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POPIS OZNAKA | KRATICA

25-OHD3 25- hidroksi vitamin D3

SOS (engl. speed of sound) brzina ultrazvuénog vala

BMC (engl. bone mineral content) kostani mineralni sadrzaj

BMD (engl. bone mineral density) mineralna gustoc¢a kosti

BUA (engl. broadband ultrasound slabljenje ultrazvuénog vala pri
attenuation) prolasku kroz kost

DNK deoksiribonukleinska kiselina

DXA (engl. dual x-absorptiometry) dvoenergetska apsorpciometrija x-

zraka
EDTA etilen-diamino-tetraacetat
GH (engl. growth hormone) hormon rasta

IGF-I (engl. insulin like growth factor-I) Cimbenik rasta sli¢an inzulinu

K-AP koStana alkalna fosfataza
PBM (engl. peak bone mass) vrSna kosStana masa
PTH paratiroidni hormon
SHBG protein veznik spolnih globulina
(engl. sex hormon- binding globulin)
QUI (engl. quantitative ultrasound indeks kvantitativnog ultrazvuka
index)

QUS (engl. quantitative ultrasound) kvantitativni ultrazvuk

SOS (engl. speed of sound) brzina ultrazvuénog vala

SZ0 Svjetska zdravstvena organizacija
Troch trohanter bedrene kosti

Ward Wardov trokut

SHBG nosaC proteina veznika spolnih

hormona



1. UVOD

1.1. KOST OPCENITO

Kost je po svojoj jedinstvenoj fiziCkoj i kemijskoj strukturi jedan od
najznacajnijih i najdjelotvornijin organa. Kostano tkivo je specijalizirano vezivno tkivo,
izgradeno od medustaniCne ovapnjele tvari, koStanog matriksa i tri razliite vrste
stanica: osteocita (grc€. steon, kost + kytos), koji se nalaze u Supljinama matriksa (lat.
lacunae osseae), osteoblasta, koji sintetiziraju organske sastojke matriksa i
osteoklasta, multinuklearnih orijaskih stanica, koje sudjeluju u resorpciji i pregradnji
koStanog tkiva (1, 2).

Kosti skeleta ¢ine oko 9% volumena ljudskog tijela i odgovorne su za oko 17%
ukupne tjelesne tezZine organizma i stalno se pregraduju. Po zavrSetku koStanog
rasta remodeliranje i kortikalne i trabekularne kosti se nastavlja tijekom zivota.
Godisnje se remodelira oko 10% ukupne koStane mase, od toga svega 2% kortikalne
kosti (3). Remodeliranje omogucava adaptaciju kosti na promjene koje nastaju
tijekom mehanickih opterecenja te obnavlja mikroostecenja kosti (3).

Specifitna grada kosti je odgovorna za tri glavne funkcije: potpornu, gdje
snazno kostano tkivo omoguc¢ava normalno kretanje, zastitnu, jer Stiti sve vitalne
organe: mozak, lednu mozdinu, srce i hematopoezu, te sluzi za odrzanje homeostaze
kalcija koja sudjeluje u funkciji svih vitalnih organa. Kost je vazan promotor razli€itih
krvotvornih stanica i njihov rezervoar, kao i rezervoar iona fluora i stroncija koji se
zajedno s kalcijem ugraduju i stvaraju Cvrsti koStani matriks. Jedinstvena potporna
snaga kosti nastaje iz specificne kostane grade. Proteinska vlakna kolagena su
otporna na sile vlaka, a minerali, kristali apatita su otporni na sile tlaka. Kristali apatita
i kalcijevin fosfata koji su smjeSteni uzduz kolagenih vlakana joS nepotpuno
objasnjenim mehanizmima koordinirano i sinhronizirano odrZzavaju potpornu funkciju
kosti (4).

Dokazano je da je za normalnu funkciju kosti potrebno prisustvo i minerala i
organskog matriksa. Odsustvom jednog od elemenata dobijemo ili meku elasti¢nu
kost ili tvrdu lako lomljivu kost. U oba slu€aja nije postignuta normalna kostana
funkcija (5).



