteoklasta
zasnovan na vezanju Tz za TR na osteoblastima, nakon ¢ega aktivirani osteoblasti induciraju
pojacanu aktivnost osteoklasta. U prisustvu vitamina D3, T3 inducira ekspresiju RANKL u
osteoblastima, koji je kljucni osteoklastogeni citokin (170). Medutim, Kanatani i sur.
sugeriraju da stimulatorni uc¢inak T3 na formiranje osteoklasta nije posredovan RANKL/OPG
sustavom. Oni ukazuju da T3 direktno stimulira osteoklastnu diferencijaciju najmanje
dijelom pojaCanjem regulacije c-fos proteina u osteoklastnim prekursorima (171). Ucinak
hormona S$titnjaCe na kost odvija se preko TRa receptora (172). Gubitak koStane mase

uzrokovan direktim u¢inkom hormona Stitnjace preko TR jaci je nego gubitak uzrokovan

deficitom TSH u hipertireozi. (172,173)

2. Djelovanje TSH na kost.

Nadeno je da receptori za TSH (TSHR) postoje na osteoblastima i prekursorima
osteoklasta. U miSeva kojima je izrezan gen za TSHR (TSHR -/-) nalazi se izrazito ubrzana
koStana pregradnja i osteoporoza. Nadomjesna terapija hormonima Stitnja¢e ne normalizira
niti duZinu kostiju niti njihovu teZinu ukazujuéi na to da ovi parametri ne ovise o T3 i T4.

Smanjenje broja TSHR u heterozigota za 50% uzrokuje osteoporozu i fokalnu osteosklerozu,
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iako je razina Tz, T4 i TSH uredna. Nadomjesna terapija hormonima Stitnjate uzrokuje
dezorganizaciju kosti u podrucju kraljezaka i iregularno zadebljanje kortikalne kosti u dugim
kostima. Kao znak brze koStane izgradnje nalazi se puna kost na svim mjestima. TSH
inhibira nastanak 1 preZivljenje osteoklasta atenuiranjem JNK/c-jun 1 NFxkB. TSH inhibira 1
diferencijaciju osteoblasta i ekspresiju tipa 1 kolagena (174). Hase i sur. pokazali su da je
antiresorptivni uc¢inak TSH posredovan prvenstveno TNFa (175). Kasnije su Sampath 1 sur.
postigli porast volumena kosti i poboljSanje koStane mikroarhitekture i cCvrsto¢e u
ovariektomiranih Stakora sistemskom primjenom niske doze TSH (176). Ovaj mehanizam bi
mogao barem dijelom biti ukljucen u negativni utjecaj hipertireoze, u sklopu koje se nalazi i

suprimiran TSH, na koStanu masu.

Medutim, Papadimitriou i sur. nisu nasli smanjenu koStanu masu u dva rodaka u djecjoj
dobi s izoliranim deficitom TSH (177). U¢inak TSH na humane osteoblaste vjerojatno nije
znacajan zbog slabe ekspresije TSH receptora na ljudskim osteoblastima (178). Ipak, nadena
je genetska osnova povezanosti TSH i koStane mase u ljudi. Nadena je povezanost
polimorfizma gena za TSH receptor i BMD vrata bedrene kosti. Osobe s TSHR-Glu(727)
alelom imaju 2,3% visi BMD vrata bedrene kosti. Medutim, u istom ispitivanju nadeno je da
je ucinak slobodnog tiroksina na kost bio jaci od ucinka TSH, a takoder i od u¢inka ITM-a
(173). Mazziotti 1 sur. nasli su da je akutni porast serumskog TSH u bolesnica s karcinomom
Stitnjace, u kojih je primijenjen rekombinantni TSH, povezan s reverzibilnom inhibicijom
kostane resorpcije. NaSli su snizenje razine serumskih C-telopeptida kolagena tipa 1
(CrossLaps) i porast razine aktivnosti koStanog izoenzima alkalne fosfataze u krvi. Nisu
registrirali nikakav ucinak na produkciju osteoprotegerina. Ovaj u¢inak TSH zabiljeZen je
samo u postmenopauzalnih Zena u kojih je negativni ucinak tirosupresivne terapije na
kosStanu masu i pregradnju kosti jae izraZen nego u premenopauzalnih Zena (179). Takoder,
ni Giusti i sur. nisu nasli akutni utjecaj rekombinantnog TSH na razinu osteoprotegerina i

RANKL-a u bolesnika s diferenciranim karcinomom §titnjace (180).

3. Kompetitivno ometanje djelovanja vitamina D na kost
Mehanizam je sljedeci:
a) Kalcitriol se u citoplazmi veze za VDR nakon ¢ega kompleks dolazi do retinoidnog
X receptora (RXR) na promotor regiji ciljnog gena i s njim se veZe u heterodimer
koji se veze za vitamin D response element (VDRE), nakon cega slijedi daljnja

aktivacija cijele promoter regije i potom transkripcije gena. (181,182).
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b) Trijodtironin (T3) se veze za TR koji se veze takoder za RXR formirajuci
heterodimer.
Vezanje VDR za RXR i s druge strane TR za RXR je kompetitivno inhibiraju¢i proces. To
moze objasniti barem dijelom povezanost hipertireoze s pojaanom demineralizacijom kosti,
zbog moguceg slabijeg ucinka vitamina D (Slika 2.)
Dakle, VDR i TR kompetiraju za RXR i na naj nacin u hipertireozi moze do¢i do
slabije aktivnosti kalcitriola, Sto moZe imati negativan u¢inak na o¢uvanje koStane mase. Isto

tako, 1 nevezani VDR moZe imati represornu funkciju na transkripciju posredovanu T3 (183).

Slika 2. Hipertireoza: kompetitivno ometanje djelovanja vitamina D

ciljni gen

1.6.1. Kineti¢ke studije metabolizma kalcija

Provedene kineticke studije pokazale su negativnu ravnotezu kalcija u bolesnika s
hipertireozom. Pojacana je resorpcija kalcija iz kosti. PojaCan je gubitak kalcija crijevima,
koZom 1 urinom. Smanjena je ukupna 1 frakcijska koli¢ina apsorbiranog kalcija iz crijeva na
19% umjesto 30%, Sto se nalazi u zdravih osoba. Gubitak kalcija crijevima dogada se zbog
ubrzane peristaltike, $to je vjerojatno posljedica direktnog ucinka tiroksina i trijodtironina na
crijeva, te niske razine PTH i kalcitriola. Dnevni gubitak kalcija povecan je 4 puta.

Razina biljega koStane pregradnje u plazmi 1 urinu pokazuje promjene. U bolesnika s
hipertireozom moZe se naci:

1. poviSena razina alkalne fosfataze (AF) i za kost specificne AF

2. hiperkalcemija

3. hiperkalciurija
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4. hiperfosfaturija

5. povecana ekskrecija specifi¢nih biljega koStane pregradnje u urinu (184,185)

6. sniZena koncentracija PTH (sekundarno)

7. sniZena koncentracija kalcitriola (smanjena produkcija i ubrzana konverzija)
Metabolizam kalcija normalizira se nekoliko tjedana nakon radiojodne ili medikamentozne

terapije.

1.6.2. Hipertireoza i kostana pregradnja

Bolesnici s hipertireozom godiSnje gube oko 2% koStane mase. U bolesnica u
premenopauzi CeS€e se javlja osteopenija, a u postmenopauzalnoj dobi osteoporoza.
Medutim, nije sigurno da hipertireoza uzrokuje ceSée osteoporoti¢ne prijelome kosti u
postmenopauzi. Jedino se osteoporoti¢ni prijelomi dogadaju ranije u bolesnica s
hipertireozom nego u eutireoidnih bolesnica s osteoporozom. (186). Nakon postizanja
remisije bolesti koStana masa u premenopauzalnih bolesnica se nakon nekoliko godina (3 1
viSe godina) normalizira i bez primjene antiresorptivnog lije¢enja, dok u bolesnica u kojih se
hipertireoza javila u postmenopauzi i dalje ostaje snizena koStana masa, mada neki autori ne
nalaze znaCajan utjecaj dobi u kojoj se javila hipertireoza na konacan dugotrajan rizik
nastanka osteoporoze (187).

U hipertireozi dolazi do ubrzanja koStane pregradnje i skracenja ciklusa koStanog
remodeliranja (188). Prvenstveno se gubi koStana masa u podrucju kortikalne kosti (distalna
tre¢ina palCane kosti i vrat bedrene kosti) (189).

Osteoklasti su osjetljiviji na porast razine hormona Stitnjace od osteoblasta. Povecan
je broj i aktivnost osteoklasta. Ovaj direktan ucinak moZe se inhibirati kalcitoninom i
kortizolom. Pojacana je, ali slabije i aktivnost osteoblasta. Mineralizacija je pove¢ana 220 %,
a resorpcija 265 % (190).

Poremecaji endokrine funkcije Stitnjace imaju razli¢it u€inak na koStanu pregradnju i
koStanu masu u razli¢itim dobnim skupinama. U djetinjstvu na koStani sustav jace utjeCe
hipotireoza, koja uzrokuje usporenje rasta i abnormalnosti kostiju, dok je u odraslih izrazeniji
utjecaj hipertireoze na kosti. Promjene koStane mase uzrokovane hipertircozom mogu biti
reverzibilne 1 ireverzibilne. Reverzibilnost promjena ovisi o veliini remodelirajuceg

prostora, a njegove varijacije ovise o:
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1. frekvenciji aktivacije osteona

2. konacnoj dubini resorpcije

3. trajanju ciklusa remodeliranja
Ireverzibilne promjene nastaju kada se dogodi ruptura i dezintegracija mreZe gredica
(mikrofrakture koStanih gredica). Rizik mikrofraktura koStanih gredica povecan je kod:

1. povecane frekvencije aktivacije osteona

2. povecane konacne resorpcijske dubine

3. smanjene debljine koStanih gredica

U zdravih osoba, koje su eutireoidne, frekvencija aktivacije koStane strukturne jedinice,
osteona iznosi 1x/2-3 godine u spongioznoj kosti, a u kortikalnoj kosti je niza. U hipertireozi:

1. raste frekvencija aktivacije osteona: 1x/1-2 godine

2. skraceno je trajanje i resorptivne faze i faze izgradnje kosti

3. konacna dubina resorpcije je normalna

4. ali je znacajno reducirana debljina trabekule

5. negativan balans: 9-10 um /ciklus

6. «mineralization lag time» (vrijeme izmedu formacije osteoida i naknadne

mineralizacije osteoida) je skrac¢eno, Sto vodi smanjenju debljine osteoda.

1.6.3. Hipertireoza, koStana masa i lomljivost kosti
A) Kortikalna (kompaktna) kost

Kortikalna kost gubi se vise od trabekularne kosti (koja je uglavnom ocuvana) i to
jace u postmenopauzalnom periodu i s dugotrajnijim posljedicama (191,192). KoStana masa
gubi se i u djece s hipertireozom. Osteopenija se nalazi u 42% djece s hipertireozom. Gubi se
pojacano 1 kortikalna 1 trabekularna kost, ali dominantno kortikalna (193). U djecjoj dobi
nakon postizanja remisije hipertireoze, dolazi do brzog povecanja kostane mase, koja se ve¢

nakon godinu dana normalizira.
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B) Trabekularna kost

Trabekularna kost je tek blago do umjereno smanjena u hipertireozi.
Kod primjene supresivnih doza levotiroksina nakon viSe godina gubi se oko 10%
kostane mase. Kod supstitucijske terapije levotiroksinom, ve¢ za 1 mjesec ubrzava se

resorpcija kosti, ali ukupni gubitak nije znacajan.

C) Kostana pregradanja i koStana masa nakon lije¢enja hipertireoze

Za nekoliko tjedana normalizira se metabolizam kalcija (ve¢ za 0,5-2 mjeseca).
Postupno raste koStana masa, mada se jo§ godinama nalazi smanjena koStana masa,
prvenstveno u podrucju kortikalne kosti, ali se potpuno ili gotovo potpuno oporavi i vrati na
pocetnu razinu od prije pojave bolesti, pa ne predstavlja Cimbenik rizika za nastanak
osteoporoze u postmenopauzalnom periodu, ako je remisija nastupila prije menopauze. Porast

kostane mase u podrucju slabinske kraljeZnice iznosi 3,7% godiSnje.

D) Hipertireoza i lomljivost kosti

Nekoliko studija pokazalo je povecCanje rizika prijeloma kosti u bolesnika s
hipertireozom. Vestergaard i sur. naSli su povecan rizik prijeloma kraljezaka i podlaktice,
posebno u skupini bolesnica starijih od 50 godina, odnosno u postmenopauzalnom periodu
(194). Rizik prijeloma bio je povecan u bolesnica koje su primile samo radiojodnu terapiju,
ali ne u bolesnica koje su uz radiojodnu terapiju primale metimazol ili drugu terapiju. U
drugom velikom istraZivanju Vestergaard i sur. nasli su prolazno povecan rizik prijeloma bilo
koje kosti tijekom 5 godina nakon postavljanja dijagnoze hipertireoze. Primjena tirostatske
medikamentozne terapije znacajno je smanjivala rizik prijeloma neovisno o dozi lijekova.
Operacije stitnjace u lijeCenju hipertireoze i karcinoma Stitnjate nisu bile povezane s
povecanim rizikom prijeloma (195). Bauer 1 sur. nalaze povecan rizik prijeloma vrata
bedrene kosti 1 kraljeZzaka u Zena starijih od 65 godina sa suprimiranim TSH, dok primjena
levotiroksina ne povecava rizik prijeloma ako je TSH unutar fizioloSkog raspona (168).

Interesantno je da je lomljivost kosti povecana i u bolesnika s hipotireozom, iako je
koStana masa oCuvana ili povecana. Povecana lomljivost kosti posljedica je negativnog
ucinka hipotireoze na koStanu strukturu, odnosno kvalitet kosti (193,194,196,197). Rizik

prijeloma kostiju podlaktice prolazno je povecan prve dvije godine nakon postavljanja
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dijagnoze hipotireoze i to u bolesnica starijih od 50 godina (198). U drugom velikom
ispitivanju naden je povecan rizik prijeloma bilo koje kosti tijekom prvih 10 godina od

postavljanja dijagnoze hipotireoze (194).

1.7. Tjelesna masa, struktura tijela i kost

Dosadasnje studije pokazale su povezanost tjelesne mase s koStanom masom, a odnos
je proporcionalan (199,200). Mehanizam te povezanosti je sloZzen. Radi se o genetskim,
biomehanic¢kim, metabolicko-endokrinoloskim mehanizmima. Uoceno je da struktura tijela
djeluje na kosStanu masu, ali i na geometriju i strukturu kosti, pa tako i na lomljivost kosti.
Ukupna tjelesna masa moze se podijeliti na ukupnu masu masnog tkiva, koStanu masu i
,~mrSavu‘ tjelesnu masu (engl. lean body mass), a masno tkivo na visceralno i potkozno koja
se znacajno razlikuju. Masno tkivo i ,,mrSava‘ tjelesna masa sainjavaju preko 90% ukupne
tjelesne mase. Nadena je povezanost i ,,mrSave* tjelesne mase i mase masnog tkiva s BMD-
om, a njihovi uc¢inci na BMD, strukturu kosti, geometriju i lomljivost kosti su razli¢iti. Do

sada nije znacajnije istraZivan utjecaj distribucije masnog tkiva na ova svojstva kosti.

1.7.1. Utjecaj indeksa tjelesne mase na BMD u bolesnica s hipertireozom

Malo je podataka o utjecaju indeksa tjelesne mase (ITM) na BMD u bolesnica s
hipertireozom, a rezultati su kontradiktorni. Duncan i sur. su nasli pozitivnu korelaciju ITM-a
1 BMD-a slabinske kraljeZnice i kuka (u tri mjesta) u bolesnica s dugotrajnom tiroksinskom
supresivnom terapijom i supstitucijskom I-tiroksinskom terapijom, od kojih su neke
prethodno bolovale i od hipertireoze (201). Chen i sur. su takoder nasli povezanost [ITM-a i
BMD-a u bolesnica koje su bile na dugotrajnoj tiroksinskoj supresivna terapiji (202).
Medutim, Nuzzo i sur. nisu nasli povezanost ITM-a i BMD-a u premenopauzalnih bolesnica

koje su bile pod dugotrajnom tireoksinskom supresivhom terapijom (203). Takoder, ni
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Mazokopakis i sur. u premenopauzalnih bolesnica koje su godinu dana primale tiroksinsku
supresivnu terapiju nisu nasli povezanost ITM-a i BMD-a, iako su registrirali smanjenje
ITM-a i BMD-a tijekom terapije (204). Ni Hanna i sur. nisu nasli povezanost ITM-a i BMD-

a u bolesnica koje su duze od 5 godina bile na tiroksinskoj supresivnoj terapiji (205).

1.7.2. Utjecaj strukture tijela na BMD

Dob i spol modificiraju utjecaj strukture tijela na BMD (206). U “periodu linearnog
rasta” do 4 godine nakon menarhe aBMD (a=areal, povrSinski) L1-L4 i vrata bedrene kosti
rastu s godiSnjim promjenama u ,mrSavoj“ masi: 1,7 1 1,0 % /kg/god., neovisno o
promjenama mase masnog tkiva ili visine. U “periodu nakon linearnog rasta” aBMD L1-L4 i
vrata bedrene kosti raste s godiSnjim promjenama mase masnog tkiva: 0,3 1 0,5 %/kg/god.,
neovisno o promjenama ,,mrsave‘ mase.

U postmenopauzalnih Zena bez osteoporoze ukupna ,mrSava“ tjelesna masa je
povezana s BMD-om i BMC-om (207,208,209). U Zena s osteoporozom i ukupna ,,mrSava‘
tjelesna masa i masa masnog tkiva, povezani su s BMD-om. U djece, adolescenata i mladih
Zena ,,mrSava‘ tjelesna masa povezana je s BMD-om (210). U postmenopauzalnih Zena masa
masnog tkiva povezana je s BMD-om (211). U starijih Zena masa masnog tkiva povezana je s

BMD-om (212,213).

1.7.3. Povezanost tjelesne mase i strukture tijela s prijelomima

Ukupna koli¢ina masnog tkiva povezana je s prijelomima u postmenopauzalnih Zena,
prijelomom vrata bedrene kosti u starijih osoba, a utjece 1 na tip prijeloma vrata bedrene kosti
(214,215,216,217). Stovise, debljina i prekomjerna tjelesna teZina povezane su s povecanim
rizikom gubitka prednjih zuba u postmenopauzalnih Zena, unato¢ ve¢em BMD-u (218).

Povecana ,mrSava“ tjelesna masa i snizena masa masnog tkiva povezani su s
prijelomima kraljeZaka u postmenopauzalnih Zena pod glukokortikoidnom terapijom, dok

nije nadena veza u premenopauzalnih Zena pod glukokortikoidnom terapijom (219).
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Povecana masa masnog tkiva i smanjena «mrSava» tjelesna masa povezani su s ponavljanim
prijelomima radiusa u djece i adolescenata (220).

Povecana masa masnog tkiva i sniZena ,,mrSava‘ masa povezani su s nizim BMD-om
distalnog dijela palcane kosti 1 povecanim rizikom ponavljanih prijeloma pal¢ane kosti
(Collesove frakture) (220). Djeca s prekomjernom tjelesnom tezinom imaju povecan rizik
prijeloma (221,222). Visoka debljina u djecaka i djevojCica povezana je s niskim BMC-om,
aBMD-om (a=areal, povrSinski) i vBMD-om (v=volumetric, volumni) i povec¢anim rizikom
prijeloma kostiju distalne podlaktice (223,224). Tjelesna aktivnost je povezana s porastom
,mrsave‘ tjelesne mase i smanjenjem mase masnog tkiva, $to je povezano s porastom BMD-a

(225).

1.7.4. Genetska osnova povezanosti tjelesne mase i BMD-a

Tang 1 sur. uCinili su pretraZivanje genoma i naSli kromosomske regije koje
povezuju masu masnog tkiva i BMD (226). Nasli su povezanost mase masnog tkiva s
BMD-om L1-L4 regije preko kromosomske regije 7p22-p21 (LOD 2,69), a s BMD-om vrata
bedrene kosti preko: 7p22-p21 (LOD 2,69), 627 (LOD 2,30), 11q13 (LOD 2,64). Pri tome
povezanost je spolno specificna. Specificno samo u muskaraca nadena je povezanost masnog
tkiva s BMD-om L1-L4: 13q12 (LOD 3,23), a s BMD-om vrata bedrene kosti preko: 13q12
(LOD 3,23) i 7921 (LOD 2,59). Specificna za Zene je povezanost mase masnog tkiva i
BMD-a L1-L4 preko 15q13 (LOD 3,32) i BMD-a vrata bedrene kosti preko: 15q13 (LOD
3,32) i 6p25-24 (LOD 3,15).