1.2. GRADA KOSTI

Kost je kompleksno tkivo koji sadrzi viSe komponenti. Dominanta komponenta
su minerali kristali hidroksiapatita (HA). Glavne makromolekule kosti su odjeljci
kolagena tipa 1 u kojima su odlozeni kristali HA. Brojne nekolagene molekule koje se
vezu za minerale igraju vaznu ulogu u regulaciji procesa u kosti. Unutarnja kostana

arhitektura je popuno prilagodena funkciji koju obavlja.

1.2.1. Makroskopska organizacija kosti

Makroskopski razlikujemo dva glavna tipa kosti: kompaktnu ili kortikalnu kost i
trabekularnu ili kanceloznu kost. Trabekularna kost se nalazi u sredistu kratkih kosti i
potpuno je obloZzena kompaktnim tkivom. PloCaste kosti svoda lubanje imaju dva
sloja kompaktnog kostanog tkiva izmedu kojih se nalazi sloj spuzvastog tkiva, diploe.
Kortikalna kost se nalazi u dijafizama dugih kostiju i povrSinama kratkih kostiju. U
tankom sloju se nalazi i na epifizama i metafizama dugih kostiju.

Razlike izmedu kortikalne i trabekularne kosti su i strukturalne i funkcionalne,
iako su nastale iz istih stanica i istih elemenata matriksa. Strukturalna razlika postoji
u koli¢ini kalcificirane kosti: 80-90% kompaktne kosti je kalcificirano, dok je kod
trabekularne kosti kalcificirano svega 15-25% ; ostatak volumena cCini koStana srz.
Bitno je naglasiti da 70-85% medudjelovanja s mekim tkivima se obavlja s unutradnje
povrsine kosti (6).

Funkcionalne razliCitosti su posljedica strukturalnih i obrnuto. Kortikalna kost
ispunjava uglavnom mehanicku i protektivnu funkciju, a trabekularna metabolic¢ku i
mehaniCku funkciju. Popre¢no presjeCena kost promatrana golim okom, djeluje
homogeno bez Supljina koje Cini kompaktno kostano tkivo i podru€ja s brojnim
medusobno povezanim Supljinama koje predstavljaju spuzvasto (spongiozno)
kostano tkivo. Mikroskopski gledane obje vrste kosti unato¢ razliitom izgledu imaju
jednaku histolosku gradu.

Postoje dvije koStane povrSine: vanjska ili periostalna je ona kojom je kost u
dodiru s mekim tkivima i unutarnja ili endostalna povrSina je ona povrSina kojom je
kost u dodiru s koStanom srZi. Obje povrSine su odijeljene slojem osteogenih stanica

koje se zovu periost i endost. Vanjski dio kosti je solidan i kompaktan; €ini ga tanki



gusti sloj kalcificiranog tkiva, korteksa kompaktne kosti. Epifize dugih kostiju su
krajnja proSirenja izgradena od spuzvaste kosti prekrivene tankim slojem kompaktne
kosti. U srednjem dijelu, dijafizi, kost je Suplja; izgradena je od kompaktne kosti sa
samo malo spuzvaste kosti s unutradnje strane. Supljine u spuzvastoj kosti i srzna
Supljina u dijafizama dugih kosti sadrzavaju koStanu srz, koja moze biti crvena
koStana srz, u kojoj nastaju krvne stanice i zuta kosStana srz, koju najvec¢im dijelom
izgraduju masne stanice. SrediSte kratkih kosti, obi¢no izgraduje spuzvasto kostano
tkivo, koje je potpuno okruzeno kompaktnim tkivom.

Izmedu epifize i dijafize postoji prijelazna zona koja se zove metafiza. U kosti
postoje brojne uske gredice ili trabekule spojene sitnim popreCnim vezama koje
stvaraju prostornu trodimenzionalnu reSetku. Glavne trabekule se nalaze uzduz
osovine kosti, nastaju tijekom rasta i predstavljaju glavni oslonac kosti. Tijekom rasta
se epifize i metafize, koje potjeCu iz neovisnih osifikacijskin centara, razdvajaju
slojem epifizne hrskavice. Ovaj sloj proliferativnih stanica i rastuceg kostanog
matriksa je odgovoran za rast kosti u duzinu.