Nadeni su zajednicki genski polimorfizmi koji su povezani i s masom masnog tkiva i
s BMD-om. Do sada je ovakva povezanost s oba svojstva nadena u polimorfizama gena za:
IL6R (masa masnog tkiva, vrat bedrene kosti), IL6 (masa masnog tkiva, vrat bedrene kosti),
rezistin (miSi¢na snaga, volumen kortikalne kosti i fenotip masnog tkiva u muskaraca i Zena),
RANK (debljina, masa masnog tkiva, postotak masnog tkiva, mrSava tjelesna masa, ITM,
BMD), CART (masa masnog tkiva, BMD podlaktice), glukokortikoidni receptor (masa
masnog tkiva, ITM, BMD) (227,228,229,230,231,232).

Sun 1 sur. su genomskim pretraZzivanjem nasli ve¢u genetsku i negenetsku povezanost
,mrsave tjelesne mase i kostane geometrije vrata bedrene kosti nego tjelesne teZine i

geometrije vrata bedrene kosti. Heretabilnost parametara geometrije vrata bedrene kosti
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iznosila je 50-60%. Geometrijski parametri vrata bedrene kosti, tjelesna tezina i ,,mrSava‘
tjelesna masa dijele neke zajedniCke genetske i negenetske Cimbenike (233). Deng i sur.
proveli su pretraZivanje cijelog genoma (26). Nasli su povezanost ukupne ,,mrSave* tjelesne
mase 1 parametara geometrije vrata bedrene kosti preko istih kromosomskih regija. Nasli su
povezanost ovih svojstava preko zajednickih kromosomskih regija 3q12 i 20q13. Povezanost
je bila spolno specificna: 6p25 i 10q24 u zZena, a 4pl5, 5934-35 i 7g21 u muskaraca.
Ispitivanje kromosoma X takoder je pokazalo povezanost: Xp22.13, Xpl11.4, Xq22.3, Xq23-
24 i Xg25. Takoder, kromosomske regije 5q34-35, 7q21, 10g24, 20q13, Xp22.13, Xpl14, i
X(g25 su pokazale znaCajnu povezanost s ovim svojstvima.

Xiong 1 sur. potvrdili su postojanje genetske poveznice ,,mrSave” tjelesne mase i
geometrije vrata bedrene kosti (234). Genomskim pretraZivanjem nasli su genetsku
povezanost ovih svojstava koja je spolno specifi¢na. U Zena ova svojstva su povezana preko
kromosomskih regija: 3q12, 20q13, 6p25, 10g24, a u muskaraca preko: 4p15, 5q34-35, 7qg21.
Geometrija presjeka vrata bedrene kosti: nagib vrata bedrene kosti, povrSina presjeka,
debljina korteksa i modul presjeka povezani su s kromosomskom regijom 20ql12 (LOD =
3,72), a s njom je povezana i ,mrSava“ tjelesna masa. Takoder, zajedni¢ka za ,,mrSavu*
tjelesnu masu 1 debljinu korteksa je kromosomska regija Xq25 (LOD = 4,28 1 3,90).

Takoder, nadeno je da polimorfizmi ERo u postmenopauzalnih Zena modificiraju
uCinak mrSave tjelesne mase na BMD vrata bedrene kosti, ali ne i na BMD slabinske
kraljeZnice (235). U premenopauzalnih Zena i muskaraca nije nadena ovakva interakcija.

Nadena je i genetska osnova utjecaja misi¢ne snage i mase na BMD (236). Druge
studije su potvrdile povezanost miSi¢ne mase i snage, kao znacajnih komponenti ,,mrSave

tjelesne mase i BMD-a (237,238).

1.7.5. ,,Mrsava‘ tjelesna masa i BMD

“MrsSava® tjelesna masa na kostano tkivo djeluje biomehani¢kim mehanizmom. Ona
mehanickim opterecenjem stimulira funkciju osteoblasta, pa tako i izgradnju koStanog tkiva.
VaZzna komponenta ,,mrSave* tjelesne mase je miSi¢na masa. MiSi¢ni rad 1 miSi¢na snaga,
predstavljaju takoder, vaZzan mehanicki stimulus za izgradnji koStanog tkiva. MiSi¢na snaga
znacajno utjeCe na rizik pada i nastanak prijeloma, neovisno o djelovanju na koStanu masu

(88,89,90,91).
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Utjecaj mrSave tjelesne mase na BMD vrata bedrene kosti jaci je od utjecaja masnog
tkiva. MrSava tjelesna masa pokazuje jacu genetsku i negenetsku korelaciju s geometrijom
vrata bedrene kosti nego ukupna tjelesna masa (233).

Liu i sur. nasli su da je ,,mrSava“ tjelesna masa prediktor BMD-a u premenopauzalnih
Zena, a ne masno tkivo (239). Wu i sur. takoder nalaze znacajnu povezanost ,mrSave‘
tjelesne mase i koStane geometrije, koja je jaCe izrazena u muskaraca (199). Oni su nasli da
su parametri koStane geometrije, koji uklju¢uju modul presjeka kosti (section modulus) (Z) i
1 aksijalnu snagu povrSine presjeka kosti (axial strength cross-sectional area) (CSA), u osoba
dobi 20-44 godine bili ve¢i za 14% i 13% u Zena s prekomjernom tjelesnom tezinom i 18%,
te 20% veci u muskaraca s prekomjernom tjelesnom tezinom, nego u pothranjenih, a bili su
prvenstveno povezani s ,,mrSavom‘ tjelesnom masom (p<0,001). Hill i sur. su nasli u Afro-
Karibijskih muskaraca dobi 40-93 god. vezu ,,mrSave* tjelesne mase i BMD-a, pri ¢emu je
~mriava‘“ koStana masa bila najznacajniji pojedinacni ¢imbenik povezan s BMD-om (240).
Janicka i sur. nasli su povezanost ,,mrSave‘ tjelesne mase i koStane mase, dok nisu nasli vezu
izmedu koli¢ine masnog tkiva i strukture kosti u adolescenata i mladih odraslih osoba (241).
Pri odredivanju utjecaja ,,mrSave” tjelesne mase na BMD treba uzeti u obzir da je ona
podloZna dnevnim varijacima vezanim za unos tekuc¢ne i hrane, pa sva mjerenja treba uciniti

u isto vrijeme i na taSte (242).

1.7.6. Masno tkivo i BMD

Masno tkivo predstavlja najvecu Zlijezdu u organizmu i iza jetre, drugi organ po
intenzitetu metabolizma. Ono lu¢i brojne citokine (adipokine), koji imaju autokrine i
parakrine funkcije, ali i hormone leptin i adinopnektin s endokrinim funkcijama. Povecana 1
smanjena tjelesna masa povezane su s promjenama ukupne mase masnog tkiva, a takoder i s
promjenama distibucije masnog tkiva. Posljedica toga su promjene funkcije masnog tkiva.
Debljina je definirana indeksom tjelesne mase (ITM), ve¢im od 30 kg/m2. Karakerizirana je
pojacanim lucenjem i porastom serumske razine hormona i citokina koje lu¢i masno tkivo:
leptina, rezistina, TNF-a, IL-6, MCP-1, PAI-1 i drugih, a smanjenim lu¢enjem adiponektina.
Utjecaj nekog hormona i adipokina na koStano tkivo najvjerojatnije nije jednak u osoba
muskog 1 Zenskog spola, osoba normalne tjelesne mase, debelih i mrSavih, Zena u

premenopauzalnom i postmenopauzalnom periodu, osoba s komorbidnim stanjima i drugim
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bolestima, kao §to je hipertireoza. Medutim, o tim specifi¢nostima za sada jo§ nema dovoljno
podataka, osim o utjecaju spola i dobi na odnos masnog tkiva i kosti.

Masa masnog tkiva ima negativan ucinak na koStanu masu u muSkaraca,
premenopauzalnih 1 postmenopauzalnih Zena, unato¢ pozitivnom djelovanju same teZine
(243). Veci postotak masti u organizmu je rizik za: osteopeniju, osteoporozu i nevertebralne
prijelome neovisno o tjelesnoj teZini, tjelesnoj aktivnosti i dobi.

Utjecaj leptina 1 adinonektina, dva najznacajnija adipokina koji imaju endokrinu
funkciju, na koStano tkivo, ispitivani su u in vitro i1 in vivo uvjetima, u Zivotinja i ljudi, te u
ljudi u razli¢itim uvjetima. Rezultati studija s leptinom su kontradiktorni.

U viSe studija nije nadena Kkorelacija razine leptina i koStane mase
(244,245,246,247,248,249,250).

Goulding, Yamauchi, Pasco i Thomas nalaze pozitivnu korelaciju izmedu razine
leptina 1 BMD-a (251,252,253,254), ali drugi autori nalaze negativhu Kkorelaciju
(255,256,257,258). Blain i sur. su takoder nasli vezu razine leptina i BMD-a vrata bedrene
kosti, ali ne i slabinske kraljeZnice u postmenopauzalnih Zena (259). Chanprasertyothin i sur.
nasli su da je razina leptina kojeg luce adipociti i1 ¢ija razina je poviSena u debelih osoba,
povezana s BMD-om u muSkaraca i premenopauzalnih Zena, ali ne 1 u postmenopauzalnih
Zena, Sto sugerira mogucénost da bi leptin primarno mogao utjecati na povecavanje koStane
mase rano u Zivotu. (260). Kontogianni MD i sur. nasli su pozitivhu korelaciju BMD-a
slabinske kraljeznice s ITM (p=0.002) i ukupnog BMC-a s ITM (p<0.0001), negativnhu
korelaciju BMD-a i serumske razine leptina (p = 0.027), ali samo kada se u korelaciju
ukljuci i serumska razina inzulina, dok adiponektin nije korelirao ni s BMD-om (L2-L4) niti
s ukupnim BMC-om u perimenopauzalnih Zena (261).

In vitro studije su pokazale da leptin stimulira diferencijaciju osteoblasta (262,263), a
inhibira osteoklaste 1 resorpciju kosti (264,265,266).

U ispitivanjima na eksperimentalnim Zivotinjama leptin pokazuje inhibitoran ucinak
na formiranje nove kosti hipotalami¢kim mehanizmom (267). Leptin regulira koStanu
pregradnju djeluju¢i na osteoblaste preko 2 razli¢ita neuralna puta: preko simpatikusa i
CART-a (268). Pokazalo se da je simpaticki nervni sustav periferni medijator leptinskog
djelovanja na kost (269).

Adiponektin je drugi adipokin ¢ija je veza s BMD-om ispitivana, a s konzistentnijim
rezultatima nego $to je to slucaj s leptinom. Richards i sur. nasli su da se s porastom I'TM-a u
debelih smanjuje razina adiponektina u krvi, a raste BMD 1 osteokalcin i obrnuto,

smanjenjem ITM-a raste razina adiponektina i smanjuje se BMD i razina osteokalcina (270).
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Jirimée i sur. su naSli negativhu povezanost razine adiponektina i ukupnog BMD-a (p =
0.004) i BMD-a slabinske kraljeznice (p = 0.005) u premenopauzalnih Zena (271). Luo i sur.
su nasli da adiponektin povecava formiranje osteoklasta indirektno kroz stimulaciju RANKL
1 inhibiciju produkcije OPG u osteoblastima (272).

Oh i sur. su ispitali povezanost viSe serumskih adipokina na koStanu masu u
muskaraca. Nasli su samo negativnu vezu razine serumskog rezistina i BMD-a slabinske
kraljeZnice (r = -0.237, P = 0.05), dok nije nadena znacajna korelacija leptina, adiponektina i
ghrelina s BMD-om (273).

Nema podataka o utjecaju tjelesne mase i strukture tijela na BMD u bolesnica s

hipertireozom.

1.8. Genetika osteoporoze

Studije na blizancima i obiteljske studije provedene unatrag 30 godina pokazale su
povezanost genetskih ¢imbenika i BMD-a (1,2,3,4,5). Osteoporoza nije posljedica mutacije
jednog gena, osim u izuzetnim slucajevima kao u bolesnika s osteoporoza-pseudoglioma
sindromom gdje se nalazi mutacija LRP5 gena (engl. low-density lipoprotein receptor-related
protein 5 = protein povezan s receptorom za lipoproteine niske gustoce) (274). Osteoporoza
je multifaktorijalna 1 poligenetska bolest. U genetskoj osnovi poligenetskih bolesti su genski
polimorfizmi: SNP-ovi (engl. single nucleotide polymorphism = polimorfizam jednog
nukleotida), rjede polimorfizmi ukljuceni u male blokove kao mikrosateliti (1-4 para baza
koji se ponavljaju 2-10 puta) i minisateliti (ponavljanje 20-500 parova baza). U osnovi
sveukupne raznolikosti Zivih bi¢a su polimorfizmi, koji su zasnovani na uzajamnom odnosu
genskih polimorfizama i epigenetskih utjecaja iz okoline. Genski polimorfizmi su definirani
kao zajednicko pojavljivanje u istom staniStu dvije ili viSe diskontinuiranih formi, ili «faza»,
vrste u takvom omjeru da najrjede od njih ne bi mogle biti odrZane samo ponavljanjem
mutacija (275). Definicija polimorfizma je da je to uocljiva varijanta molekule ili gena koja

se dogada u vise od 1% populacije. Ako je frekvencija varijacije manja od 1% radi se o
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mutaciji (276). Izvor ovih polimorfizama mogu biti mutacije gena, rekombinacije i
ubacivanje gena iz vana. Ubacivanje gena iz vana u genom domacina je jedna od vjerojatnih
mogucénosti, a radi se o ubacivanju genoma virusa. Po endogenizacijsko-degeneracijskoj
hipotezi vjerojatnije je da su bar neki ERV (retrovirusi) bili inkorporirani u pocetni dizajn
eukariotskih oblika Zivota nego da su bili dodani tijekom evolucije slu¢ajnom
endogenizacijom egzogenih infektivnih agensa. ERV-ovi s fiksiranom kromosomskom
pozicijom su vjerovatnije integralni djelovi genoma domacina koji su kreirani u domacinu,
dok bi ERV-ovi sa pozicijskim polimorfizmima mogli biti kopije egzogenih virusa.
Degenerativna priroda sprijecava evoluciju ERV-ova u infektivne viruse.

SNP-ovi utjeCu na veliku Sarolikost fizioloSke varijabilnosti razlicitih svojstava.
Ispitivanjem genoma nadeno je preko 1.420.000 SNP-ova (277). Jedan SNP se pojavljuje
nakon prosjecno svakih 1000 baza. U bolestima s poligenetskom osnovom jedan SNP
najceS¢e nije povezan sa znacajnim rizikom pojave bolesti, nego sa blagom sklonoSc¢u
detektabilnom tek statistickim metodama analize, koja se u slu¢aju osteoporoze svodi na vrlo
skroman utjecaj na koStanu masu ili lomljivost kosti. Procjenjuje se da 1 SNP utjece na samo
0.2-0.5% (najviSe do 2%) BMD-a (34).

Ispitivanje povezanosti genskih polimorfizama i BMD-a, odnosno rizika nastanka
osteoporoze, te osteoporoti¢nih prijeloma pocinje 1994. godine. Prvi objavljeni rad u kojem
je ispitivan odnos polimorfizma nekog gena i koStane gustoce bilo je ispitivanje Morrisona i
sur. u kojem su objavili rezultate ispitivanja odnosa polimorfizma gena za receptor vitamina
D (VDR) i kosStane gustoce (278). Rad je objavljen u Nature-u i pokazao je izuzetno veliku
povezanost polimorfizma VDR gena i BMD-a. Medutim, kasnije su isti autori objavili
ispravak rezultata kao posljedicu ozbiljnih greSaka ucinjenih u genotipiziranju, tako da su
rezultati znatno ublaZeni, a ustanovljena veza bila je blaga. Ve¢ pola godine nakon prvog
objavljenog rada u kojem je ispitivan odnos polimorfizma gena za VDR 1 BMD-a, objavljen
je 1 drugi €lanak u kojem je ispitivan odnos polimorfizma gena za VDR i BMD-a u kojem
nije nadena povezanost BMD-a i polimorfizama VDR gena, nakon Cega se broj ispitivanja iz
godine u godinu progresivno povecavao, s kontradiktornim rezultatima (279). U naredne 2
godine objavljeno je jo§ 17 radova u kojima je omjer radova u kojima je nadena povezanost
polimorfizama VDR gena i BMD-a u odnosu na one u kojima nije nadena ovakva povezanost
9:8, nakon cCega se broj sli¢nih ispitivanja svake godine povecavao, a do danas nije sa
sigurnoS¢u razrjeSena dilema postoji li utjecaj polimrofizama VDR na BMD. Do sada je
najceSc¢e ispitivan odnos polimorfizama gena za VDR, ER i COLIA1 i BMD-a, odnosno

rizika za osteoporozu. Prvi rad u kojem je ispitivan odnos ER i BMD-a je rad Sano-a i sur. iz
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1995, god, u kojem nije nadena povezanost ova 2 parametra (280). Prvo ispitvanje odnosa
polimorfizma gena za COLIA1 i BMD-a u¢inili su Grant i sur 1996. god. Oni su nasli
povezanost polimorfizma Spl veznog mjesta gena za COL1AI i osteoporoze (281).

Pregledom literaturnih navoda, zaklju¢no do rujna 2007. godine ispitivani su
polimorfizmi 100 gena. To su geni za: VDR, ER, COL1A1l, COL1A2, MTHFR, MTRR,
laktozu, IL-1, IL-1R, IL-6, IL-10, TNFa, TNFR2, TGFB1, pre-pro NPY, ApoE 4, hormon
rasta, receptor hormona rasta, IGF-1, LRP5, LRP6, aromatazu, SHBG, leptin, leptinski
receptor, CYP1Al, CYPIB1, CYP17, CYP 19, COMT, TNFRSFI1/B, matriks
metaloproteinazu, BMP2, BMP4, o2-HS glikoprotein, androgeni receptor, kalcitonin,
kalcitonin receptor, dopaminski receptor D4, paraoksonazu 11 2, PTH, PTHR, kalcij senzing
receptor, RIL, IL1R antagonist, SOST, RUNX2/CBFAI1, glukokortikoidni receptor, receptor
CC hemokina, matriks GLA protein, ACE1, PPARYy, PPARGCI, kloto, B3-adrenergicki
receptor, CCR3, MCP1, MCP2, Wernerovu helikazu, DLX 6, DBP, kolagenazu, prokolagen
tip 1, osteokalcin, osteopontin, FOXC2, perilipin, FR2B, osteoprotegerin, promoter regiju
gena za RANKL, sintetazu NO, CbR2, promoter regiju gena za OSCAR, urokinazu, POMC,
alkalnu fosfatazu, lipooksigenazu, ALOX 12, ALOX 15, ANKH, fosfodiesterazu, Sema 7a,
AHSG, R12, RIZ, CLCN7, DRD4, ALDH2, CD38, PLODI1, PAI-1, CALM2, QPCT, ROR2,
KIT, farnezil difosfat sintaza, katalaza, GGCX, TNSF11.

Za vecinu ovih gena i njihovih polimorfizama ucinjeno je jedno ili tek nekoliko
ispitivanja. Samo manji broj gena ispitivan je u vecem broju ispitivanja ili na ve¢em uzorku
ispitanika, a najceS¢e su ispitivani polimorfizmi gena za VDR, ER 1 COLIAI Nakon
pocetnih pozitivnih rezultata slijedili su brojni kontradiktorni rezultati ispitivanja odnosa
polimorfizama najcesc¢e ispitivanih gena, gena za VDR, COL1A1 i ER i BMD-a, a niti meta-
analize nisu potpuno razrjeSile dilemu povezanosti polimorfizama ovih gena i navedenih
svojstava. Razlozi kontradiktornosti ovih rezultata su viSestruki.

1. Razlike u dizajnu studija. Studije se razlikuju po dobi i spolu ispitanika, vrsti
osteoporoze, vrsti denzitometra, nac¢inu izvodenja genetskih analiza, izboru mjesta prijeloma,
nacina dobivanja podataka o prijelomima — od anketa, anamneze, radioloskih pretraga do
medicinske dokumentacije i dr.

2. Mali broj ispitanika. Utjecaj jednog SNP-a na koStanu masu i rizik nastanka
osteoporoze, odnosno prijeloma, vrlo je slab. Procjenjuje se da 1 SNP utjece na samo 0.2-
0.5%, najvise do 2% koStane mase, zbog Cega su potrebne velike skupine ispitanika da bi
rezultati imali dovoljnu statisticku snagu. Procjenjuje se da je potrebno preko 10.000

ispitanika za adekvatnu snagu analize u prisustvu genuine genetske heterogenosti (282).
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3. Primjena razli¢itih statisticCkih metoda. Kannus i suradnici u velikoj
prospektivnosj studiji blizanaca nisu nasli povezanost genetskih ¢imbenika sa sklonosc¢u
osteoporoti¢nim prijelomima, dok su koriStenjem istih podataka, primjenom druge statisticke
metode MacGregor i suradnici nasli znac¢ajnu povezanost (64,53).