Vanjski dio kosti postaje kalcificiran, remodeliran i popunjen koStanim
matriksom po zavrSetku rasta. Pri pokretanju i prenoSenju teZine s jedne kosti na
drugu opterecenje se prenosi s trabekularne kosti na kompaktni korteks koji se nalazi
izvana. Specificna koStana grada na zavrSecima kosti raspodjeljuje mehanicka

optereCenja nastala pri pokretanju, a snaga pokreta se raspodjeljuje kroz trabekule

(7).
1.2.2. Kortikalna kost

Makroskopski, kortikalna kost izgleda gusta i sastoji se od Haversovih osteona
s kanali¢ima kroz koje prolaze krvne Zile. Osteoni predstavljaju cilindriCne strukture s
koncentri¢nim lamelama. U dijafizama dugih kostiju su orijentirani u smjeru uzduznih
osovina kosti. Pri ubrzanom formiranju kosti npr. kod histogeneze, cijeljenja frakturnih
pukotina, tumora ili metaboliCkih bolesti, ne uspjeva se odrzati pravilna organizacija
kolagenih vlakana. Ona se tada nalaze viSe-manje razbacana u snopovima. Nastaje
mrezasta kost, koja predstavlja primarno kostano tkivo. Osteon je kostana jedinica
formirana u Haversovom sistemu. Postoji razli€it stupanj mineralizacije izmedu

pojedinih osteona. Najniza je u mladim osteonima, a povecava se s dobi. ZavrSna



faza mineralizacije moze trajati tjiednima, mjesecima ili ¢ak i godinama. Ukoliko je

kost manje gusta ona ¢eSc¢e podlijeze resorpciji i prije potpune mineralizacije (8).

1.2.3. Trabekularna kost

Trabekularna kost izgleda kao trodimenzionalna reSetka sastavljena od
kostanih gredica i stupi¢a unutar kortikalne ljusture. Mehanicka svojstva i uloga u

mineralnom metabolizmu oba tipa kosti su bitni za kvalitetu i snagu kosti.

1.3. MIKROSKOPSKA ORGANIZACIJA KOSTI

Po mikroskopskoj gradi kostano tkivo se moze podijeliti na: primarno, nezrelo
ili vlaknasto i sekundarno, zrelo ili lamelarno. Primarna kost je prvo kostano tkivo koje
se pojavljuje tijekom embrionalnog razvoja, nakon prijeloma i u drugim reparacijskim
procesima. Primarno koStano tkivo je privremeno, koje u odraslih nadomjesti
sekundarno kostano tkivo. Trajno ostaje na vrlo malo mjesta u tijelu, npr. u blizini
Savova medu ploCastim kostima lubanje, u lezistima zuba i na mjestima hvatista
nekih tetiva. Primarno kostano tkivo razlikuje se od sekundarnog po nepravilnu
razmjesStaju kolagenih vlakana, manjoj koli€ini minerala, te ve¢em brojem osteocita.

Kostano tkivo u odraslih najve¢im dijelom pripada vrsti sekundarne kosti. U
njoj su kolagena vlakna poredana u lamelama debljine 3-7um, koje teku usporedno
jedne s drugom ili su rasporedene koncentricno oko krvozilnog kanala. Cijeli sustav
koncentricnih kostanih lamela, oko kanala koji sadrzava krvne Zile, Zivce i rahlo
vezivo, naziva se Haversov sustav ili osteon. Lakune s osteocitima nalaze se izmedu,
a katkada i unutar lamela. U svakoj su lameli kolagena vlakna medusobno
usporedna. Granicu svakog Haversovog sustava Cini istalozena amorfna, cementna
tvar, izgradena od mineraliziranog matriksa s malo kolagenih vlakana (10).

U kompaktnoj kosti (npr. dijafize dugih kostiju) lamele su pravilno rasporedene
u Haversove sustave (osteone). Razlikujemo: vanjske osnovne ili kruzne lamele,
unutrasnje osnovne ili kruzne lamele i intersticijske ili prijelazne lamele. Sve Cetiri
vrste lamela se dobro vide na poprec¢nom presjeku kosti. Buduéi da je osnovna

funkcija osteona donos hranjivih tvari kompaktnoj kosti, razumljivo je da tih sustava



nema u tankim gredicama spuzvaste kosti, gdje hranjive tvari difundiraju u kostano
tkivo iz okolnih krvnih kapilara (11).