4. Pogreske u radu. Poznat je slucaj iz prve studije u kojoj je ispitivana povezanost
polimorfizma gena za VDR i koStane mase u kojoj su dobiveni pogresni rezultati zbog
pogreske u izvodenju genetskih analiza (278). $to je imalo utjecaja i na daljnje studije. Osim
greSaka pri genotipizaciji, moguce su i greske pri denzitometrijskom mjerenju BMD-a.

5. Meta-analize su takoder, dale kontradiktorne rezultate. Razlozi su brojni: razlike u
dizajnu i kvaliteti odabranih studija, insuficijentna korekcija iskrivljenja, publikacijsko
»iskrivljenje“ (publikacijska pristranost, engl. publication bias) i preuski intervali sigurnosti
(engl. confidence intervals) (283,284,285). loanidis i suradnici su analizom 55 meta-analiza
(579 studija) nasli da je samo oko 16% identificiranih genetskih povezanosti kasnije bilo
ponovno nadeno sa statistickom znacajnos¢u, bez heterogenosti ili ,,iskrivljenja“ (engl. bias)
(282). Publikacijsko iskrivljenje je osobito vazan wuzrok razli¢itosti, odnosno
kontradiktornosti rezultata meta-analiza (286). Ono predstavlja posljedicu utjecaja razlicitih
¢imbenika koji modificiraju vjerojatnost da studija bude uklju¢ena u meta-analizu. Studije u
kojima su nadeni statistiCki znacajni rezultati (,,efekt pozitivnih rezultata‘‘) znacajno Cesce
se publiciraju i CeS€e objavljuju u Casopisima s visokim citacijskim faktorom utjecaja
(,,impact factor”) nego studije u kojima nisu nadene razlike izmedu ispitivanih grupa
(287,288,289). Poznat je i ,,efekt malih studija®“, koji najceS¢e uzrokuje publikacijsko
iskrivljenje (mada to nije uvijek nuzno). Efekt malih studija je termin kojim se oznacava
tendencija malih studija u meta analizama da pokazu veci ucinak ili povezanost ispitivanih
svojstava od velikih studija (290). Male studije pokazuju vecu statisticku znacajnost
dobivenih rezultata od velikih studija. U velike studije se ulaZe ve¢i novac, vrijeme i trud, pa
se ocekuje i veéi metodoloski kvalitet ovih studija i veca je vjerojatnost objavljivanja
njihovih rezultata u slucaju da su negativni, S§to znaci da ¢e u sluCaju negativnih rezultata
veca Sansa za objavljivanje biti ako se radi o velikim studijama. Rezultati malih studija se
opcenito rjede objavljuju, a veca Sansa za objavljivanje je ako su rezultati ,,pozitivni. Pri
izboru studija za meta-analizu uzimaju se rezultati studija koje su objavljene a ne i
neobjavljenih studija. Veca vjerojatnost je da se uzmu u obzir studije u ¢asopisima s ve¢im
impakt faktorom, a za to je veca Sansa velikih studija. To uzrokuje publikacijsko iskrivljenje
koje utjeCe na rezultate meta analiza. Ovo iskrivljenje mozZe se razotkriti 1 prikazati graficki, a

moze se statistiCkim metodama procijenti i veli€ina iskrivljenja. Graficki se rezultatai studija
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razli¢ite veliCine distribuiraju simetricno. U slucaju iskrivljenja dolazi do asimetricne
distribucije (zbog neobjavljivanja rezultata malih studija, ili pak zbog pogresSaka nastalih pri
izvodenju malih studija), mada ona moZe biti asimetricna i zbog genuine heterogenosti
studija, ali 1 zbog drugih razloga (npr. moguce je da je u maloj studiji ispitivano svojstvo
specificno povezano s drugim svojstvom dok u velikoj studiji nije bilo moguce sakupiti tako
veliki broj osoba s tim specificnim svojstvom pa se u heterogenosti velike studije oslabio ili
»1zgubio* ovaj specifi¢an ucinak nekog specificnog svojstva na ukupne rezultate studije, a
jaCe naglaSen pozitivan rezultat u maloj studiji u tom slucaju je blizi realnom stanju).
Razvijeni su razliCiti statistiCki testovi za procjenu postojanja i veli¢ine ovog ucinka malih
studija na rezultate meta-analize. Mozda najbolje rezultate u praksi daje regresijska metoda.
Sterne 1 suradnici su u svojoj velikoj meta-analizi naSli da je efekt malih studija prisutan u
26.9% meta-analiza. Male studije tendiraju da pokaZzu statisti¢ki jacu povezanost ispitivanih
svojstava u 69% meta-analiza. Nekriticko kombiniranje samo objavljenih studija moze voditi
preoptimisticnim zaklju¢cima. Meta-analize (MPL engl. meta-analyses of published
literature = meta-analize objavljene literature) su donedavno koristile iskljucivo rezultate iz
ve¢ objavljene literature. Ovaj nacin izvodenja meta-analiza ima svoje nedostatke:
varijabilnost dizajna studija, slab kvalitet podataka, pristranosti koje se dogadaju zbog
utjecaja takozvanog prvog rezultata, utjecaja ,,pozitivnih* rezultata na publiciranje, imena
autora, vaznosti ¢asopisa i sl. (291).

Sli¢an problem je i s preglednim (engl. review) ¢lancima, ¢ije rezultate takoder treba
interpretirati s oprezom. Takoder, uocena je i pristranost zasnovana na jeziku na kojem je
studija objavljena, jer se o obzir za meta-analize uzimaju samo studije objavljene na
engleskom jeziku (292), kao i utjecaj casopisa u kojima su studije objavljene (za meta-analize
koriste se samo Casopisi indeksirani u medline-u (293).

6. Jedno od klju¢nih pitanja je odabir fenotipa i njegova definiranost. Uglavnom se
rezultati genetskih analiza koreliraju s rezultatima denzitometrijskog mjerenja BMD-a i rjede
broja prijeloma. Osim denzitometrijski BMD je odredivan i qCT i ultrazvu¢nom metodom i
to na razli¢itim dijelovima skeleta. Koriste se denzitometri razlicitih firmi, koji imaju razlicite
referentne vrijednosti i daju razliCite rezultate, Sto utjeCe na slabu definiranost fenotipa.
KoriStenje cross-calibracijske krivulje sa standardnim normativima omogucuje smanjenje
varijacije rezultata izmedu razli¢itih denzitometara i da Z-score koji je povezan s dobi, bude
koriSten kao ukljuCujuci kriterij u velike multicentricne genetske studije (294). Pri tome je
vazno napomenuti da je denzitometrijsko mjerenje BMD-a neprecizno. Preciznost stare

generacije aparata iznosila je oko 2%, a novi aparati imaju greSku oko 1%, a tome treba
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pribrojati jos i greSke operatera. Procjenjuje se da je utjecaj jednog genskog polimorfizma na
BMD vrlo skroman, svega 0.2-0.5%, maksimalno do 2%. Znaci da je veca nepreciznost
aparata, odnosno greSka mjerenja, od veliCine promjene BMD-a koju aparat treba sa
sigurnos¢u registrirati. S druge strane, kada govorimo o osteoporozi i lomljivosti kosti u
osteoporozi, nije samo BMD vazan. Fenotip je slabo definiran, ne samo kada se radi o BMD-
u, nego o lomljivosti, pa se zbog toga mogu ocekivati i nepredvidivi rezultati jer nisu uzeti u
obzir svi parametri lomljivosti osteoporoti¢ne kosti. U osnovi problema povecane lomljivosti
osteoporoti¢ne kosti je s jedne strane koStana masa izrazena preko BMD-a, a s druge strane
niz parametara koji su obuhvaceni terminom kvalitete kosti, od kojih se ni jedan danas joS ne
moze mjeriti u prakticnom radu, osim biljega koStane pregradnje, dakle niti u klinickim
studijama. Pristupi sakupljanju podataka o broju prijeloma u studijama znacajno se razlikuju:
od korisStenja anamnestickih podataka o zadobivenim prijelomima, smanjenju tjelesne visine
i pogrbljenosti, mjerenja tjelesne visine, preko radioloSkog odredivanja prijeloma kraljezaka,
do koriStenja medicinske dokumentacije o prijelomima. Kod koristenja radioloskih kriterija
za definiranje deformiteta kraljeZaka koji su analog kompresivnim frakturama trupova
kraljezaka, koriste se razli¢ite metode. Razliciti su 1 uklju¢ni odnosno isklju¢ni kriteriji pri
odabiru ispitanika. Neki autori iskljucuju prijelome koji su se dogodili prije 18. godine, drugi
prije 20. godine, treci prije menopauze. Neki uzimaju u obzir samo vertebralne prijelome,
drugi prijelome kuka, tre¢i nevertebralne, Cetvrti sve prijelome (a opet se razlikuju u nacinu
dokazivanja i odredivanja prijeloma).

7. Neki polimorfizmi su funkcionalni, dok su drugi afunkcionalni, a afunkcionalni
mogu biti takvi da ne uzrokuju promjene u strukturi proteina ili da uzrokuju promjene
strukutre proteina ali koje ne uzrokuju i promjene funkcije proteina. Ne moraju ni svi
funkcionalni polimorfizmi biti klinicki zamjetljivi 1 mjerljivi.

8. Utjecaj gena na BMD i lomljivost kosti nije jednostavan. Cesto se ne uzimaju u
obzir moguce interakcije gena, Sto nerijetko nije ni moguce uzeti u obzir je nisu poznati ni
svi polimorfizmi koje bi trebalo uzeti u obzir, a joS manje medusobne interakcije gena i
znacaja polimorfizama u tome. Narocito je sloZeno djelovanje kalcitriola, najaktivnijeg
oblika vitamina D, koji djeluje preko vitamin D receptora (VDR) koji se nalazi izmedu
ostaloga i u promoter regiji gena za PTH i gena za osteokalcin, koji su vazni u regulaciji
metabolizma kalcija i pregradnje kosti. Na taj nain kalcitriol djeluje na razinu PTH i
osteokalcina. Sam gen za VDR nalazi se na posebnom kromosomu, i njegovi polimorfizmi

mogu utjecati na razinu PTH i osteokalcina, §to govori za medusobni utjecaj gena koji su na
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razli¢itim kromosomima (295). Vrlo rijetko se rade haplotipske analize koje i kada se rade,

obuhvacaju samo nekoliko gena.

Za sigurno utvrdivanje povezanosti 1 SNP-a i nekog od navedenih svojstava pri
izvodenju meta-analiza potrebna je:

1. velika skupina ispitanika (viSe od 10.000 ispitanika) koja bi dala statisticku snagu
dobivenim rezultatima

2. metodoloski apsolutna ujednacenost studija ukljucenih u meta-analize

3. dobar dizajn studija

4. za smanjenje utjecaja publikacijskog “iskrivljenja” preporucljivo bi bilo formirati
registre klinickih studija (286)

5. 1 najvaznije, dobro definirati problem, odnosno u ovom slucaju fenotip.

Zadnjih godina u Europi su provedene 3 velike meta-analize u skladu s navedenim
kriterijima, a s kontrolom i korekcijom rezultata iz jednog centra. Naime, gotovo je
neizvediva jedna velika studija koja bi ukljucivala 20.000 i viSe ispitanika. Zato se rezultati
viSe vecih ispitivanja objedinjuju, ali pristup ovakvoj meta-analizi sada je aktivan. Unatrag
10-tak godina provode se takozvane MIPD (engl. meta-analyses of individual participant's
data = meta-analize individualnih podataka u¢esnika) koje daju pouzdanije rezultate od MPL
(296,297). Od autora studija traZze se svi individualni podaci o svim ispitanicima, a ne
skupni, gotovi, ve¢ obradeni podaci, da bi se eventualno izvrSile korekcije u slucaju
pogresaka. Takoder, vrSe se provjere rezultata, a u slucaju prevelikog i precestog odstupanja
izvode se dodatna ispitivanja. Ako su rezultati dobiveni na razliitim aparatima (ovo se
odnosi prvenstveno na denzitometre) vrSe se korekcije rezultata, da bi rezultati bili
komparabilni. U ovakve meta-analize mogu se ukljuciti i rezultati neobjavljenih studija, Cime
se korigira ucinak prvog rezultata i ,,pozitivnih* rezultata koji uzrokuju neobjavljivanje nekih
rezultata i time deformiraju rezultate meta-analiza. Medutim, pronalazenje neobjavljenih
studija je mnogo teZe, pa vjerojatnost da sve budu pronadene nije velika. Nedostatak i ovih
velikih proaktivnih meta-analiza je $to nisu prospektivne i metodoloski potpuno ujednacene,
pa u sebi sadrZze greSke i nedoreCenosti ili kontradiktornosti studija koje obuhvacaju, Sto
umanjuje snagu i sigurnost rezulta ¢ak i ovako velikih i dobro organiziranih studija. S druge
strane, osnovni problem, a to je dobro definiran fenotip, i dalje ostaje. Kao posljedica
nejasnoca vezanih za definiciju osteoporoze 1 preciznog mjerenja svih relevantnih
parametara, ostaju 1 nekonzistentnosti dobivenih rezultata u razliitim studijama, pa tako 1 u

meta-analizama dobivenim iz ovakvih studija.
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Vec¢ina dosadasnjih genetskih studija osteoporoze ucinjena je u Zena u
postmenopauzalnom periodu, a dobiveni podaci naj¢es¢e su kontradiktorni.

Pre- i postmenopauzalni period se znacajno razlikuju, kao Sto postoje razlike izmedu
Zena 1 muSkaraca. U razli¢itim okolnostima genski polimorfizmi mogu se manifestirati
razli¢itom jaCinom, Sto se vidi i u bolesnika sa sekundarnom osteoporozom.

PretraZzivanjem na medline-u za period od 1994. godine do 12.10.2006. godine nasao
sam 731 c¢lanak u kojima je ispitivan odnos 91 gena i BMD-a, a do 1.9.2007. godine ispitan
je odnos polimorfizama 100 gena i BMD-a. Odnos BMD-a 1 VDR gena ispitivan je u 286
¢lanaka, ER u 145 ¢lanaka i COL1AI u 87 ¢lanaka. U¢inio sam analizu rezultata objavljenih
calanaka. U obzir sam uzeo 280 ¢lanaka u kojima je u sazetku naveden broj ispitanika i
rezultati.

Rezultati ispitivanja odnosa BMD-a i polimorfizama ova 3 gena prikazani su u tablici
2. Uocljivo je da su studije za VDR gen i COL1AI gen koje su bile ,,pozitivne* bile 2,5-3x
vece po broju ispitanika nego ,,negativne* studije, dok za ER nije bilo znacajne razlike u
veli¢ini studija izmedu ,,pozitivnih* i ,,negativnih* studija (Slika 3 i 4.). Najvece su bile
studije u kojima je ispitivan utjecaj COL1AI na BMD, koje su imale prosjecno 481.6
ispitanika po studiji. lako se ne radi o meta-analizi, nego samo o jednostavnom pobrojavanju
studija s pozitivnim i negativnim rezultatima, ipak je zanimljivo vidjeti kakav je omjer tih
rezultata. Najuvjerljivije za postojanje povezanosti nekog od ova tri gena i BMD-a govore
studije za ER. U 75.55 % studija u kojima je ispitivan ER gen nadena je povezanost
polimorfizma ER gena s BMD-om. Pri tome treba ista¢i 1 malu razliku u veli¢ini studija s
pozitivnim i negativnim rezultatima, Sto govori protiv veceg utjecaja publikacijskog
iskrivljenja pri objavljivanju ovih studija. Na drugom mjestu po konzistentnosti rezultata su
studije u kojima je ispitivan odnos polimorfizama COL1AI gena i BMD-a. U 67.31% studija
nadena je veza polimorfizma COL1AI gena i BMD-a. Pri tome, treba uzeti u obzir veliku
razliku u veli¢inama objavljenih studija izmedu ,,pozitivnih* i ,,negativnih®, Sto bi moglo
upucivati na utjecaj tzv. ,efekta pozitivnih studija®*. Treba imati u vidu i da se vezom
polimorfizma COL1AI gena 1 BMD-a najviSe bavio S. Ralston, jedan od vodecih autoriteta u
podrucju genetike osteoporoze, €iji rezultati su pokazali povezanost polimorfizma ovog gena
i BMD-a te rizika prijeloma, $to bi moglo utjecati i na odlucivanje urednika pri izboru
¢lanaka za objavljivanje, sa sklonos¢u objavljivanja studija s ,,pozitinim* rezultatima. Nije mi
poznato koliko je neobjavljenih studija, ali se moZe pretpostaviti da je veci broj prvenstveno
malih studija s negativnim rezultatima medu neobjavljenim studijama, $to bi moglo utjecati

na ukupan rezultat. Ipak, iza ovih rezultata stoje najvece studije, s najveéim brojem
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ispitanika, Sto ima daje vecu statisticku snagu nego studijama s druga dva gena. Na tre¢em
mjestu po uvjerljivosti postojanja veze s BMD-om je gen za VDR. U samo 58% studija
nadena je povezanost s BMD-om, dok u 42% studija veza nije nadena. I u ovom slucaju
uocljiva je razlika izmedu veli¢ine studija s ,,pozitivnim® i ,,negativnim‘* rezultatima, $to bi
moglo biti posljedica ,,u¢inka pozitivnih studija“ i ,,publikacijskog iskrivljenja®, te moze
upucivati na znacajan broj neobjavljenih ,,negativnih* malih studija, Cije bi objavljivanje
moglo znaCajno promijeniti omjer pozitivnih 1 negativnih studija.

Ovi rezultati ukazuju na mogucéu povezanost polimorfizama ER i COL1A1 gena i
BMD-a, mada nalazi nisu konzistentni i ova veza nije sigurna, a najmanje je sigurna
povezanost polimorfizama VDR gena i BMD-a u postmenopauzalnih eutireoidnih Zena.

Zbog kontradiktornosti rezultata, unato¢ progresivnom rastu broja studija, ucinjeno je

viSe meta-analiza.

Tablica 2. Clanci objavljeni od 1994. do 12.10.2006. god.: rezultati ispitivanja odnosa BMD-
a 1 polimorfizama gena za VDR, ER 1 COL1AI

VDR ER COLI1AI
Povezanost br. br. br. br. br. br.
radova ispitanika radova ispitanika radova ispitanika
Nadena 80 24.5 68 242 35 214
58% 306,4/1isp. | 75,55% | 356,2/1isp. | 67.31% | 611,8/1isp.
Nije nadena 58 17.5 22 8.6 17 3.6
42% 129,5/1isp. | 24,44% | 393,1/1isp. | 32.69% | 213,4/1isp.
UKUPNO 138 42.0 90 32.9 52 25.0
233,7/1isp. 365,2/1isp. 481,6/1isp.

isp. = ispitanik
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Slika 3. Omjer broja radova s ,,pozitivnim” i ,,negativnim’ ishodom analize povezanosti

genskih polimorfizama i BMD-a objavljenih od 1994. do 12.10.2006. godine
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Slika 4. Prosje€an broj ispitanika po jednom ispitivanju u periodu od 1994. godine do
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1.8.1. Meta-analize polimorfizama VDR gena i BMD-a

Cooper i sur. analizirali su u meta-analizi u¢injenoj 1996.godine odnos polimorfizma
Bsml VDR gena i BMD-a. (298). Nasli su nizi BMD u vratu bedrene kosti u BB genotipa
nego u bb (p<0,032), sa slabom tendencijom da taj uc¢inak bude jaCe izraZzen u mladih osoba
(p<0,06). Za kraljeznicu i radius nije nadena povezanost (p<0,062 i p<0,078).

Gong i sur. ucinili su meta-analizu 1999.godine (299). Njihov zakljucak je da se s
visokom razinom sigurnosti moze zakljuciti da je BMD povezan s genskim polimorfizmima
VDR gena, i da negenetski ¢imbenici i genetska heterogenost interferiraju s detekcijom
ucinaka polimorfizama gena za VDR na koStani fenotip. Nasli su da su ,,pozitivni* rezultati
bili ¢eS¢i u premenopauzalnih Zena nego u postmenopauzalnih (p<0,02), ili kombinirano u
muskaraca i Zena (p<0,05).

Thakkinstian, Eisman i sur. analizirali su u meta-analizi ucinjenoj 2004.godine
odnos polimorfizama VDR gena i BMD-a. (300). Nasli su povezanost Bsml polimorfizma
gena za VDR i BMD-a. BB genotip je bio povezan sa smanjenim BMD-om u kraljeZnici (oko
2,4%) u postmenopauzalnih Zena. Procijenjeno je da je BB genotip u vezi s oko 2% prijeloma
kraljezaka u populaciji. Nije nadena povezanost Bsml i BMD-a kraljeznice u
premenopauzalnih Zena. Nije nadena povezanost Bsml i BMD-a u podruc¢ju vrata bedrene
kosti ni u premenopauzalnih ni u postmenopauzalnih Zena.