Osteon je dugacak cilindar, Cesto podijelien u dvije grane, postaviljen
usporedno s uzduznom osi dijafize. Sastoji se od srediSnjeg Haversovog kanala, koji
je okruzen s 4-20 koncentriCnih lamela. Haversovi kanali su povezani s koStanom
srzi, periostom te jedan s drugim poprec¢nim ili kosim Volkmannovim kanalima.
Volkmannove kanale ne okruzuju koncentriCne lamele, nego oni kroz njih prolaze. Svi
krvoZilni kanali u kostanom tkivu nastaju odlaganjem matriksa oko Zila.

Zbog rasporeda kolagenih vlakana u lamelama vide se naizmjenicni svijetli i
tamni slojevi. Tok kolagenih vlakana unutar svake lamele je usporedan i teCe
spiralno. Vrh spirale je u razli€itim lamelama razliito usmjeren, tako da se vlakna
susjednih lamela, u svakoj tocki sijeku priblizno pod pravim kutovima. Na popre¢nim
presjecima osteona, kolagena vlakna jedne lamele presje¢ena su poprec¢no, dok su u
susjednoj presjeCena koso ili gotovo uzduzno. Veliki broj lamela s razli€ito
usmjerenim vlaknima, daje kosti ¢vrstocu unato€ njezinoj maloj tezini.

Promjer Haversovih kanala je vrlo razli€it. Svaki osteon nastaje uzastopnim
odlaganjem lamela pocCevsi od periferije prema sredistu tako da mladi osteoni imaju
Sire kanale. U dovrSenim osteonima, lamela koja je nastala poslijednja nalazi se
najblize srediSnjem Haversovu kanalu (11). Tijekom rasta, pa i u kostima odraslih,
osteoni se trajno razgraduju i izgraduju. Zbog toga se mogu vidjeti i osteoni koji su
izgradeni od Sirokog srediSnjeg kanala i oni sa samo nekoliko lamela.

Unutradnje i vanjske osnovne ili kruzne lamele se nalaze oko srzne Supljine i
neposredno ispod periosta. Vanjskih ima vise od unutrasnjih. Izmedu dvaju sustava
osnovnih lamela nalaze se brojni osteoni, a prostore izmedu njih ispunjaju trokutaste
ili nepravilno oblikovane skupne usporednih lamela koje se nazivaju prijelazne ili
intersticijske lamele. One su ostaci osteona razgradenih tijekom rasta i pregradnje

kosti.



1.4. MINERALI | KOSTANI MATRIKS
1.4.1. Minerali

Anorganska tvar €ini oko 50% suhe teZine organskog matriksa (6, 11). Kostani
minerali su kompleksne i netopive Cestice koje imaju relativno dugacko biolosko
vrijeme poluraspada i koji ispunjavaju morfoloSku i mehaniCku funkciju skeleta
zajedno s kolagenom. Mineralni udio kosti ima glavnu ulogu u odrZanju mineralnog
metabolizma i homeostaze kosti. lako nema usporedive fizioloSke funkcije pridruzene
ostalim komponentama organskog koStanog matriksa, izgleda, da je s bioloSke toCke
glediSta, mineralni matriks najinertnija komponentna koStanog tkiva.

Kemijski, mineralni dio kosti se sastoji od kalcija, soli fosfata i malih ali
znacajnih koli¢ina karbonata (4-6% tezine) i manje od 1% ostalih iona kao Sto su
natrij, kalij, magnezij, fluoridi i kloridi. Poznato je da je polovima ukupne koli€ine
magnezija u tijelu smjestena u kostima. Minerali su bitni za zivot. Oni su aktivatori
enzima od kojih se neki nalaze uglavhom u kosti kao npr.: alkalna fosfataza i
pirofosfataza koji su Cetvrti najrasporostranjeniji kationi u skeletu (12).

Kostani apatit se razlikuje od geoloskog apatita jer je manji (10-40nm) i ima
manje idealno poslaganu atomsku reSetku i stehiometrijsku gradu, Sto ga Cini viSe
reaktivnim i topivim. Kemijska struktura kosti se sastoji od mjeSavine amorfnog
trikalcij fosfata i hidroksipapatita, ali ima i dosta amorfnog nekristalicnog kalcij-fosfata,
te slabo kristalicnog karbonata. Mala koli€ina kristalicnog karbonatnog dijela, po
velikoj jedinici teZine, uz visoku koli¢inu kosStanih minerala, omogucava direktnu
izmjenu s tjelesnim tekucinama. Kristali hidroksiapatita koji leze duz kolagenih
vlakana, okruzeni su amorfnom osnovnom tvari. loni na povrsini hidroksiapatita su
hidrirani, te se oko kristala nalazi sloj vode i iona. To je hidratacijska ljuska i ona
olakSava izmjenu iona izmedu kristala i tjelesnih tekucina. loni jednake veliCine i iste
mogucnosti vezivanja komponenti Cca? ili PQO4, i OH iona se normalno zamjenjuju za
one s povrsine rastucih kristala. Kost je tako u moguénosti ugraditi takve ponudene
ione kao $to su ioni magnezija, stroncija i lantanida iz tjelesnih tekucina.

Op¢enito, ugradnja takvih iona, Cini kristale u mineralu vise nesavrSenim i
lakSe topivim. Nasuprot tome, ugradnja fluorida umjesto OH skupine u strukturi

apatita, stvara vece, teze topive, koStane mineralne kristale koji usporavaju i



vezivanje i ugradnju minerala u kristala. Mehanizam je bio poticaj za poCetak terapije

fluoridima u lije€enju osteoporoze (5, 12).

1.4.2. Kostani matriks

Organski matriks je najvazniji dio kosti. Ekstracelularni koStani matriks je
sastavljen uglavnom od proteina kolagena tip 1 koji €ini 85-90% ukupne strukture.
Poznato je da je gen za tip 1 kolagena identiCan u svim vezivnim tkivima tijela.
Smatra se da je ista genetska osnova kolagena iz koStanog matriksa prisutna i kao
sastavni dio nekolagenog tkiva, §to govori u prilog opseznoj genetskoj regulaciji i
snaznom genetskom ucinku na kostano tkivo (13). Proteini su usko vezani za koStani
kolagen i s njim tvore gradevnu strukturu koja u potpunosti ispunjava sve
biokemijske, biomehanicke i homeostatske zahtjeve tijekom cijelog Zivota.

Formiranje mineraliziranog kostanog tkiva nastaje zajednic¢kim djelovanjem
osteoblasta i zilnog sistema. Makromolekularne komponente, dobivene endogeno, iz
tkivno specifiCnih stanica, kao Sto su kolagen, osteokalcin, osteonektin, kostani
sijaloproteini, promotori proteina kostanog rasta (IGF-1), IGF-Il, transformirajuceg
faktora rasta beta (TGF- B ), fosfoproteina, proteoglikana i iz cirkulirajuéih proteina
plazme, postaju dijelovi minerala ekstracelularnog matriksa. Kostani sijaloprotein i
osteokalcin sadrzavaju nekoliko y- karboksiglutaminskih kiselinskih ostataka (Gla),
koji imaju jak afinitet prema kalciju te im se pripisuje uloga u poetnom ovapnjenju
kostanog matriksa. Glikozaminoglikani u kostanom tkivu su hondroitin -4-sulfat,
hondroitin-6-sulfat i keratin-sulfat.

Poznato je iz kojeg dijela kosti se luCe pojedine komponente ekstracelularnog
kostanog matriksa. Kolagen, proteoglikani i neki nekolageni proteini se izlu€uju iz
osteoblasta na povrSini osteoida. Osteokalcin i ostale velike molekule koje su
potrebne za mineralizaciju dolaze posredstvom osteoblastnih djelovanja i izlu€uju se
direktno u zonu aktivne mineralizacije.