Thakkinstian i sur. ucinili su meta-analizu haplotipova polimorfizama VDR gena
2004. godine odnos polimorfizama VDR gena i BMD-a (301). Ispitali su odnos BMD-a i
Bsml, Apal, Taql polimorfizama. Nijedan pojedina¢no nije bio povezan s BMD-om, ali su
haplotipovi Bat i BAt bili povezani s osteoporozom.

Fang i sur. analizirali su u meta-analizi u¢injenoj 2006. godine odnos polimorfizama
Bsml i Tagl VDR gena i rizika prijeloma (302). Nije nadena povezanost s rizikom
prijeloma.

Zintzaras i sur. analizirali su u meta-analizi ucinjenoj 2006. godine odnos BMD-a i
polimorfizama VDR gena: Bsml, Taql, Apal i FokIl (303). Nisu nasli povezanost
polimorfizama VDR gena i BMD-a.

Do sada najvea meta-analiza u kojoj je ispitivana povezanost VDR gena i
osteoporoze, odnosno rizika prijeloma, ucinjena je 2006. godine, u sklopu GENOMOS
projekta (71). Ona je obuhvatila 9 Europskih timova s 26.242 ispitanika, od kojih su 18.495
bile Zene. Nije nadena povezanost Fokl, Bsml, Apal, Taql i Cdx2 polimorfizama s BMD-

om u podrucju slabinske kraljeZnice i vrata bedrene kosti, kao niti s prijelomima kosti. U
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muskaraca nije nadena povezanost ni s prijelomima, dok je u Zena nadena moguca veza
Cdx2 alela VDR gena i prijeloma kraljezaka, neovisna o BMD-u. Nije u¢injena posebna
analiza podataka u premenopauzalnih i postmenopauzalnih Zena. Cdx2 polimorfizam je
funkcionalan 1 utjeCe na vezanje proteina za DNA 1 gensku transkripciju, Sto rezultira

slabijom ekspresijom VDR u ciljnim stanicama za vitamin D (304).

1.8.2. Meta-analize polimorfizama COL1A1 gena i BMD-a

Efstathiadou, Tsatsoulis i Ioannidis ucinili su 2001. godine meta-analizu u kojoj su
nasli povezanost Spl polimorfizma gena za COL1A1l i prijeloma (305). NaglaSena je
moguca vaznost razjasnjenja potencijalne heterogenosti kroz etnicke grupe, dobne skupine i
mjesta skeleta u budu¢im studijama i1 potrebe za buduc¢im vrlo velikim studijama ili meta-

analizama.

Mann i Ralston ucinili su 2003. god. meta-analizu u kojoj su analizirali odnos
polimorfizma Spl COL1AI gena i BMD-a, te prijeloma (306). Analizom 26 studija i 7849
ispitanika naden je znacajno nizi BMD slabinske kraljeZnice u osoba s Ss genotipom nego u
SS genotipa (p<0,00005), ali ne i u odnosu na ss genotip (p=0,13). U podrucju vrata bedrene
kosti BMD je bio znaCajno niZi u osoba s Ss genotipom (p<0,00001) i ss genotipom
(p=0,001). Naden je umjereno smanjen BMD i znacajno ve¢i rizik osteoporoti¢nih prijeloma
u osoba sa Ss genotipom (p<0,002) i ss genotipom (p<0,0003), narocito vertebralnih
(p<0,004 i p<0,00001).

U okviru GENOMOS projekta ucinjena je 2006.god. i velika meta-analiza u kojoj je
ispitan utjecaj COL1A1 Sp1 polimorfizma na osteoporozu i prijelome (34). U meta-analizu
je bilo uklju¢eno 20.786 ispitanika iz 9 Europskih centara. Nadena je povezanost COL1AI
polimorfizma 1 BMD-a u podrucju slabinske kraljeznice 1 vrata bedrene kosti 1 u Zena i u
muskaraca. Nije nadena povezanost sa svim prijelomima. Nadena je samo blaga povezanost
(slabija nego u ranijim studijama i meta-analizi) s incidentalnim prijelomima kraljezaka u
Zena i moguc¢e u muskaraca (ovaj polimorfizam je povezan s priblizno 10% incidentalnih
prijeloma u Zena). Nije ispitivan posebno utjecaj pre- i postmenopauzalnog perioda na BMD i
prijelome. COL1AI Spl je funkcionali polimorfizam koji utjece na vezanje proteina za DNA,

regulaciju gena za kolagen i koStanu mineralizaciju (307,308).
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1.8.3. Meta-analize polimorfizama ERo i BMD-a

Ioannidis i sur. 2002. god. (309). Ispitali su odnos Xbal i Pvull polimorfizama i
BMD-a. Pvull nije bio povezan s BMD-om bilo kojeg mjesta, a niti s rizikom prijeloma.
Xbal je bio povezan s BMD-om 1 vrata bedrene kosti i slabinske kraljeznice. XX je imao veci
BMD i manji rizik prijeloma.

U sklopu GENOMOS projekta 2004. god. ucinjena je velika meta-analiza u kojoj je
ispitivana povezanost ERa gena i BMD-a, te rizika prijeloma (72). U studiju je bilo
ukljuceno 18.917 ispitanika, od kojih su 14.622 bile Zene, a 4.295 muskarci, iz 8 Europskih
centara. Nijedan od 3 ispitana polimorfizma (Xbal, Pvull i promoter TA ponavljajudi
mikrosatelit) ili haplotipa nisu pokazali nikakav statiticki znacajan ucinak na BMD. Za
Pvull i promoter TA ponavljaju¢i mikrosatelit nije nadena povezanost s rizikom prijeloma.
Jedino je Xbal polimorfizam bio povezan s rizikom prijeloma, mehanizmom neovisnim o
BMD-u. U studiji nije ucinjena podjela na podgrupe pre- i postmenopauzalnih Zena, pa

nedostaje i analiza podataka u tom smislu.

1.8.4. Spoznaje o odnosu polimorfizama gena za VDR, COL1Al i ERa

proistekle iz rezultata pojedinac¢nih studija i meta-analiza

Na osnovu rezultata dosadasnjih brojnih pojedinacnih studija u kojima je ispitivan
odnos polimorfizama gena za VDR, ERo 1 COL1AI 1 BMD-a i meta-analiza koje se odnose
na postmenopauzalne eutireoidne Zene, u koje spadaju i zadnje velike meta-analize uCinjene
u sklopu GENOMOS projekta, moze se zakljuciti:

1. Utjecaj VDR gena 1 njegovih polimorfizama Bsml, Taql, Apal 1 Fokl na BMD je
nesiguran, vjerojatno nije znacajan. Do sada nije sa sigurno$¢u potvrdeno postojanje
povezanosti ovih polimorfizama i BMD-a niti u premenopauzalnih, niti u
postmenopauzalnih eutireoidnih Zena. Nadena je tek slaba statisticki znaCajna
povezanost Cdx2 polimorfizma i prijeloma kraljeZaka u postmenopauzalnih Zena.

Samo u jednoj meta-analizi ispitivan je odnos polimorfizma Bsml VDR gena 1

BMD-a u premenopauzalnih Zena i nije nadena povezanost.

2. Nadena je povezanost Spl polimorfizma COLI1AI i BMD-a u podrucju slabinske

kraljeznice i vrata bedrene kosti i u Zena i u muskaraca. Nije nadena povezanost sa
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svim prijelomima. Nadena je samo blaga veza s incidentalnim prijelomima kraljezaka
u zena i moguce u muskaraca.

I za ovaj gen, podaci o povezanosti s BMD-om u premenopauzalnih Zena su
vrlo oskudni.

3. Do sada nije dokazana povezanost ERa gena i1 njegovih polimorfizama, Pvull 1
promoter TA ponavljaju¢eg mikrosatelita na BMD. Moguca je, ali ne 1 sigurna, slaba
veza Pvull polimorfizma i BMD-a, ali samo u premenopauzalnih eutireoidnih Zena.
Nadena je jedino slaba veza Xbal polimorfizma i prijeloma, mehanizmom vjerojatno
neovisnim o BMD-u. Naden je zaStitni ufinak XX genotipa na rizik prijeloma
kraljezaka podjednak i u musSkaraca i u Zena.

Do sada medutim, nije ispitivan utjecaj polimorfizama Xbal i Pvull na BMD u

premenopauzalnih Zena.

1.8.5. Genetika osteoporoze u premenopauzalnih Zena

Broj studija u kojima je ispitivan odnos genskih polimorfizama i1 koStane mase u
premenopauzalnih Zena je relativno mali, svega 40-tak, a rezultati su kontradiktorni.

Kammerer i sur. nalaze u ,,linkage* studiji razlike izmedu spolova i dobi u povezanosti
pojedinih QTL 1 BMD-a. Tako nisu naSli nijednu QTL koja bi bila povezana s BMD-om
podlaktice i vrata bedrene kosti u premenopauzalnih Zena (30).

Neki autori su ispitivali povezanost SNP-ova i BMD-a u premenopauzalnih Zena. Nasli
su povezanost SNP-ova gena za LRPS5, ER, IGF-1, VDR, IL-6 i BMD-a u premenopauzalnih
Zena (310,311,312,313,314,315,316,317,318,319,320). Tokita i sur. nasli su povezanost Bsml
polimorfizma gena za VDR 1 BMD-a, kao 1 brzine koStane pregradnje u premenopauzalnih
Zena (321). Keen i sur. su u studiji 1.706 dizigotnih blizanaca Zenskog spola, dobi od 18 do
72 godine, nasli znacajnu povezanost polimorfizma za TGF1 i BMD-a vrata bedrene kosti
sa znacajnim rizikom za osteoporozu u podru¢ju vrata bedrene kosti u premenopauzalnih
zena (322).

Drugi autori nisu nasli povezanost SNP-a A986S gena za ,kalcij-senzing® receptor 1
polimorfizama Fokl i1 Bsml gena za VDR 1 BMD-a u premenopauzalnih Zena
(323,324,325,326), dok Garnero i sur. ne nalaze povezanost izmedu intenziteta koStane

pregradnje i BMD-a i polimorfizama Bsml, Taql, i Apal VDR gena (327).
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Yamada i sur. analizirali su povezanost 6 gena kandidata i BMD-a u muskaraca i Zena.
Nasli su da su razliCiti geni povezani s BMD-om u musSkaraca, premenopauzalnih i
postmenopauzalnih Zena (328,329). Eckstein i sur. nisu naSli povezanost polimorfizama
Bsml, Taql 1 Apal gena za VDR 1 polimorfizma A986S gena za kalcij-senzing receptor ni u
muskaraca ni u premenopauzalnih Zena (330). Long i sur. nasli su povezanost APOE
haplotipa i BMD-a u muskaraca, ali ne i u Zena (331). Yamada nalazi povezanost
polimorfizma gena za osteoprotegerin i BMD u Zena, ali ne 1 u muSkaraca (332).

U nekim od tih radova nadena je razlika izmedu premenopauzalnih i
postmenopauzalnih Zena u postojanju veze gena i BMD-a. Neki su naSli povezanost
polimorfizama ponavljajuc¢eg dinukleotida citozin-adenin (CA), Xbal i Pvu II ERo gena i
AP1 vezujuceg mjesta TCIRG1 gena i BMD-a samo u premenopauzalnih Zena, ali ne i u
postmenopauzalnih (333,334,335,336). Drugi autori nalaze povezanost SNP-a i BMD-a samo
u postmenopauzalnih Zena, ali ne i u premenopauzalnih (gen za kalcitonin) (337). Zhang i
sur. nasli su povezanost polimorfizmama Xbal i Pvull ERa gena i Apal VDR gena s BMD-
om u premenopauzalnih Zena i utjecaj interakcije gena za ERa i VDR na BMD u
postmenopauzalnih Zena (338). Ho i sur. nalaze povezanost Pvull polimorfizma gena za ERo
1 BMD-a, ali s utjecajem SNP-a na BMD na razli¢itim mjestima skeleta u Zena u
premenopauzi i postmenopauzi (339).

Neki autori nalaze povezanost genskih polimorfizama (AC haplotip (A2014 i C3768)
gena za ERa, Bsml gena za VDR, Alul gena receptora za kalcitonin - CTR, Spl COL1Al,
IL-6) i BMD-a neovisno o menopauzi (340,341,342,343). Drugi autori ne nalaze znacajnu
povezanost BMD-a i SNP-ova ispitivanih gena (Bsml, Taql, Apal i Fokl gena za VDR,
HindIII gena za osteokalcin, T950C polimorfizam u promoter regiji gena za osteoprotegerin,

Spl COL1A1 ) neovisno o menopauzi (6,344,345,346,347).

1.8.6. Genetika osteoporoze u muskaraca

Rjede su radena ispitivanja odnosa genskih polimorfizama i rizika osteoporoze i
prijeloma u musSkaraca (29,328,348,349,350,351,352,353,354,355,356,357,358,
359,360,361,362,363, 364,365,366,367,368,369,370,371,372,373,374,375,376,377) s takoder
kontradiktornim rezultatima. U¢injeno je nekoliko manjih meta-analiza, a unatrag 3 godine u

okviru GENOMOS projekta ucinjene su 3 velike meta-analize s oko 20.000 ispitanika. Do
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sada je u okviru GENOMOS projekta, ispitana povezanost polimorfizama gena za ER,
COL1A1 1 VDR i BMD-a i osteoporoti¢nih prijeloma (34,71,72). Iako je broj ispitanika u tim
velikim meta-analizama izosio oko 20.000, broj muskaraca u njima jo$ uvijek je bio relativno
nizak, manji od preporucljivih 10.000 (4.295-7.837). Za najceSce ispitivani gen VDR nije
nadena povezanost ispitivanih polimorfizama (Fokl, Bsml, Apal, Taql i Cdx2) s BMD-om ni
u muskaraca ni u Zena. U muskaraca nije nadena povezanost ni s prijelomima, dok je u Zena
nadena moguca povezanost Cdx2 alela VDR gena i prijeloma kraljeZaka, neovisna o BMD-u
(71). Nadena je slaba povezanost polimorfizama gena za COL1A1 Spl i BMD-a u podrucju
slabinske kraljeznice i vrata bedrene kosti u muskaraca podjednako kao i u Zena, koja
objasnjava svega oko 2% ukupne varijabilnosti BMD-a. Nije nadena povezanost
polimorfizma gena za COL1A1 Spl i svih prijeloma. Nadena je moguca slaba povezanost u
muskaraca (34). Nije nadena povezanost polimorfizama gena za ER i BMD-a ni u muskaraca
ni i u zena. Nadena je povezanost polimorfizama gena za ERa i rizika prijeloma
mehanizmom neovisnim o BMD-u, posebno prijeloma trupa kraljeZaka u muSkaraca. Nije

nadena znacajna razlika izmedu musSkaraca i Zena (72).

1.8.7. Polimorfizmi Taql VDR, Plull ERa i Sp1 COL1AI i BMD u eutireoidnih

zena

Do sada je najcesce ispitivan odnos polimorfizama gena za VDR, ER i COLIAI i
BMD-a, jer su to geni za koje se pretpostavljalo da igraju znaCajnu uklogu u kosStanoj
pregradnji i da bi mogli determinirati koStanu masu.

Gen za vitamin D receptor (VDR) nalazi se na kromosomu 12, lokusu 12q12-q14 i
sadrzi 11 eksona (378). Zajedno s promoter regijom premoscuje preko 100 kB, dok sam VDR
gen obuhvaca priblizno 75 kb. Intronski fragment na 3-pocetnom kraju eksona 1C objasnjava
molekularni mehanizam poticanja ekspresije VDR putem retinoi¢ne kiseline.

Gen za ER alfa (ER1) dug je preko 140 kB i sadrzi 8 eksona, a lokus se nalazi na
6g25.1. ER1 je prisutan u oba spola u: jetri, frontalnom korteksu, nucleus caudatusu, locus
coeruleusu, cerebellumu, Moebiusovim glandulama na gornjim o¢nim kapcima (kojima
nedostaju androgeni receptori). ER1 se nalazi na osteoblastima i hondrocitima, a utjece i na

procese diferencijacije osteoblasta iz fibroblasta u koStanom tkivu (379, 380, 381).
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Lokus za alfa 1 lanac kolagena tipa I nalazi se na 17q21.31-q22.05, a za alfa 2 lanac
kolagena tipa I na 7q22.1 (382). Oko 80-95% ukupnih proteina koStanog matriksa ¢ini
kolagen tipa I. Molekula kolagena tipa 1 je heterotrimer sacinjen od spiralno povezana tri
vlakna (2 a1 1 1 a2 lanac koji su strukturno sli¢ni, ali genetski razliciti). Osim u kostima, tip

1 kolagena nalazi se joS u koZi i tetivama.

1.8.7.1. Polimorfizmi Taql VDR, Pvull ERa i Sp1 COL1AIi BMD u

premenopauzalnih eutireoidnih Zena

Do sada je objavljeno 18 studija ucinjenih u premenopauzalnih eutireoidnih Zena u
kojima je ispitivan odnos ovih polimorfizama i BMD-a.

U 4 studije ispitivan je odnos Taql polimorfizma gena za VDR i1 BMD-a u
premenopauzalnih Zena koje nisu bolovale od hipertireoze i nije nadena povezanost izmedu
njih (6,344,345,383).

U 11 studija ispitivan je odnos Pvull polimorfizma ERo gena 1 BMD-a u
premenopauzalnih Zena koje nisu bolovale od hipertireoze. U 6 studija nadena je povezanost
Pvull i BMD-a (317,335,338,339,343,384). Pri tome izgleda da je znacajan utjecaj
menopauze na ispoljavanje utjecaja ovog polimorfizma na BMD. U 2 studije nadena je
povezanost Pvull polimorfizma i BMD-a u premenopauzalnih Zena, ali ne 1 u
postmenopauzalnih (335,384). U jednoj studiji nadena je povezanost Pvull polimorfizma i
BMD-a u premenopauzalnih, ali ne i u postmenopauzalnih Zena, ali se radilo o ER genu
(333). U jednoj studiji je nadena interakcija Pvull polimorfizma i “mrSave” tjelesne mase s
utjecajem na BMD vrata bedrene kosti, ali samo u postmenopauzalnih, a ne i u
premenopauzalnih Zena i muSkaraca (235). U jednoj studiji naden je utjecaj Pvull
polimorfizma na BMD, ali se on ispoljava na drugim mjestima skeleta u Zena u
premenopauzi nego u Zena u postmenopauzi (339). U 3 studije nije nadena veza BMD-a s
Pvull polimorfizmom (314,336,385).

Sto se ti¢e Fok1 polimorfizma VDR gena kojeg su ispitivali Obermayer-Pietsch i Ban
u svojim studijama, do sada je objavljeno samo 5 radova. U 3 rada nije nadena povezanost
Fok1 polimorfizma i BMD-a u premenopauzalnih Zena (324,326,388). U 2 rada nadena je
povezanost (314,386). U jednom radu nije nadena povezanost Fok1 polimorfizma i BMD-a u
premenopauzalnih Zena, ali je nadena povezanost s BMD-om u prepubertetskih djevojcica i
to u sklopu haplotipa zajedno s BsmI i Apal polimorfizmima (387).
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U 4 studije ispitivan je odnos Spl polimorfizma gena za COL1AI i BMD-a u
premenopauzalnih Zena koje nisu bolovale od hipertireoze. Hustmyer i sur. u studiji s mono- i
dizigotnim premenopauzalnim Zenama blizancima nisu nasli povezanost Spl polimorfizma
COLIAI gena niti s BMD-om niti s prijelomima kosti (388). Wynne i sur. nisu nasli
povezanost polimorfizma COLIAI gena i BMD-a u premenopauzalnih Zena, a isto tako ni
Lau i sur. (384,389). U€injena je jos jedna studija u kojoj nije nadena povezanost 1997G-->T
genotipa COL1AI gena s BMD-om u premenopauzalnih Zena, ali je nadena povezanost u

postmenopauzalnih Zena (390).

1.8.7.2. Polimorfizmi Taql VDR, Plull ERa i Sp1 COL1AIi BMD u

postmenopauzalnih eutireoidnih Zena

Radi se o velikom broju studija u€injenih prvenstveno u postmenopauzalnih Zena ili
studija u kojima ispitanice nisu bile razdijeljene u postmenopauzalne i premenopauzalne, a
koje su do sada dale kontradiktorne rezultate, zbog Cega su kasnije radene i meta-analize.
Rezultati su kontradiktorni, pa se pokuSalo meta-analizama do¢i do objektivnije procjene

postojanja ove povezanosti.

Do sada je ucinjeno viSe meta-analiza u kojima je analizirana moguca veza ovih
polimorfizama i BMD-a u postmenopauzalnih eutireoidnih Zena.

U 3 meta-analize ispitivan je odnos Taq I polimorfizma VDR gena i BMD-a i nije
nadena povezanost ovog polimorfizma s BMD-om, a u jednoj meta-analizi ispitivana je
povezanost s prijelomima i nije nadena povezanost (71,302,303). Samo u jednoj meta-analizi
nadena je povezanost s BMD-om ali u sklopu haplotipa, ali ne i pojedinacno (301).

U dvije meta-analize u kojima je u postmenopauzalnih eutireoidnih Zena ispitivan
odnos Pvull polimorfizma ER gena i BMD-a nije nadena povezanost ni s BMD-om ni s
prijelomima (72,305).

U tri meta-analize ispitivan odnos polimorfizama Spl COLIA1 gena i BMD-a u
postmenopauzalnih eutireoidnih Zena i nadena je povezanost s BMD-om i slaba povezanost s

prijelomima(34,306,307).
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1.8.8. Genetika sekundarne osteoporoze

Uzimajuéi u obzir ukupan broj genetskih studija u bolesnika s osteoporozom, te veliki broj uzroka

sekundarne osteoporoze, mali je broj studija u kojima je ispitivana genetska osnova sekundarne osteoporoze.
Do sada je ispitivan odnos genskih polimorfizama i BMD-a u bolesnika s: talasemijom (391), terminalnom
bubreznom insuficijencijom (392), bolesnika na hemodijalizi (393), nakon transplantacije bubrega (394),
inzulin ovisnim diabetes mellitusom (395,396), steroidnom osteoporozom (397,398), idiopatskim
hipogonadotropnim hipogonadizmom (399), reumatoidnim artritisom (400,401,402), juvenilnim idiopatskim

artritisom  (403),  ankilozantnim  spondilitisom  (404),  primarnom  bilijarnom  cirozom

(405,406,407,408,409,410), nakon transplantacije jetre (411), Crohnovom boleséu (412,413,414),
celijakijom (415,416,417), malapsorpcijom laktoze (418,419,420) i hipertircozom (421,422). U nekim

ispitivanjima je nadena povezanost genskih polimorfizama i BMD-a, dok u drugim nije. Medutim, obzirom da
se uglavnom radi o samo 1-3 (najvise 6) ispitivanja za jednu bolesti i da su ispitivanja u¢injena na manjem broju
bolesnika, ne moze se sa sigurno$¢u zakljucivati o znacaju tih rezultata. Rezultate ovih studija bi tek trebalo
provjeriti u budu¢im studijama na znatno veéem broju ispitanika i testirati veéi broj gena i njihovih

polimorfizama s BMD-om i prijelomima.

1.8.9. Genetika sekundarne osteoporoze uzrokovane hipetireozom

Samo u dvije studije ispitivana je genetska osnova sekundarne osteoporoze
uzrokovane hipertireozom. Ispitivan je utjecaj polimorfizama Bsm I i Fok I gena za VDR na
BMD u bolesnica s hipertireozom, a rezultati nisu jednoznacni. Dok je u jednom radu nadena
povezanost Bsm I polimorfizma i BMD-a, rezultati koji se odnose na vezu Fok I
polimorfizma i BMD-a nisu potpuno podudarni.

Obermayer-Pietsch i sur. ispitali su odnos Bsm I i Fok I polimorfizama VDR gena
i BMD-a u 76 postmenopauzalnih Zena s hipertireozom i 62 zdrave postmenopauzalne Zene u
kontrolnoj skupini (421). BMD je mjeren DXA metodom u slabinskoj kraljeznici i PQCT
metodom u distalnom radiusu (engl. peripheral quantitative computed tomography =
periferna kvantitativna kompjuterizirana tomografija). Na ovaj nac¢in mjeren je BMD u
podrucju kortikalne i trabekularne kosti. Nadena je statistiCki znaCajna povezanost BB
polimorfizma s BMD-om, dok nije nadena povezanost Fok I polimorfizma s BMD-om. U
grupi hipertireoidnih bolesnica s niskim BMD-om BB genotip je naden u 39%, $to je znatno

ceS¢e nego u kontrolnoj skupini (13%, p= 0,003) i u bolesnica s hipertireozom i normalnim
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BMD-om (6%, p=0,013). Kumulativni rizik za niski BMD u postmenopauzalnih bolesnica s
hipertirozom i BB genotipom bio je 31.4 (95% CI, 3,9-256; p=0,0003).

Drugo ispitivanje ucinili su Ban i sur. 2000. god. (422). Oni su ispitali odnos izmedu
polimorfizma FokI gena za VDR i BMD-a distalne treCine palCane kosti, te biljega koStane
pregradnje u 131 bolesnice s Gravesovom boles¢u, dobi od 25 do 78 godina i 150 zdravih
Zena u kontrolnoj skupini. Od 131 ispitanice 22 su bile nelijecene, 18 je lijeCeno
medikamenozno, a 91 je bila u remisiji duZoj od 6 mjeseci. Bolesnice koje su bile u remisiji
duzoj od 6 mjeseci (91) bile su dobi 47-78 godina, a remisija je trajala od 0.5 do 22 godine.
Nije navedeno jesu li ispitanice koje su bile nelijeCene i (22) i lijeCene medikamentozno (18)
bile u remisiji, te kakva je bila njihova dobna struktura, ali se indirektno naslucuje da nisu
bile u remisiji. Obzirom da je remisija bila definirana s 2 kriterija (negativna protutijela 1
eutireoidno stanje u trajanju od najmanje pola godine) bolesnice koje nisu u remisiji ne
moraju nuzZno biti i1 hipertireoidne, a taj podatak nedostaje. BMD je mjeren aparatom marke
DTX-200, Osteometer, Copenhagen, a rezultati su izraZavani u apsolutnim vrijednostima i
kao z-score. Od biljega koStane pregradnje odredivani su osteokalcin, koStani izoenzim
alkalne fosfataze, hidroksiprolin 1 deoksipiridinolin u urinu. Autori nisu nasli povezanost
Fok1 polimorfizma i BMD-a u distalnoj tre¢ini pal¢ane kosti u grupi ispitnica u remisiji (91).
Medutim, nasli su povezanost Fokl genotipa i BMD-a u podgrupi ispitanica koje su bile do 5
godina u remisiji. Ispitanice koje su bile Ff heterozigoti, a bile su u remisiji kracoj od 5
godina, imale su zna€ajno niZi z-score od homozigota ff (p<0.05) i FF (p<0.05). Nasli su i
viSu razinu koStane alkalne fosfataze u krvi u Ff heterozigota nego u FF homozigota (p<0.05)
u svih bolesnica u remisiji kao i u podgrupi bolesnica koje su bile do 5 godina u remisiji. Nije
nadena nikakva povezanost Fokl polimorfizma i osteokalcina, hidroksiprolina i
deoksipiridinolina u urinu u bolesnica koije su bile u remisiji. Nalazi impliciraju da je Ff
genotip ¢imbenik rizika za pojacan gubitak koStane mase u Basedovljevoj bolesti, a u remisiji
dolazi do pojaCane aktivnosti osteoblasta izrazene pojaCanim lucenjem alkalne fosfateze i
povisenom razinom koStane alkalne fosfataze u krvi i ubrzanog rasta koStane mase, pa se
nakon 5 godina remisije koStana masa u ovih bolesnica viSe ne razlikuje od koStane mase
bolesnica sa FF i1 ff genotipom, iako i dalje ostaje blago pojaana aktivnost osteoblasta
karakterizirana poviSenom razinom kosStanog izoenzima alkalne fosfataze u krvi u bolesnica s
Ff genotipom. Iz c¢lanka medutim, nije vidljivo jesu li postojale razlike u odnosu
polimorfizma Fokl i z-scora izmedu premenopauzalnih i postmenopauzalnih bolesnica u

remisiji.
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Obermayer-Pietsch i sur. su kao i Ban 1 sur. ispitali odnos FokI polimorfizma i BMD-
a. Medutim, prisutne su znacajne razlike u njihovim radovima, zbog cCega je oteZano
poredenja ova dva ispitivanja. Obermayer-Pietsch i sur. su ispitivanje proveli u
postmenopauzalnih bolesnica s hipertircozom (pri tome nisu sve bolesnice bolovale od
Basedovljeve bolesti), 5 mjeseci nakon postavljanja dijagnoze i zapocinjanja lijeCenja, dok su
Ban i sur. ispitivanje proveli u premenopauzalnih i postmenopauzalnih Zena, ali bez
razdvajanja bolesnica u dvije skupine. Osim toga, Ban je ispitivanje proveo u bolesnica koje
su bile u remisiji najmanje pola godine (0,5-22 godine), Sto je znacajna razlika u studiji, jer
jedna studija govori o riziku gubitka koStane mase u hipertireozi, a druga o brzini oporavka
kosStane mase u remisiji Basedovljeve bolesti. Ni mjesta mjerenja BMD-a na skeletu, kao ni
metode mjerenja BMD-a, a niti aparati, nisu bili jednaki. Ipak, uz sav oprez zbog navedenih
razlika, moZemo zakljuciti da studija Obermayer-Pietsch i sur. nije pokazala nikakav utjecaj
polimorfizma Fokl na BMD u premenopauzalnih bolesnica s hipertireozom, dok studija Bana
i sur. implicira mogu¢i utjecaj polimorfizma Fokl na BMD u bolesnica s Basedovljevom
bolesc¢u za vrijeme aktivnosti, bez odredenja prema menopauzi.

U dva ispitivanja naden je i utjecaj TR na funkciju ER koji je takoder ukljucen u
proces pregradnje kosti (423,424). Nadena je interakcija response elemenata tiroksina i
estrogena (425). TR utjecu na funkciju proteina koaktivatora (SRC1, SRC2, TRAP220,
TRBP, p300 i ARA70), a takoder i korepresora (RIP140 i DAX-1) (426). Hormoni Stitnjace
vezu se za TRE (engl. tiroxine response element = element koji reagira na tiroksin) koji
djeluje na ERE (engl. estrogen response element = element koji reagira na estrogen)
uzrokujuci porast broja estrogenih receptora i pojacan odgovor stanice na estrogene ili se TR

veze za ERE i na taj na¢in modificira aktivnost gena (427,428).
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1.9. Polimorfizmi gena za VDR i ER i Basedowljeva bolest i Hashimotov

tireoiditis

Od 1979. godine provedeno je niz ispitivanja povezanosti genskih polimorfizama i
autoimunih bolesti Stitnjate u kojima su ispitivani geni za: C2, C3, C4 komponente
komplementa, properdin faktor Bf, Ig, T limfocitni receptor beta lanac, CTL-4, TPO, receptor
za tireoidni hormon, tireoglobulin, SEL1L, VDR, ER, kao i kromosomske regije povezane s
veéim rizikom bolesti (429,430,431,432,433,434,435,436,437,438,439,440,441,442,443,444,
445,446, 447,448,449,450) s kontradiktornim rezultatima.

U pet studija ispitivan je odnos polimorfizma VDR gena i autoimunih bolesti Stitnjace

(422,451,452,453,454), a u 3 studije odnos ER i autoimunih bolesti Stitnjace (455,456,457),

takoder s kontradiktornim rezultatima.
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2. CILJISPITIVANJA

Osteoporoza je bolest s poligenskom osnovom. Do sada je ucinjen veliki broj studija u
kojima je ispitivana genetska osnova BMD-a i primarne osteoporoze s ¢esto kontradiktornim
rezultatima. Mali je broj studija u kojima je ispitivana genetska osnova sekundarne
osteoporoze. U samo dvije studije ispitivana je veza genskih polimorfizama i BMD-a u
bolesnika s hipertireozom.

Hipoteza: osteoporoza u premenopauzalnih Zena s hipertireozom ima poligensku
osnovu, a polimorfizmi gena za receptor vitamina D (VDR), alfa 1 lanac kolagena I
(COLI1AI) 1 estrogeni receptor alfa (ERo) utjeCu na gubitak koStane mase i nastanak

osteoporoze.

Cilj ovog ispitivanja je ispitati postoji li povezanost polimorfizama Taql gena za
vitamin D receptor (TT, Tt i tt genotip), Ball Sp1 regije gena za COLIA1 (SS, Ss i ss) i Pvull
gena za estrogeni receptor (PP, Pp 1 pp genotip) 1 BMD-a slabinske kraljeznice 1 vrata

bedrene kosti u premenopauzalnih bolesnica s hipertireozom.
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3. ISPITANICE

Ispitivanje je provedeno u 45 premenopauzalnih bolesnica s ustanovljenom
dijagnozom hipertireoze u kojih je proslo najmanje godinu dana od postavljanja dijagnoze.
Odabrane su ispitanice u premenopauzalnom periodu i bez drugih poznatih ¢imbenika rizika,
u kojih hipertiroza predstavlja jedini poznati ¢imbenik rizika na gubitak kosti. Postavljen je
kriterij odabira da je proslo najmanje godinu dana od postavljanja dijagnoze hipertireoze, jer
se za to vrijeme ocekuje gubitak denzitometrijski mjerljive koli¢ine koStane mase
(denzitometar ima greSku mjerenja od oko 1%, a tijekom godinu dana u bolesnica s
hipertireozom izgubi se preko 1% koStane mase). U ispitivanje su ukljuene ambulantne
bolesnice koji se lijeCe u Zavodu za endokrinologiju Interne klinike Rebro, KBC Zagreb 1
Klinike za nuklearnu medicinu KBC Zagreb.

Kriteriji za dijagnozu hipertireozu bili su: suprimiran TSH (TSH<0,01 mIU/I),
poviSena koncentracija T3 (>2,5 nmol/l) i/ili T4 (>165,0 nmol/l) u trenutku postavljanja
dijagnoze. TSH je odredivan visoko-senzitivnom IRMA metodom (engl. immunoradiometric
assay), dok su T3 i T4 odredivani RIA metodom (engl. radioimmunoassay).

Kriteriji za odabir ispitanica bili su:

1. da je lijecenje hipertireoze zapocelo prije godinu dana

2. dob ispitanica: 25 - 50. godine Zivota (uvjet je da joS nije nastupila menopauza)

3. wuredni menstrualni ciklusi prije postavljanja dijagnoze hipertireoze

4. da ne boluju od druge kronic¢ne bolesti i ne uzimaju lijekove koji mogu utjecati na

metabolizam kosti

5. suglasnost bolesnica

Prosjecna dob ispitanica iznosila je 40,4+7,7 godina, a prosjecan indeks tjelesne mase

(ITM) 23,5+3,9 kg/m™.
Sve ispitanice su bile upoznate s istrazivanjem (prilog 1.) i potpisale su pristanak za

ispitivanje (obrazac u prilogu 2.).

U prilogu 3. je odobrenje Etickog povjerenstva KBC Zagreb.
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4. METODE

U bolesnica je ucinjeno denzitometrijsko mjerenje BMD-a DXA metodom u podrucju
slabinske kraljeZnice (L1-14) i vrata bedrene kosti. Rezultati su komparirani s rezultatima
genetskih pretraga. KoriSteni su kriteriji SZO za: osteopeniju T score izmedu -1,0 i -2,49, a
za osteoporozu T score < -2,5 na jednom ili oba mjerena mjesta.

Analiza polimorfizma gena ucinjena je metodom ‘restriction fragment length
polymorphism” (RFLP) lokusa: Taql gena za vitamin D receptor (TT, Tt i tt genotip), lokusa
Pvull gena za estrogeni receptor (PP, Pp i pp genotip) i lokusa Ball gena za COLIA1 (SS, Ss

18S).

4.1. Denzitometrija

Mineralna gustoc¢a kosti mjerena je denzitometrijski, DXA metodom. DXA je metoda
koja koristi x-zrake dvije jaCine u vrlo maloj dozi, koje se propustaju kroz kost, a iza kosti
senzori registriraju x-zrake koje su prosle kroz kost i Salju informaciju u racunalo koje iz
razlike energije propustenih 1 apsorbiranih x-zraka izraCunava mineralnu gustocu kosti. BMD
je mjeren u podrucju slabinske kraljeZznice (LI1-L4) i vrata bedrene kosti. KoriSten je
denzitometar QDR 4500-W firme «Hologic», Hologic Waltham, MA, USA, proizveden
1997. god., koji se nalazi u Klinici za nuklearnu medicinu KBC Zagreb (Slika 5.). GreSka
mjerenja je <1%. Doza zraCenja po jednoj denzitometriji je vrlo niska, 3-5 mRema. Rezultati
mjerenja izrazeni su u apsolutnim vrijednostima g/cm” i kao T score, koji predstavlja
odstupanje izmjerenih rezultata od referentnih vrijednosti (a to je prosjecan vr$ni BMD koji
se dostize u mladih djevojaka) izrazeno u standardnim devijacijama.

BMD je mjeren u podrucju slabinske kraljeznice od L1 do L4 kraljeska 1 vrata
bedrene kosti. Kraljesci i vrat bedrene kosti predstavljaju dva razlicita tipa koStanog tkva, pa
mjerenje u ovim regijama ne daje samo informacije o BMD-u u mjerenim podru¢jima, nego i

0 BMD-u u ostalim kostima u kojima se nalazi odredeni tip koStanog tkiva. U podrucju
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slabinske kraljeznice dominira trabekularna kost, dok je vrat bedrene kosti sa¢injen uglavnom
od kortikalne kosti.

Svjetska zdravstvena organizacija je 1994. god. usvojila kvantitativhu definiciju
osteoporoze zasnovanu na denzitometrijskom mjerenju mineralne gustoce kosti i procjeni T

vrijednosti. Ovisno o T score-u rezultati oznacavaju razli¢itu kosStanu masu:

e povecana koStana masa:............... T>+1

® normalna koStana masa:............... T izmedu: -0,99 i +0,99

®  OSteopenija:...........cevveeerveescnneennne. I izmedu: -1,01-2,49

®  OStEOPOTOZA:...uveereennreanneennnennanns T<-25

e teSka OSteoporoza:.......ccceeevveeevveennnenn. T < - 2,51 prijelomi kosti

Smanjen BMD povezan je s povecanim rizikom prijeloma kosti. Svako smanjenje BMD-a za

1 s.d. povezano je s porastom rizika novog prijeloma kraljeska 1,4-1,6 puta.

Slika 5. Denzitometar QDR 4500-W firme «Hologic»
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4.2. Genetske analize

Genetske analize ucinjene su u Odjelu za molekularnu dijagnostiku i genetiku
Klini¢kog zavoda za laboratorijsku dijagnostiku KB Dubrava

Analiza polimorfizma gena ucinjena je RFLP metodom (engl. restriction fragment
length polymorphism = polimorfizam duljine fragmenata DNA nastalih rezanjem
restrikcijskim enzimima) lokusa Taql gena za vitamin D receptor (TT, Tt i tt genotip), lokusa
Ball gena za COLIA1 (SS, Ss i ss) i lokusa Pvull gena za estrogeni receptor (PP, Pp i pp
genotip).

Za genetske analize koriStena je DNA izdvojena iz leukocita. Leukociti su izdvojeni

iz periferne venske krvi kojoj je nakon vadenja dodan antikoagulans (EDTA).
Za izolaciju DNA koriStena je periferna venska krv, a postupak je izvrSen standardnom
metodom ekstrakcije s fenolom i kloroformom. Koncentracija i Cisto¢a DNA izmjerene su
spektrofotometrijski, a elektroforezom u gelu agaroze procijenjena je kvaliteta (saCuvanost
velikih molekula) DNA.

RFLP metoda prikazuje varijacije medu osobama u duljini DNA fragmenata nakon
rezanja specifi¢nim restrikcijskim enzimima. Restrikcijski enzimi su proteini koji prepoznaju
specificne kratke nukleotidne sekvence te rezu DNA na tim mjestima. Polimorfizmi su
obi¢no uzrokovani mutacijama na mjestu rezanja enzima. Dio odsjeCka gena koje nosi i
potencijalno restrikcijsko mjesto najprije je umoZen tehnikom lanc¢ane reakcije polimeraze
(engl. polymerase chain reaction = PCR). Dio umnozZenih molekula (obi¢no 1/5 umnoska
PCR-a) izloZen je odgovarajucoj restrikcijskoj endonukleazi te su rezultati ovog pokusa
ponovno analizirani elektroforezom u gelu agaroze. Ako je postojalo mjesto rezanja enzima
tada se kao rezultat moglo uociti dva krac¢a fragmenta Cija duljina zbrojem odgovora

originalnom PCR umnosku.

a) Materijali

KEMIKALIJE

U eksperimentalnom radu koriStene su slijedece kemikalije :
- NaK - EDTA - etilendiaminotetraoctena kiselina

- Lymphoprep, Ficoll

- Etidijev bromid
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- Magnezijev klorid

- dNTP

- Taq DNA polimeraza
- Agaroza

- Borna kiselina

- Bromfenol plava

- 70 % etanol

- apsolutni etanol

- kloroform

- ledeni izopropanol

- NaOH

- DNA - PCR Core reagencijski set (Applied Biosystems)

- QIAamp® DNA Blood Mini Kit (reagencijski set za izolaciju DNA iz stanica pune krvi)

Cat No 51104

OTOPINE I PUFERI
Fizioloska otopina (0,9% NaCl)

TBE pufer ( 5 X):

Tris 27 g
Borna kiselina 13,75 ¢

0,5 MEDTA (pH8,0) do 500 mlvode

TBE pufer ( 1X ) radni za elektroforezu
TBE (5) 50 ml

Redestilirana voda 450 ml

LOADING pufer (pufer za nanaSanje na gel)

50 % glicerol 250 g
1 mM EDTA pH 8,0 0,1 ml
0,25 % bromfenol plava 0,125 ¢
H,O (autoklavirana na 121 °C) do 50,0 ml
TAE pufer

0,4 M TRIS 2422 ¢
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10 mM EDTA 1,861 g

octena kiselina 5,72 ml

UREDAJI

centrifuge: Hettich Rotanta 460R, sa hladjenjem

- Hettich mikrocentrifuga Mikro200R, sa hadjenjem

- vortex

- vodena kupelj

- spektrofotometar ( Bio Spec — 1601 E, Shimadzu )

- aparatura za autoklaviranje

- aparatura za elektroforezu u agaroznom gelu

- termomjeSalica Eppendorf Comfort

- sustav za fotografiranje u UV svjetlu sa digitalnom kamerom Q-EL 330 Elchrom
Scientific

- aparati za provodenje lancane reakcije polimerazom- termoblokovi

( AB Gene Amp PCR System 2400 1 2700 )

b) Metode

IZOLACIJA DNA

Mjerna metoda je kemijska izolacija iz venske krvi. To je tehnika kojom se liziraju stanice, a
zatim enzimski ili kemijski ekstrakcijama uklanjaju staniéni protein, RNA 1 druge
makromolekule nakon Cega slijedi precipitacija DNA alkoholom te otapanje u puferu. Izvodi

se u sterilnom kabinetu.

REAGENSI I POSTUPAK S REAGENSIMA ZA 1ZOLACIJU DNA

1. RETIC 5 X
NaCl 409 g 2045 ¢
KCl 195 ¢ 0975 ¢
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MgCLX6H,0 I1g

355¢

De-voda do 1000 ml do 500 ml

Autoklavirati, rasto€iti po 100 ml i zamrznuti

2. RETIC 1X
RETIC 5 X 100 ml
Sterilna voda 400 ml

3. LYSING pufer
NH.Cl 7,14 g 3570 g
NH4HCO;3 0,07 g 0,035 ¢
De-voda do 1000 ml  do 500 ml

4. STE pufer pH 7,4

0,1 m NaCl 585¢g
0,05 M TRIS 6,06 g
ImM EDTA 0,37 g
De-voda do 1000 ml

5. PROTEINAZA K
10 mg / ml

1,428 g
0,014 g
do 200 ml

2925¢

303¢g

0,185 ¢
do 500 ml

25 mg proteinaze K otopiti u 2,5 ml 10 mM Trisa pH 7,4

6. FENOL - gotovi reagens < Sigma >

7. KLOROFORM - gotovi reagens < Kemika >

8. 96 %-tni ETANOL gotovi reagens < Kemika >

9. TE pufer pH 7,5

10 mM Tris 121 g
1 mM EDTA 0,37 ¢
De-voda do 1000 ml

Autoklavirati
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OPIS POSTUPKA IZOLACIJE DNA

Venepunkcijom se krv oduzme u epruvetu sa 5,7 %-tnim EDTA-Na, 10 ml,
standardno Vacutainer®, iz koje se prebaci u Falcon plasti¢nu epruvetu od 50 ml. Retic
otopinom se dopuni volumen do punih 50 ml. PromijeSa se nekoliko puta i centrifugira 10
minuta na 2500 okretaja na 4°C. Supernatant se aspirira Pasteurovom pipetom tako da se
cuva sloj leukocita na dnu. Postupak ispiranja se ponovi dva puta. Zatim se stanice razore
(liziraju) s 30 ml svjeze pripremljene otopine NH4sHCO; (tzv. lizing otopina) laganim
mijeSanjem na sobnoj temperaturi 10 minuta. Slijedi centrifugiranje 10 minuta na 2500
okretaja na 4°C. Supernatant (hemolizat) se aspirira i postupak ponovi dva puta. Talog
stanica koji se dobije resuspendira se u SO00UL STE otopine i sve prebaci u tube od 2 ml. U
svaki uzorak doda se 13,33uL Proteinaze K (15,1 mg / ml). MjeSavina se inkubira preko noc¢i
na 37°C uz mijeSanje, otopina mora biti viskozna. Ako lekociti nisu potpuno digestirani,
otopina se promijesa te inkubacija prolongira. Tako dobivena otopina se podijeli na dvije
tube od 2 ml i u svaku doda jednak volumen redesteliranog fenola i vorteksira. Promijesa se
na roleru 10 minuta i ostavi na ledu 10 minuta. Ponovo slijedi centrifugiranje, na 13 000
okretaja 10 minuta na +4°C. Iz uzorka se prenese vodeni viskozni sloj u €istu 2 ml tubicu a
ako nije bistro ponovi se postupak sa fenolom. Zatim se u uzorak dodaje 1,5 volumena
kloroforma, promijesa na roleru 10 minuta, ostavi na ledu 10 minuta i ponovo centrifugira na
13 000 okretaja na +4°C kroz 10 minuta. Gornji vodeni sloj, ako je bistar, se prebaci u tubice
2 ml te doda 1,5 volumena ledenog 96%-tnog etanola. U slucaju da vodeni sloj nije bistar
ponovi se postupak sa kloroformom. DNA se odmah precipitira, a ako je prinos slabiji ostavi
se joS neko vrijeme na -20°C.

Uzorak se centrifugira na 13 000 (+4°C) 10 minuta, odlije etanol, talog DNA se posusi i otopi
u odgovarajucoj koli¢ini TE pufera, i to ovisno o procjeni koli¢ine DNA, u 100 - 500uL. Na
kraju slijedi inkubacija preko no¢i na 37°C da bi se potpuno otopio talog DNA. Postupak
izolacije DNA iz uzorka pune krvi putem komercijalnog seta za izolaciju opisan je u

materijalu proizvodaca Qiagen.

KONTROLA DNA

Mjerna metoda je odredivanje integriteta, Cisto¢e i koncentracije DNA, provodi se u
analiticke svrhe. Kvaliteta DNA je nuzna za daljnje PCR amplifikacije. Postupak se izvodi na
uredaju BioSpec-1601 E, DNA / PROTEIN / ENZYME ANALYZER; SHIMADZU. Potvrda

Cistoce i koncentracije DNA je nalaz vrpce visokomolekularne DNA na agaroznom gelu.
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NACELO MJERENIJA :

1. PROVJERA CISTOCE

Mjeri se apsorpcija vodene otopine DNA na dvije valne duljine 260/280 nm. Izolat DNA
zadovoljavajuce Cistoce ima A 260 /280 od 1,8 — 2,0.

Ukoliko je A 260 / 280 < 1,8 prisutno je zagadenje s proteinima ili aromatskim supstancama
(fenol ).

Ukoliko je A 260 /280 > 2,0 uzorak je vjerojatno zagaden sa RNA.

2. ODREDIVANIJE KONCENTRACIJE DNA

Otopina DNA koja pri valnoj duljini od 260 nm ima apsorpciju 1, sadrzi 50ug / ml DNA.
Uzorak DNA razrijedi se s TE puferom u omjeru 1:10 ili 1: 100.

Apsorpcija uzoraka DNA izmjeri se na spektrofotometru ( Shimadzu ) na valnoj duljini
260/280 nm, u kvarcnoj kiveti koja ima duzinu puta zrake 1 cm. Ukupni volumen uzorka za
mjerenje je 500 uL.

Koncentracija DNA moZe se izra¢unati prema formuli :

Konc. DNA = Ay X razrjedenje X 50 (ug/ml ).

3. INTEGRITET DNA

Provjera se provodi elektroforezom na 1 % -tnom agaroznom gelu. Elektroforetskim
razdvajanjem jasno se prikaze je li izolirana DNA intaktna, odnosno je li doSlo do cijepanja
DNA molekule i degradacije.

Gel se fotografira i slika pohrani kao dokument.

UVIETI MJERENIJA:
- ovisno o koncentraciji DNA uzeti 1 — 5 pl izolata DNA i do 5ul TBE pufera

- citavu koli¢inu DNA + TBE staviti u 2ul loading pufera
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- sve to staviti u jazicu na 1 %- tni agarozni gel

- elektroforeza te¢e 30 minuta (120 V /50 mA )

REAGENSI I POSTUPAK S REAGENSIMA ZA ELEKTROFOREZU:
0,5 M EDTA pH 0,8: 93,05 g
500 ml vode
pH podesiti sa granulama NaOH ( tek onda dolazi do otapanja )

TBE pufer ( 5X):
Tris 27 g
Borna kiselina 13,75 ¢

0,5 EDTA (pH 8,0 ) do 500 ml vode

Autoklavirati i pohraniti

TBE pufer ( 1X ) radni za elrktroforezu :

TBE 5X 50 ml
DE- voda 450 ml
SASTAV PUFERA ZA NANOSENIE ( loading buffer ):

50 % glicerol

1 mM EDTA pH 8,0

0,25 % bromfenol blue
IZRADA GELOVA AGAROZE

Na nosac¢ za gel nalijepi se ljepljiva traka s gornje i donje strane. Zatim se postavi CeSalj /
cesljevi ovisno o broju uzoraka. U Erlenmayer tikvicu usipa se odvagana agaroza (%- tak
ovisi o tome kakav gel Zelimo). Obic¢no se radi 1 %- tna agaroza (0,5 g na 50 ml TBE pufera).
Agaroza se zagrije i ako je potrebno ohladi pod mlazom vode dok se ne postigne temperatura
od 50 — 60 °C, dodaje Etidijbromid (3 ul), dobro promijesa i izlije na nosac za gel. Pusti da se
ohladi i stvrdne (oko 30 minuta), te se zatim paZzljivo izvade CeSljevi, odlijepi traka i nosac

prenese u kadu za elektroforezu. Treba paziti da ima dovoljno pufera (gel ispod povrSine).
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IZVODENJE LANCANE REAKCIJE POLIMERAZOM ( PCR)

KoriStena je sljedeca reakcijska smjesa:

Pufer (x 10) 2,5 ul
Magnezij ( MgCl, ) 5,0 ul
DNTP 0,5 wl
Ishodnica VitDrF 0,5 ul
Ishodnica VitDR 0,5 ul
H,0 15,0 ul

+ DNA uzorka (ca 50ng) 1,0 ul
Taq polimeraza 0,15 ul

Ove su kolicine reagensa u smjesi za jedan uzorak.

SEKVENCE ISHODNICA

Za receptor vitamina D:
VitDrF: 5" CAG AGC ATG GAC AGG GAG CAA G 3
VitDrR: 5 GCA ACT CCT CAT GGC TGA GGT CTC 3~

Sekvence ishodnica su preuzete iz radova (458,459).

PCR umnoZzak: 740 pb

Za kolagen Ioil:

COLISF: 5'- TAA CTT CTG GAC TAT TTG CGG ACT TTT TGG-3'

COLISR:5'- GTC CAG CCC TCA TCC TGG CC-3'

Podvuceni su nukleotidi koji su izmjenjeni (mismatsched) u odnosu na normalnu sekvencu
gena, a radi stvaranja reznog mjesta za Ball enzim u slucaju polimorfizma G u T. Precizan

opis u dijelu opisa RFLPa, vidi dalje.

Sekvence ishodnica su preuzete iz rada (460)

PCR umnozak: 254 pb
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Za receptor estrogena:
ERPVE:5'- CTG CCA CCC TAT CTG TAT CTT TTC CTA TTC TCC-3'
ERPVR:3'- TCT TTC TCT GCC ACC CTG GCG TCG ATT ATC TGA-3'

Sekvence ishodnica su preuzete iz rada (461)
PCR umnozak: 1,3 Kpb
UVJETI ZA LANCANU REAKCIJU POLIMERAZOM:

95 °C 5 min - pocetna denaturacija
94 °C 30 s — denaturacija N

55°C 1 min - vezanje ishodnica za vitDr PCR
61°C 40 sek — vezanje ishodnica za ER PCR > X 36 ciklusa
60°C 60 sek - vezanje ishodnica za Colloel PCR

72 °C 1 min — rast lanca Y,

72 °C 10 min — zavrsno produljenje/sinteza nezavrSenih umnoZaka ciljane sekvence)
4 °C - hladenje

POSTUPAK IZVODENJA PCR REAKCIJE:

Najprije treba napraviti mix koji se rasto¢i u PCR tubice po 24 ul . Zatim se u uzorak doda 1
pul DNA. U negativnu kontrolu se doda 1 ul MQ vode. Na kraju se u sve tubice doda Taql

polimeraza u koli¢ini od 1 pl. Potom se sve tubice stave u PCR aparat.

ELEKTROFOREZA PCR PRODUKTA U GELU AGAROZE

Koristen je gel s 2 % agaroze za VDR PCR, 1% gel za ER PCR te visokorezolucijski
gel Spredex 500 (Elchrom Scientific®, Svicarska) za COL1AI PCR. Potrebna koli¢ina

agaroze otopi se 1 zagrijava u staklenoj tikvici te joj se nakon Sto se djelomice ohladi, doda
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jedna kap etidijevog bromida (koji se veZze u DNA molekulu i vidljiv je u UV svjetlu
transiluminatora). Gel se izlije u kadicu za elektroforezu i stave se dva ceSlja odgovarajuce
veliCine kako bi se napravile jaZice. Nakon S§to gel polimerizira, izvade se ceSljevi i skine
traka. Gel se tada uroni u sustav za elektroforezu napunjen puferom TBE. Na parafilm se
aplicira 2 pl loading pufera te se uzme 5 pul PCR produkta i pomijeSa se sa bojom. Zatim se
uzorci nanose u jazice. U jednu jaZicu nanese se DNA biljeg (0,9) koji sluzi za odredivanje
veli¢ine fragmenta DNA.

Elektroforeza se odvija oko 25 min pri konstantnom naponu od 120 V i struji od 90mA na
sobnoj temperaturi. Gelovi se pogledaju pod UV lampom te se fotografiraju u sustavu za
fotografiranje.

Specificni umnozak gena za receptor vitamina D vidljiv je u obliku pruge na gelu veli¢ine

740 pb.

UTVRDIVANJE Taql POLIMORFIZMA U EKSONU 9 VDR GENA

Umnozak dobiven PCR reakcijom (740 pb) izloZen je djelovanju restrikcijske endonukleaze
Taql (Roche, Njemacka). Homozigotna odsutnost restrikcijskog mjesta oznacava se kao TT,
a rezultira u 2 fragmenta od 245 i 495 pb radi postojanja obaveznog mjesta restrikcijske
endonukleaze, Sto sluzi kao unutarnja kontrola.

Homozigotna prisutnost dopunskog reznog mjesta (tt) rezultira u 3 fragmenta: 205, 245 1 290

pb, dok heterozigoti imaju 4 fragmenta (205, 245, 290 1 495 pb). (Slika 6.)

Restrikcija Taq I endonukleazom izvodi se po slijede¢em protokolu:

PCR umnozak 8,0 ul
Taql restrikcijska endonukleaza (10IU/ul) 1,0 ul

Pripadajuc¢i pufer uz enzim 2,5 ul
dH,O 13,5 ul
Ukupno 25,0 ul

Restrikcijska smjesa se inkubira na 65°C kroz dva sata.
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Nakon inkubacije se 10 pl smjese nanosi na 2% gel agaroze te nakon elektroforeze i analize

na UV transiluminatoru rezultati se dokumentiraju kamerom i digitalnom slikom gela.

UTVRDIVANJE PVUII POLIMORFIZMA U GENU ZA ESTROGENI RECEPTOR

Umnozak PCR-a (1300 pb) sadrzi dio prvog introna i drugi ekson gena 1300 pb) izloZen je
djelovanju restrikcijske endonukleaze PVUII (Roche, Njemacka). Homozigotna odsutnost
restrikcijskog mjesta oznacava se kao PP, a rezultira u 1 fragmenta (originalni PCR umnoZzak
1300 pb). Homozigotna prisutnost reznog mjesta PVU Il enzima rezultira u 2 fragmenta: 880

pb i 420 pb. dok heterozigoti imaju 3 fragmenta (1300, 880 i 420 pb) (Slika 7.).

Restrikcija PVUII endonukleazom izvodi se po slijede¢em protokolu:

PCR umnoZzak 8,0 ul
PVUII restrikcijska endonukleaza (101U/ul) 1,0 ul

Pripadajuc¢i pufer uz enzim 2,5 ul
dH,O 13,5 ul
Ukupno 25,0 ul

Restrikcijska smjesa se inkubira na 37°C kroz 1 sat.
Nakon inkubacije se 10 uA smjese nanosi na 1% gel agaroze te nakon elektroforeze i analize

na UV transiluminatoru rezultati se dokumentiraju kamerom i digitalnom slikom gela.

UTVRDIVANJE Ball POLIMORFIZMA U GENU ZA KOLAGEN Ial

Umnozak PCR-a (255 pb) izlozZen je djelovanju restrikcijske endonukleaze Ball (ili MLU NI)
(Roche, Njemacka). Homozigotna odsutnost restrikcijskog mjesta oznacava se kao SS, a
rezultira u 1 fragmentu (originalni PCR umnozak 255 pb). Homozigotna prisutnost reznog
mjesta Ball enzima (ss genotip) rezultira u 2 fragmenta: od 237 pb dok homozigoti imaju
fragmente od 255, 237 1 18 pb. (Slika 8.)

Prikaz SP-1 veznog mjesta na genu COL1AI 1 konstrukcija reznog mjesta za Ball u slucaju

polimorfizma G=T.
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normalna sekvenca: nt 2041 (JO3559 Genebank)..gaatg ggg gcg ggatg..
v VY Ball

polifmorfna sekvenca: ..gaatg tgg cca ggatg..

Restrikcija Ball endonukleazom izvodi se po slijede¢em protokolu:

PCR umnozak 8,0 ul
Ball restrikcijska endonukleaza (10 TU/ul) 1,0 ul

Pripadaju¢i pufer uz enzim 2,5 ul
dH,O 13,5 ul
Ukupno 25,0 ul

Restrikcijska smjesa inkubira se na 37°C kroz 1 sat.
Nakon inkubacije se 10 pl smjese nanosi na visokorezolucijski gel Spredex 500 te nakon

elektroforeze 1 analize na UV transiluminatoru rezultati se dokumentiraju kamerom 1

digitalnom slikom gela.
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5. STATISTICKA OBRADA PODATAKA

U analizi su koriStene bivarijatne i multivarijatne metode. Ispitanice su za svaki
marker bile podijeljene u tri skupine: recesivni homozigoti, heterozigoti i dominantni
homozigoti.

U usporedbi viSe skupina koriStena je analiza varijance (ANOVA). U multivarijatnoj
analizi koriStena je multipla regresija, koja je imala razna mjerenja koStane gustoce kao
zavisnu varijablu, a kao prediktorske (nezavisne) varijable koriSteni su dob, indeks tjelesne
mase 1 tri genetska markera (VDR, COIA1, ER). Statisticka analiza provedena je u
programskom paketu SPSS (verzija 13.0.0), sa razinom statisticke znaCajnosti postavljenom

na P<0,05.
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6. REZULTATI

Ispitivanje je provedeno u 45 premenopauzalnih Zena s hipertireozom. Ispitivan je

odnos polimorfizama Taql gena za vitamin D receptor (TT, Tt 1 tt genotip), Ball gena za

COLIALI (SS, Ss 1 ss) 1 Pvull gena za estrogeni receptor (PP, Pp i pp genotip) i BMD-au L1-

L4 regiji 1 vratu bedrene kosti.

6.1. Rezultati ispitivanja genotipova

U Tablici 3. prikazane su frekvencije genotipova medu ispitanicama. Frekvencija

distribucije VDR genotipa bila je slijedeca: 12 (26,7%) ispitanica imalo je TT genotip, 17

(37,8 %) Tt genotip i 16 (35,6%) tt genotip. Za Ball polimorfizam COL1AI gena nadeno je
23 (51,1%) SS homozigota, 11 (24,4%) Ss heterozigota i 11 (24,4%) ss homozigota. Za Pvull

polimorfizma gena za ERa nadena je slijedeca distribucija frekvencija genotipa: 13 (28,9%)

ispitanica bile su PP homozigoti, 22 (48,9 %) Pp heterozigoti i 10 (22,2 %) pp homozigoti.

U slikama 6, 7 1 8 dani su primjeri reprezentativnog gela za svaki od ispitivanih

polimorfizama.

Tablica 3. Frekvencije genotipova polimorfizama gena za VDR, ER 1 COL1AI u skupini od

45 bolesnica s hipertireozom. U tablica je prikazan broj 1 postotak u zagradi.

Gen Dominantni Heterozigoti Recesivni

homozigoti homozigoti
VDR 12 (26,7%) 17 (37,8%) 16 (35,6%)
COIA1 23 (51,1%) 11 (24,4%) 11 (24,4%)
ER 13 (28,9%) 22 (48,9%) 10 (22,2%)
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Slika 6. RFLP PCR za Taql polimorfizam gena za VDR. M — marker veli¢ine DNA
fragmenata (Roche marker V); Pruga 1: TT; 2: TT; 3: TT; 4: TT; 5: Tt; 6: Tt; 7: Tt

Slika 7. RFLP PCR za COLI1AI polimorfizam
Genotipovi (pruge s lijeva na desno): SS;ss;ss;SS;SS;SS;SS;Ss;Ss;Ss

Slika 8. RFLP PCR za ER PVUII polimorfizam
Genotipovi (pruge s lijeva na desno): Pp;Pp;pp;PP,Pp;pp




6.2. Rezultati mjerenja mineralne gustoce kosti

Rezultati mjerenja mineralne gustoce kosti bili su normalno distribuirani na temelju

Shapiro-Wilkovog testa te su u nastavku statisticke obrade koriSteni parametrijskih testovi

(Tablica 4).

Tablica 4. Analiza distibucije rezultata denzitometrijskog mjerenja mineralne gustoce kosti

pomocu Shapiro-Wilkovog testa. Prikazane su aritmeticke sredine BMD-a L1-1L4 regije i

vrata bedrene kosti (g/cm2), stupnjevi slobode 1 znaCajnost (P).

Shapiro-Wilkov test

Stupnjevi
Vrijednost | slobode P
L1-4 BMD 0,984 45 0,409
Vrat bedrene kosti 0.981 45 0,659

Prosjecan T score u ispitivanoj populaciji iznosio je -0.75 u L1-L4 regiji i -1.25 u vratu

bedrene kosti, §to znaci da je prosjecan T score vrata bedrene kosti bio u razini blaze

osteopenije, a prosjecan T score slabinske kraljeZnice bio je unutar raspona normalne koStane

mase. U bolesnica s osteopenijom ili osteoporozom na najmanje jednom mjestu, prosjecan T

score u LL1-L4 regiji iznosio je -1.05 Sto je granican nalaz za osteopeniju, a u vratu bedrene

kosti T score je iznosio -1.48, §to je u razini blaze do umjerene osteopenije (Tablica 5).

Tablica 5. Aritmeticka sredina za T score u L1-L4 regiji i vratu bedrene kosti

REGUJA Sve ispitanice (N=45) Ispitanice s osteopenijom
ili osteoporozom (N=34)

L1-L4 -0,75 - 1,05

Vrat bedrene kosti - 1,25 - 1,48
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Tri ispitanice (6.7%) imale su osteoporozu na najmanje 1 mjestu, a 31 ispitanica (68.9%)
imala je osteopeniju. Normalnu mineralnu gustoc¢u kosti u oba mjesta imalo je samo 11
(24.4%) od 45 ispitanica, dok su 34 (75.6%) imale smanjenu koStanu masu, odnosno
osteopeniju ili osteoporozu, u jednoj ili obe regije. Mada je neSto veci broj ispitanica imao
osteopeniju i osteoporozu u podrucju vrata bedrene kosti nego u L1-L4 regiji, uCestalost
osteopenije i osteoporoze izmedu ove dvije regije nije se statisti¢ki znadajno razlikovala (x>

test, p=0,420 ) (Tablica 6).

Tablica 6. Broj bolesnica s osteopenijom ili osteoporozom

Mineralna gustoca kosti n %
Normalan BMD 11 24,4
Osteopenija 31 68,9
- L1-L4 19 42,2
- vrat bedrene kosti 24 53,3
Osteoporoza 3 6,7
- L1-L4 1 2,2
- vrat bedrene kosti 2 4.4
Ukupno 45 100,0
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6.3. Rezultati povezanosti ispitivanih genotipova, parametara koStane i

tjelesne mase

Ispitanice s razli¢itim genskim polimorfizmima nisu se statistiCki znacajno medusobno

razlikovale po dobi i indeksu tjelesne mase (Tablica 7).

Tablica 7 . Analize varijance za dob 1 ITM prema genskim polimorfizmima. Prikazane su P

vrijednosti analize varijance.

Polimorfizam Dob IT™
(P) (P)
VDR 0,131 0,328
COL1AI 0,943 0,983
ER 0,453 0,216

Izmedu ispitanica s razli€itim genotipovima polimorfizama gena za receptor vitamina D,

estrogeni receptor i alfa 1 lanac kolagena tipa I nisu postojale statisticki zna€ajne razlike u

BMD-u slabinske kraljeznice i vrata bedrene kosti (Tablica 8,9,10).

Tablica 8. Analiza varijance (P) aritmeti¢kih sredina BMD-a (u g/cm?®) L1-L4 regije i vrata

bedrene kosti u ispitanica razliCitih genotipova polimorfizma Taql gena za VDR.

BMD - regija Dominantni Heterozigoti Recesivni. ANOVA (P)
(g/m” homozigoti homozigoti

L1-4 0,97+0,14 0,94+0,11 0,98+0,11 0,678
Vrat bedrene. 0,78+0,07 0,75+0,11 0,77+0,08 0,485
kosti
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Tablica 9. Analiza varijance (P) aritmeti¢kih sredina BMD-a (g/cm?) L1-L4 regije i vrata

bedrene kosti u ispitanica razlicitih genotipova polimorfizma Ball gena za COL1AL

BMD - regija Dominantni Heterozigoti Recesivni ANOVA (P)
homozigoti homozigoti

L1-4 0,92+0,09 1,00+0,11 0,97+0,13 0,209

Vrat bedrene 0,75+0,10 0,77+0,08 0,77+0,09 0,820

kosti

Tablica 10. Analiza varijance (ANOVA, P) aritmetickih sredina BMD-a (g/cmz) L1-L4

regije 1 vrata bedrene kosti u ispitanica razliitih genotipova polimorfizma Pvull gena za

ERa.

BMD - regija Dominantni Heterozigoti Recesivni ANOVA (P)
homozigoti homozigoti

L1-4 0,96+0,11 0,94+0,11 1,02+0,14 0,222

Vrat bedrene 0,77+0,06 0,75+0,10 0,79+0,10 0,648

kosti

Slike 9-14 prikazuju medijan, 25 1 75 percentilu, raspon najmanje i najvece vrijednosti (engl.
“box and whisker plot”) za rezultate mjerenja mineralne gustoce kosti (u g/cmz) slabinske
kraljeZnice i vrata bedrene kosti prema genotipovima ispitivanih polimorfizama.

Uocava se da su podaci za mineralnu gustocu kosti podudarni za obe mjerene regije i za sve

genotipove, a rasponi vrijednosti se preklapaju.
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Slika 9. Prikaz rezultata mjerenja BMD-a (g/cm®) L1-L4 regije (engl. “box and whicker
plot”; medijan, 25 i 75 percentila, raspon namanje i najvece vrijednosti) prema genotipovima

polimorfizma Taql gena za VDR (TT, Tt, tt).

1,300 —
1,200 —
~ 1,100+ T
E
S
2
=] _
2
-
- 1,000+
= p—
- —
a
=
M o900
0,500
0,700
I I T
T Tt it

Lokus Tagl (VDR)

Slika 10. Prikaz rezultata mjerenja BMD-a (g/cm2) L1-L4 regije (engl. “box and whicker
plot”; medijan, 25 1 75 percentila, raspon namanje i najvece vrijednosti) prema genotipovima

polimorfizma Ball gena za COLIA1 (SS, Ss, ss).
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Slika 11. Prikaz rezultata mjerenja BMD-a (g/cm?) L1-L4 regije (engl. “box and whicker

plot”; medijan, 25 i 75 percentila, raspon namanje i najvece vrijednosti) prema genotipovima

polimorfizma Pvull gena za ER (PP, Pp, pp).
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Slika 12. Prikaz rezultata mjerenja BMD-a (g/cm?®) vrata bedrene kosti (engl. “box and

whicker plot”; medijan, 25 i 75 percentila, raspon namanje i najvece vrijednosti) prema

genotipovima polimorfizma Taql gena za VDR (TT, Tt, tt).
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Slika 13. Prikaz rezultata mjerenja BMD-a (g/cm?®) vrata bedrene kosti (engl. “box and
whicker plot”; medijan, 25 i 75 percentila, raspon namanje i najvece vrijednosti) prema

genotipovima polimorfizma Ball gena za COLIA1 (SS, Ss, ss).
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Slika 14. Prikaz rezultata mjerenja BMD-a (g/cm2) vrata bedrene kosti (engl. “box and
whicker plot”; medijan, 25 1 75 percentila, raspon namanje i najvece vrijednosti) prema

genotipovima polimorfizma Pvull gena za ER (PP, Pp, pp).
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Primjenom multiple regresijske analize ispitano je i postojanje interakcije izmedu pojedinih
genskih polimorfizama. Nije ustanovljena statisticki znaCajna povezanost ni jedne
kombinacije polimorfizama gena i BMD-a ni jedne regije (Tablica 11 1 12).

U analizu su ukljuceni Zivotna dob i ITM. Nije ustanovljena statisticki znacajna povezanost

ispitivanih parametara na koStanu masu slabinske kraljeZnice.

Tablica 11. Rezultati ispitivanja postojanja gen-gen interakcije gena za VDR, ER i COL1AI
za zavisnu varijablu BMD LI-L4 regije. KoriStena je multipla regresijska analiza

(znacajnost=P).

Varijabla F P
Dob 0,305 0,587
IT™M 0,559 0,464
VDR 0,261 0,773
CollAl 1,277 0,302
ER 0,595 0,561
VDR * COI1A1 0,340 0,848
VDR * ER 0,533 0,713
CollAl * ER 1,325 0,297
VDR * COI1A1 1889 0.144
*ER
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Tablica 12. Rezultati ispitivanja postojanja gen-gen interakcije gena za VDR, ER i COL1AI
za zavisnu varijablu BMD BMD vrata bedrene kosti. KoriStena je multipla regresijska analiza

(znacajnost=P).

Varijabla F P
Dob 0,141 0,711
I™ 7,256 0,014
VDR 0,757 0,483
Coll1Al 0,530 0,597
ER 0,059 0,943
VDR * COIl1A1 0,245 0,909
VDR * ER 0,257 0,902
CollAl * ER 0,288 0,882
VDR * COIl1A1l 0.792 0.568
* ER

Multipla linearna regresija ukljucila je prediktorske varijable: dob, indeks tjelesne
mase i genske polimorfizme. Sukladno ve¢ u€injenim statistiCkim analizama, nije postojala
statistiCki znacCajna povezanost ispitivanih genskih polimorfizama i navedenih prediktorskih
varijabli. Ustanovljena je statisticki znacCajna povezanost indeksa tjelesne mase i BMD-a
vrata bedrene kosti (P<0.001), dok nije nadena statisticki znacajna povezanost ITM-a i BMD-

a slabinske kraljeznice (P=0,238) (Tablica 13).
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Tablica 13. Rezultati multiple regresijske analize za zavisnu varijablu mineralne gustoce
kosti slabinske kraljeZnice i vrata bedrene kosti. Prikazani su regresijski koeficijent () i

znacajnost (P).

Regija mjerenja BMD-a  Parametar  Standardizirani regresijski P
koeficijent (B)

L1-4 Dob -0,10 0,572
I™ 0,20 0,238
VDR 0,05 0,750
CollAl -0,19 0,238
ER 0,20 0,234

Vrat bedrene kosti Dob -0,17 0,294
I™ 0,53 0,001
VDR 0,01 0,925
COIl1A1 -0,09 0,551
ER 0,11 0,460

LogistiCkom regresijom analizirana je povezanost genskih polimorfizama s osteopenijom i
osteoporozom, ali nije ustanovljen statisticki znacajna povezanost nijednog od ispitivanih

genskih polimorfizama s ucestaloS¢u osteopenije i/ili osteoporoze (Tablica 14).

Tablica 14. Logisti¢ka regresija polimorfizama gena za receptor vitamina D, estrogenske

receptore 1 alfa 1 lanac kolagena tipa I s denzitometrijskim nalazom osteopenije ili

osteoporoze.
95,0% C.I. za
P Exp(B) EXP(B)

Donji Gornji
Dob 0,919 1,006 0,903 1,119
I™ 0,232 0,888 0,731 1,079
VDR 0,787 1,141 0,437 2,977
COIl1A1 0,856 1,087 0,442 2,676
ER 0,194 0,500 0,176 1,422
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6.4. Rezultati analize odnosa ostalih parametara

Povezanost Zivotne dobi i BMD-a ispitana je na temelju Pearsonovog produkta
momenta korelacije (Pearsonova korelacija, odnosno “Pearsonov r”’). Za podrucje vrata
bedrene kosti i slabinske kraljeznice nije ustanovljena statisticki znacajna korelacija sa

zivotnom dobi (Tablica 15).

Tablica 15. Korelacija zivotne dobi i BMD-a slabinske kraljeZnice i vrata bedrene kosti

ispitana pomocu ,,Pearsonovog r”’ .

L1-L4 BMD Vrat b. kosti BMD
Pearson r 0,012 0,066
P 0,940 0,664

Rezultati prethodno ucinjene multiple linearne regresije, a koji su ukljucili zavisnu
varijablu BMD L1-L4 regije 1 vrata bedrene kosti 1 prediktorske varijable ispitivanih genskih
polimorfizama, Zivotne dobi i ITM-a, pokazali su statisticki znaCajnu povezanost indeksa
tjelesne mase i BMD-a vrata bedrene kosti (P<0.001), ali ne i BMD-a slabinske kraljeznice
(P=0,238) (Tablica 13). Nije ustanovljena statisticki znaCajna povezanost ITM-a s
ucestalo$¢u osteopenije i osteoporoze u podrucju vrata bedrene kosti i slabinske kraljeZnice
(Tablica 14).

Unutar svake skupine ispitivanih polimorfizama provedena je analiza korelacija ITM-
a 1 BMD-a vrata bedrene kosti pomoc¢u Pearsonovog testa (Tablica 16). StatistiCki znacajna
povezanost ITM-a i BMD-a vrata bedrene kosti ustanovljena je za ispitanice koje su imale
heterozigotni oblik polimorfizma gena za VDR (r=0,70, p=0,002), ali ne i za homozigote
(dominantni r=0,22, P=0.485 i recesivni r=0,18, P=0,504).

U ispitanica s heterozigotnim oblikom polifmorfizama ER ustanovljena je takoder,
statistiCki znacajna korelacija ITM-a i BMD-a vrata bedrene kosti (r=0,47, P=0,027), ali ne i
u ispitanica s homozigotnim oblikom polimorfizma ER (dominantni r=0,51, P=0,068,
recesivni r=0,462, P=0,178)

Statisticki znacajna povezanost ITM-a i BMD-a vrata bedrene kosti nadena je i u

bolesnica koje su imale homozigotni dominantni oblik polimorfizma gena za COLI1AI
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(r=0,61, P=0,002). Za ispitanice s drugim varijantama polimorfizma COLIAI nije

ustanovljena

statisticki

heterozigote, r=0,17, P=0,612 za recesivne homozigote).

znaCajna povezanost ovih parametara (r=0,40, P=0,218 za

Tablica 16. Korelacija (r) ITM-a i BMD-a vrata bedrene kosti ispitana Pearsonovim testom

korelacije u skupinama ispitanica prema genskim polimorfizmima za VDR, ER 1 COL1AIL

Polimorfizmi | Dominantni homozigoti Heterozigoti Recesivni homozigoti
r N p r N p r N P
VDR 0,22 12| 0,485 0,70 17 0,002 | 0,180 |16 0,504
ER 0,51 13| 0,068 0,47 22| 0,027 0,462 |10 0,178
COL1AI 0,61 23| 0,002 0,40 11| 0,218 0,170 | 11 0,612
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7. RASPRAVA

Ucinjenim ispitivanjem u premenopauzalnih bolesnica s hipertireozom nije nadena
statistiCki znacajna povezanost polimorfizama gena za VDR (Taql), ER (Pvull) i COL1A1
(Ball) s BMD-a u L1-L4 regiji i u vratu bedrene kosti. Takoder, nije nadena ni povezanost
ispitivanih polimorfizama niti ITM-a s nalazom osteopenije ili osteoporoze. Od ostalih
ispitivanih parametara, statisticki znaCajna pozitivna korelacija je ustanovljena izmedu
indeksa tjelesne mase i BMD-a vrata bedrene kosti, ali ne i za BMD slabinske kraljeZnice.
Unutar pojedinih skupina ispitivanih polimorfizama postojala je pozitivna korelacija ITM-a i
BMD-a vrata bedrene kosti u premenopauzalnih bolesnica s hipertireozom.

Ovo je prvo ispitivanje odnosa BMD-a i polimorfizama gena za VDR (Taql), ER
(Pvull) i COL1A1 (Ball) u premenopauzalnih Zena s hipertireozom 1 stoga predstavlja
izvorni znanstveni doprinos poznavanju ovog podrucja.

Do sada su ucinjena samo 2 ispitivanja u kojima je ispitivan odnos genskih
polimorfizama i BMD-a u bolesnica s hipertireozom. U njima je ispitivan utjecaj VDR gena
na BMD, ali se radilo o drugim genskim polimorfizama nego u ovoj disertaciji, a ispitivanja
nisu bila provedena u premenopauzalnih Zena.

U jednoj od dvije studije u kojima je ispitivan odnos BMD-a i genskih polimorfizama
u bolesnica s hiperitreozom, Obermayer-Pietsch i sur. ispitali su odnos Bsml i FokI
polimorfizama VDR gena i BMD-a u postmenopauzalnih Zena s hipertireozom (421). Nasli
su statisti¢ki znacajnu povezanost BB genotipa s BMD-om, dok nije nadena povezanost Fok I
polimorfizma s BMD-om u postmenopauzalnih Zena s hipertircozom. U ispitivanju
provedenom u okviru ove disertacije nije nadena povezanost Taq I polimorfizma i BMD-a u
premenopauzalnih bolesnica s hipertireozom. Razlika u dobivenim rezultatima istraZivanja
skupine Obermayer-Pietsch 1 ove disertacije proizlazi iz drugacijeg izbora ispitivanih
polimorfizama i Zivotne dobi ispitanica.

Drugo ispitivanje uc€inili su Ban i sur. 2000. god. koji su ispitali odnos izmedu
polimorfizma FokI gena za VDR i BMD-a distalne tre¢ine palCane kosti u bolesnica s
Gravesovom boleS¢u, dobi od 25 do 78 godina (422). Autori nisu nasli povezanost Fokl
polimorfizma i BMD-a u distalnoj tre¢ini pal¢ane kosti u grupi ispitnica u remisiji. Rezultati
ukazuju da bi Ff genotip mogao biti ¢imbenik rizika za pojacan gubitak koStane mase u
Gravesovoj bolesti, ali se taj u¢inak nakon 5 godina remisije gubi. Medutim, nisu ispitivane
razlike u odnosu polimorfizma FokI i z-scora izmedu premenopauzalnih i postmenopauzalnih

bolesnica u remisiji. U njihovom ispitivanju i ispitivanju provedenom u okviru ove disertacije
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ispitivani su razliciti genski polimorfizmi. U okviru ove disertacije ispitivan je odnos Taql
polimorfizma i BMD-a i nije nadena povezanost polimorfizma s BMD-om, a niti s rizikom
nastanka osteopenije ili osteoporoze. Pri tome su se ova dva ispitivanja zna¢ajno razlikovala i
po dobi ispitanica u odnosu na menopauzu i po metodama mjerenja BMD-a.

Rezultati ove disertacije najve¢im dijelom su podudarni s rezultatima malobrojnih
studija uc¢injenih u premenopauzalnih Zena koje ne boluju od hipertireoze, te brojnih studija u
postmenopauzalnih eutireoidnih Zena, dopunjenih rezultatima meta analiza.

Za Taq polimorfizam gena za VDR rezultati disertacije podudarni su s rezultatima
sve Cetiri studije ucinjene u premenopauzalnih Zena bez hipertireoze u kojima nije nadena
povezanost ovog polimorfizma i BMD-a (4,344,345,383). Rezultati su takoder podudarni i s
rezultatima cCetiri do sada ucinjene meta-analize u kojima nije nadena povezanost Taql
polimorfizma 1 BMD-a u postmenopauzalnih Zena s urednom funkcijom Stitnjace
(71,301,302,303).

Za Pvull polimorfizam gena za ER rezultati su podudarni s rezultatima 4 od 10
studija uCinjenih u premenopauzalnih Zena (bez posebnog osvrta na funkciju Stitnjace ili
eutireoidnih) u kojima nije nadena povezanost polimorfizma Pvull gena za ERa i BMD-a
(235,314,336,385), dok je u 6 studija u premenopauzalnih Zena nadena povezanost
(317,335,338,339,343,384). Rezultati su podudarni s rezultatima meta-analiza u kojima nije
nadena statisti¢ki znac¢ajna povezanost Pvull polimorfizma i BMD-a u postmenopauzalnih
Zena u kojih nije ispitivana funkcija Stitnjace ili su bile eutireoidne (72,305).

Za Ball polimorfizam gena za COL1A1 rezultati ove disertacije podudarni su s
rezultatima sve 4 studije koje su u€injene u premenopauzalnih Zena (bez posebnog osvrta na
funkciju Stitnjace) u kojima nije nadena povezanost s BMD-om (387,388,389,390). Jedino se
ne podudaraju s rezultatima meta-analiza studija u kojima je ispitivan odnos Spl COL1AI
gena i BMD-a u postmenopauzalnih Zena (bez posebnog osvrta na funkciju Stitnjace ili su
ispitanice bile eutireoidne) u kojima je nadena slaba povezanost ovog polimorfizma i BMD-a
(koja utjece na oko 2% kostane mase) (34,306,307).

Vise je moguc¢ih uzroka uocene razlike u rezultatu ispitivanja povezanosti
polimorfizma gena za COLIAI na BMD izmedu ove disertacije provedene u
premenopauzalnih hipertireoidnih bolesnica 1 meta-analiza provedenih u postmenopauzalnih
Zena bez hipertireoze (ili bez posebnog osvrta na funkciju Stitnjace).

Uocena razlika moZe biti posljedica razlika u funkciji Stitnjace i/ili dobi u odnosu na

menopauzu. Ova disertacija se po tome razlikovala od dosadasnjih studija, pa su potrebna
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daljnja ispitivanja u premenopauzalnih Zena s hipertireozom za bolje razumijevanje genetske
osnove osteoporoze u ove skupine bolesnica.

U ovoj disertaciji ispitana je dobro definirana skupina ispitanica, pazljivo odabrana na
temelju specificnih klinickih kriterija sa svrhom postizanja najmanje moguce bioloSke 1
klinicke varijacije, a Sto je vazna prednost upravo ovog istrazivanja. To joj daje posebnu
snagu u statistickom zaklju¢ivanju pred znatno vecéim ispitivanjima u Sirokoj populaciji
unutar kojih se mogu naci 1 bolesnice s hipertireozom, ali u premalom broju da bi mogle
znacajnije utjecati na ukupan rezultat. Ovdje je ispitivana vrlo specifi¢na homogena skupina
koju karakterizira postojanje hipertireoze u svih ispitanica, po ¢emu se znac¢ajno razlikuje od
op¢e populacije. Upravo ovaj aspekt mojeg istraZivanja omogucuje odredenu pouzdanost
zaklju€ivanja o povezanosti ispitivanih polimorfizama i koStane mase u premenopauzalnih

bolesnica s hipertireozom, premda je provedeno u 45 bolesnica.

U ovom ispitivanju nadena je statisticki znacajna povezanost indeksa tjelesne mase i
BMD-a vrata bedrene kosti za odredene oblike genskih polimorfizama. To je uoceno u
podskupini s dominantnim homozigotnim oblikom polimorfizma za COL1A1 (N=23), te u
podskupinama s heterozigotnim oblikom polimorfizma za VDR (N=17) 1 ERa (N=22). Ovaj
rezultat bi mogao ukazivati da se mehanizmi regulacije kosStanog sustava razlikuju ovisno o
osobitostima polimorfizama gena istraZivanih u ovoj disertaciji, uz oprez tumacenja ovog
rezultata zbog malog broja ispitanica u podskupinama. Rezultati dosadasnjih ispitivanja o
povezanosti ITM-a 1 BMD-a su kontradiktorni. Duncan i sur. nalaze povezanost ITM-a 1
BMD-a slabinske kraljeznice (ali bez razdvajanja ispitanica u pre- i postmenopauzalne grupe)
(201). Chen i sur. nalaze povezanost ITM-a i BMD-a samo u postmenopauzalnih bolesnica
koje su bile na dugotrajnoj tiroksinskoj supresivnoj terapiji (202). Nije nadena povezanost
ITM-a i BMD-a slabinske kraljeznice, niti ITM-a 1 rizika osteopenije 1 osteoporoze u ovih
bolesnica. Drugi autori ne nalaze povezanost ITM-a i BMD-a u ovih bolesnica
(203,204,205,462).

BMD premenopauzalnih eutiroidnih Zena dominantno je povezan s ,,mrSavom‘
tjelesnom masom, dok u premenopauzalnih bolesnica s hipertircozom ovaj odnos nije
ispitivan, pa nije poznato postoje li razlike u utjecaju strukture tijela na BMD izmedu
premenopauzalnih eutireoidnih Zena 1 premenopauzalnih bolesnica s hipertireozom
(210,239,241). Do sada je ucinjeno vise ispitivanja u kojima je nadena zajedniCka genetska
osnova ukupne mase masnog tkiva 1 BMD-a u eutireoidnith  osoba

(226,227,228,229,230,231,231), ali nije nadena zajednicka genetska osnova ,mrSave*
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tielesne mase 1 BMD-a. Kitamura i sur. naSli su da polimorfizam ERo (Pvull) u
postmenopauzalnih Zena modificira uc¢inak ,,mrSave tjelesne mase na BMD vrata bedrene
kosti, ali ne modificira i utjecaj ,,mrSave* tjelesne mase na BMD slabinske kraljeZnice (235).
U premenopauzalnih Zena i musSkaraca nije nadena ovakva interakcija.

Hipertireoza je u premenopauzalnih Zena povezana s prolaznim smanjenjem ITM-a i
BMD-a (158,159,160,161,163,164). Na osnovu dosada$njih studija zna se da hipertireoza na
razli¢ite nacine djelovanjem hormona Stitnjace ili nedostatkom TSH djeluje direktno na kost i
uzrokuje smanjenje BMD-a (170,171,172,173,174,175). Do sada nije znacajnije ispitivan
utjecaj hipertireoze na smanjenje BMD-a povezan sa smanjenjem ITM-a uzrokovanim
hipertireozom. Van der Deure i sur. pokazali su da je u eutireoidnih osoba starije dobi TSH
pozitivno povezan s BMD-om i da se ta veza odvija dijelom i preko ITM-a (173).
Mazokopakis i sur. nalaze u premenopauzalnih bolesnica koje su 4 godine bile na
tireosupresivnoj terapiji smanjenje I'TM-a, ali ne i BMD-a, pa ne nalaze ni povezanost [TM-a
i BMD-a (204). Takoder, malo se zna o utjecaju hipertireoze na moguce promjene strukture
tijela 1 distribucije masnog tkiva, jer do sada nije bilo takvih ispitivanja, pa nije moguce
procijeniti niti u¢inak mogucih promjena na BMD u ovih bolesnica. Jo§ manje se zna o
mogucoj genetskoj pozadini ovih odnosa. Do sada nije ucinjeno nijedno ispitivanje moguceg
utjecaja genskih polimorfizama na odnos ITM-a i BMD-a u bolesnica s hipertireozom.

U ovom ispitivanju nije naden utjecaj dobi na BMD, kao Sto se i o¢ekivalo, jer dob

u premenopauzalnih Zena jos ne pokazuje znacajan u¢inak na BMD.

Potrebno je istaknuti da do sada nije ispitivan odnos polimorfizama gena za receptor
vitamina D, estrogeni receptor i alfa 1 lanac kolagena tipa I u Zena s hipertircozom u
premenopauzalnom periodu i BMD-a. Stoga rezultati ovog istrazivanja predstavljaju
originalni znanstveni doprinos poznavanju regulacije koStanog metabolizma u hipertireozi 1
razjaSnjavanju ¢imbenika rizika osteoporoze u premenopauzalnih Zena. Ovo je takoder, prvo
ispitivanje u kojem je ispitivana povezanost ovih genskih polimorfizama s odnosom indeksa
tjelesne mase i BMD-a u premenopauzalnih bolesnica s hipertireozom i stoga predstavlja
izvorni znanstveni doprinos i u tom podrucju. Ovi rezultati ukazuju na sloZenost meduodnosa
genetskog ustroja, hormonskog statusa (hormona Stitnjace, estrogena i drugih), osobitosti
grade tijela, koStanog sustava, ali i drugih ¢imbenika.

Bilo bi korisno uciniti slicno ispitivanje i u postmenopauzalnih bolesnica s
hipertireozom, ali u veceg broja ispitanica, u kojem bi se ispitao odnos ovih istih

polimorfizama, Taql gena za VDR, Ball gena za COL1A1 i Pvull gena za ER i BMD-a
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slabinske kraljeZnice i vrata bedrene kosti, te prijeloma kosti, jer nedostaju podaci o ovoj
podskupini bolesnica.

Takoder, korisno bi bilo uciniti slicno ispitivanje u veeg broja premenopauzalnih
bolesnica s hipertireozom s ispitivanjem utjecaja polimorfizama Taql gena za VDR, Ball
gena za COL1A1 1 Pvull gena za ERa na promjene strukture tijela 1 na odnos strukture tijela
1 BMD-a. Rezultati takvog ispitivanja mogli bi doprinijeti boljem poznavanju mehanizama
kojima hipertireoza utjeCe ne samo na ITM nego i na strukturu tijela i kao i na BMD, s

posebnim doprinosom rasvjetljavanju uloge genetskih ¢cimbenika u tom sloZenom procesu.
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8.

ZAKLJUCCI

Na temelju rezultata istraZivanja povezanosti polimorfizama gena za receptor vitamina D,

estrogeni receptor i alfa-1lanac kolagena tipa I s BMD-om 45 bolesnica s hipertireozom

premenopauzalne dobi moZze se zakljuciti sljedece:

nije ustanovljena statisticki znacajna povezanost polimorfizma Taql gena za receptor
vitamina D i BMD-a slabinske kraljeZnice i vrata bedrene kosti;

nije ustanovljena statisticki znaCajna povezanost polimorfizma Ball Spl regije gena za
COLIA1 i BMD-a slabinske kraljeznice i vrata bedrene kosti;

nije ustanovljena statisticki znacajna povezanost polimorfizma Pvull gena za estrogeni
receptor i BMD-a slabinske kraljeznice i vrata bedrene kosti;

takoder nije ustanovljena statistiCki znaCajna povezanost zajednickog ucinka;
polimorfizama za sva tri ispitivana gena s BMD-om slabinske kraljeZnice 1 vrata bedrene
kosti;

za iste ispitivane genske polimorfizme nije postojala statisticki znaCajna povezanost s
ucestalo$¢u osteopenije ili osteoporoze;

geni za receptor vitamina D, estrogeni receptor i1 alfa 1 lanac kolagena tipa I vjerovatno
nisu rizini Cimbenici nastanka osteoporoze u bolesnica s hipertireozom u
premenopauzalnom periodu Zivota;

ustanovljena je pozitivna korelacija indeksa tjelesne mase i BMD-a vrata bedrene kosti u
premenopauzalnih bolesnica s hipertireozom, dok nije nadena povezanost s BMD-om
slabinske kraljeZnice;

u ispitanica koje su bile heterozigoti za polimorfizam Taql (Tt) gena za receptor vitamina
D postojala je statisticki znac¢ajna korelacija BMD-a vrata bedrene kosti i [ITM-a;

u ispitanica s nalazom dominantnog homozigotnog polimorfizma Ball gena za COLIA1
(SS) postojala je statistiCki znacajna korelacija BMD-a vrata bedrene kosti i [ITM-a;

u ispitanica s nalazom heterozigotnog polimorfizma Pvull gena za ER (Pp) postojala je

statistiCki znaCajna korelacija BMD-a vrata bedrene kosti i [TM-a.
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9. SAZETAK

Hipertireoza je poznati ¢imbenik rizika za nastanak sekundarne osteoporoze. Malo se
zna o genetskoj podlozi nastanka osteoporoze u bolesnika s hipertircozom. Ovo je prvo
ispitivanje povezanosti polimorfizama gena za VDR (Taql), ERa (Pvull) i COLIA1 (Ball) u
bolesnica premenopauzalne dobi s hipertireozom i BMD-a. Ispitivanje je ucinjeno u 45
ispitanica u premenopauzi (40,4+7,7 godina). BMD je mjeren DXA metodom u L1-L4 regiji
1 vratu bedrene kosti, a rezultati su pokazali osteoporozu u 3, a osteopeniju u 31 bolesnice.
Multiregresijskom analizom nije dokazana statisticki znacajna povezanost izmedu
polimorfizama bilo kojeg od ova tri gena, niti pojedinacno, niti u kombinaciji, s BMD-om
slabinske kraljeznice i vrata bedrene kosti, odnosno nalazom osteopenije ili osteoporoze.
Ustanovljena je povezanost ITM-a i BMD-a vrata bedrene kosti u bolesnica koje su bile
heterozigoti polimorfizma Taql gena za VDR i Pvull gena za ER, te dominantni homozigoti
polimorfizma Ball gena za COLIAIL ZAKLJUCAK: Nije ustanovljena povezanost
polimorfizama Taql gena za VDR, Pvull gena za ERa i Ball gena za COLIA1 s BMD-om
slabinske kraljeznice i vrata bedrene kosti, kao ni s osteopenijom i osteoporozom u

premenopauzalnih bolesnica s hipertireozom.
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10. SUMMARY

Hyperthyroidism is a recognised risk factor for secondary osteoporosis. Little is
known about the genetic origin of osteoporosis in patients with hyperthyroidism. This is the
first study to examine the association between polymorphism of the VDR (Taql), ERalpha
(Pvull), COLIA1 (Ball) genes and BMD in premenopausal women with hyperthyroidism.
This study comprised 45 premenopausal women, with the average age 40,4+7,7 years. The
BMD was measured in using dual X-ray absorptiometry (DXA) in the L1-L4 region of the
spine and femoral neck. Multivariate analysis found no significant correlation between
polymorphisms of the 3 selected genes, individually or in combination, and BMD at the
lumbar spine and femoral neck, and no correlation between polymorphisms and osteoporosis
and osteopenia. A relationship was found between body mass index (BMI) and BMD at
femoral neck in patients heterozygous for Taql polymorphism of the VDR gene and Pvull
polymorphism of the ER gene, and homozygous for Ball polymorphism of the COL1AL
CONCLUSION: A statistically significant association was not found between Taql
polymorphism of the VDR gene, Pvull polymorphism of the ERalpha gene and Ball
polymorphism of the COLIA1 gene and BMD at the lumbar spine and femoral neck in

hyperthyroid premenopausal women.

The Association of Polymorphisms of the Vitamin-D Receptor Gene, Collagen Type I
Alpha-1 Gene and Estrogen Receptor Gene and Bone Mineral Density in Patients with
Hyperthyroidism

Jozo Jelci¢

2008.
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12. POPIS KRATICA

skracenica
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BMD
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DBP
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IT™M
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RANK
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RFLP

RXR
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TRE

vBMD
VDR
VDRE
QTL

engleski

areal BMD

bone mineral density
collagen I alpha 1

vitamin D binding protein
duel x-ray absorptiometry
estrogen receptor
estrogen response element

polymerase chain reaction

receptor activator of nuclear
factor-B

receptor activator of nuclear
factor-B (RANK) ligand
restriction fragment length
polymorphism

retinoid X receptor

single nucleotide
polymorphisim

tiroxine response

element

volumetric BMD

vitamin D receptor

vitamin D response element

quantitative trait loci

hrvatski

povrsinski BMD

mineralna gustoca kosti

alfa 1 lanac kolagena tipa I

protein koji veze vitamina D

apsorpciometrija x-zrakama dvostruke energije
receptor za estrogene

element koji reagira na estrogen

indeks tjelesne mase

lanc¢ana reakcija polimeraze (kojom se
umnoZava dio odsjecka gena koji nosi
potencijalno restrikcijsko mjesto)

cirkuliraju¢a molekula koja se veze za receptor
koji aktivira nuklerani ¢cimbenik-B
cirkuliraju¢a molekula koja se veze za receptor
koji aktivira nuklerani ¢cimbenik-B
polimorfizam duljine fragmenata DNA nastalih
rezanjem restrikcijskim enzimima

reetinoidni X receptor

polimorfizam jednog nukteotida

element koji reagira na tiroksin

volumetrijski BMD

receptor za vitamin D

element koji reagira na vitamin D
kvantitativno ispitivanje povezanosti

lokusa
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14. DODACI: SUGLASNOST ISPITANIKA ZA
SUDJELOVANJE U ISPITIVANJU.

PRILOG 1.

INFORMACIJA ZA ISPITANIKE

UvVOD

Osteoporoza predstavlja naj¢eS¢u  metabolicCku  bolest koStanog sustava.
Karakterizirana je malom koStanom masom i poremecajem arhitektonike kosti, Sto uzrokuje
povecanu krhkost kosti i povecan rizik prijeloma. Oko 8 % ukupnog stanovniStva zemalja
razvijenog svijeta boluje od osteoporoze. Najcesca je u postmenopauzalnoj dobi. Oko 40%
Zena u postmenopauzalnoj dobi do kraja zivota dozivjet ¢e prijelom neke kosti. Osim
postmenopauzalne osteoporoze postoje i1 brojni drugi oblici takozvane sekundarne
osteoporoze, medu koje se ubraja i osteoporoza uzrokovana hipertireozom. Poznati su
razli¢iti nenasljedni Cimbenici rizika vezani za stil Zivota i prehranu, utjecaje iz okoliSa, te
razli¢ite bolesti. Medutim, nenasljedni ¢imbenici rizika nisu jedini koji utjeCu na koStanu
masu. Oko 70-90% koStane mase zdravih osoba je genetski predodredeno. Dosada$nja
ispitivanja su pokazala da polimorfizmi nekih gena takoder utjeCu na veli¢inu gubitka
kostane mase u bolesnika s osteoporozom i da neki genski aleli predstavljaju ¢imbenike
rizika za nastanak osteoporoze. Medutim, rezultati ispitivanja nisu uvijek bili jednoznacni.
Do sada je ispitivan pojedinacni utjecaj jednog ili najviSe 2 gena istovremeno na koStanu
masu 1 rizik nastanka osteoporoze. Nije bilo ispitivanja utjecaja genskog polimorfizma u
bolesnika s hipertireozom na koStanu masu i rizik nastanka osteoporoze.

Planirano je ispitati odnos koStane mase i polimorfizma 3 gena koji utjecu na kosStanu

masu u bolesnika s hipertireozom.
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PLAN I OPIS ISPITIVANJA

Uciniti ¢e se denzitometrija kosti i genetske analize, a potom rezultati analizirati u

cilju otkrivanja moguce veze izmedu polimorfizma jednog ili viSe gena i veli¢ine koStane

mase, odnosno rizika nastanka osteoporoze u bolesnika s hipertireozom..

1.

Denzitometrija je sigurna i pouzdana neinvazivna pretraga kojom se moze precizno

izmjeriti koStana masa i dijagnosticirati osteoporoza. Obzirom da je hipertireoza poznati
rizik za nastanak tzv. sekudarne osteoporoze pretraga je indicirana za rano otkrivanje
osteopenije 1 osteoporoze uzrokovane hipertireozom. Metoda koristi minimalnu, potpuno
bezopasnu koli¢inu X-zraka od 1-3 mRem-a, $to odgovara dozi kozmickog zracenja koju
ljudi prosjecno prime na povrSini Zemlje u trajanju od 3-9 dana, ili putnici u avionu u
trajanju od 3-9 sati. To je doza zraenja oko 100x manja nego kod rtg snimanja srca i
pluca. Zracenje je tako malo da se ni medicinsko osoblje koje radi s pacijentom ne Stiti.
Pretraga traje 5-15 minuta, jednostavna je i ugodna (bolesnik samo sjedi ili leZi na stolu).

Genetske pretrage. Za genetske pretrage koristice se leukociti iz venske krvi. Radi toga je

potrebno izvaditi 7 ml venske krvi. Ispitanici nece biti posebno podvrgavani ubodu i
vadenju krvi, nego ¢e se to uciniti istovremeno prilikom rutinskog redovitog vadenja krvi
za redovite kontrolne preglede razine hormona Stitnjace u krvi (T3, T4, TSH) tijekom

pracenja ucinka lijeCenja hipertireoze, osim ako na to posebno pristanu.

PRILOG 2.

PRISTANAK NA ISPITIVANJE

ISPRtanik ...c..coveeieniniiniiiinieeccceeee je iscrpno upoznat sa razlogom i nacinom ispitivanja, metodama,

rizicima i uz moguénost prigovora i odustajanja od ispitivanja u bilo kojem trenutku, pristaje na ispitivanje.

U Zagrebu ........ccccveeviveeenneens 200 . godine

Potpis ispitivaca Potpis ispitanika
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