Povezanost hidroksiapatita s kolagenim vlaknima uvjetuje ¢vrstocu i otpornost
Sto su znacajke kosStanog tkiva. Nakon dekalcinacije oblik kosti ostaje sacuvan, ali
ona postaje savitljiva poput tetive. Nakon odstranjenja organskog matriksa, a to je
uglavnom kolagen, kost takoder zadrzava svoj osnovni oblik, ali postaje lomljiva, lako

puca i mrvi se (13).



1.4.3. Kostani proteini

Kolagen u kosti je tip 1. Isti je i u kozi i tetivama. Osim kolagena tip 5 niti jedan
drugi oblik nije naden u koStanom matriksu. Druga tkiva koja sadrZzavaju kolagen tipa
1 u normalnim uvjetima ne ovapnjuju i ne sadrzavaju ove glikoproteine (14).
Netopiva kolagena vlakna u kosti su nastala iz topivih pojedinacnih molekula
tropokolagena, koji je u€vrscen intermolekulanim poprecnim svezama, dobivenim od
aldehidnih formi hidrolizina i lizina. S dobi se smanjuje koliCina aktivnih zrelih
kolagenih vlakana. Danasnjim metodama se analizira postojanje 3-hidroksipiridinskih
veza zrelog kolagena, piridinolina (pyr), deoksipiridinolina (D-pyr), i serumskih N-
telopeptida tipa 1 kolagena (NTX) u urinu i NTX u serumu. Ove intermolekularne
komponente kolagena su prisutne samo u zrelom kolagenu i specificne samo za kost
i hrskavicu. Smatra se da su one senzitivni i specificni pokazatelj kostane resorpcije
(15). Urinarni hidroksiprolin koji je ranije koristen kao marker kostane razgradnje nije

specifi¢an za kost.

1.4.4. Nekolageni proteini

Glavni nekolageni proteini kosti su proteoglikani, proteini y karboskiglutamiske
kiseline (Gla), glikoproteini, fosfoproteini i proteini plazme. Prisutnost osteokalcina i
kostanih sijaloproteina predstavlja jedinstvenu ekspresiju osteogenog fenotipa.

Proteolikani su glavna skupina nekolagenih proteina prisutnin u
mineraliziranom matriksu. Cine oko 10% svih nekolagenih proteina. Proteoglikani se
sastoje od centralne proteinske jezgre, na koju su vezani polisaharidni lanci,
glikozaminoglikani, koji su jaki polianioni za karboksilate i sulfate.

U kosti su identificirana i dva mala proteoglikana: PG-I (nazvan ,biglikan® jer
su uhvacena oba lanca) i PG-Il (,dekorin® jer izgleda kao da ukraSsava kolagena
vlakna) (16). lako nije potvrdena definitiva funkcija proteoglikana, ni u sazrijevajucoj
kosti, ni u zreloj, mnoge studije pokazuju, da su proteoglikani usko povezani s
kolagenim vlaknima i da utjeCu i na brzinu njihovog rasta, debljinu vlakana, a time i
na kompletnu izgradnju kolagena (17).

Osteokalcin je protein male molekularne mase 5.2-5.9 kDa. Molekule

osteokalcina od svih temeljnih nekolagenih proteina predstavljaju najbrojniju i



najpravilniju strukturu. Cine oko10-20% svih nekolagenih proteina i imaju veliki
afinitet za ione kalcija . Osteokalcin se jo$ zove i vitamin K ovisni koStani protein.
Sadrzi dvije ili tri ostatne jedinice y-karboksiglutaminske kiseline (Gla). Biokemijska
funkcija ove molekule joS nije u potpunosti jasna. Kontroverzna je uloga K vitamina.
lako je poznato da je za stvaranje rezidua Gla potreban K vitamin, ne dolazi do
nikakvih  promjena u kosStanoj histologiji i mineralnom  metabolizmu,
eksperimentalnom upotrebom, antagonista K vitamina. Klini¢ki je poznato da
dugotrajna upotreba lijekova protiv zgrusavanja krvi utjeCe na propadanje kosti (18).

Koncentracija serumskog osteokalcina se povec¢a pri povecanom stvaranju
kosti i ubrzanjem koStane pregradnje. Poznato je odlicno vezivanje osteokalcina za
hidroksiapatit. Vjeruje se da je osteokalcin odgovoran za stvaranje mineralizirane
kosti, kontrolirajuci ugradnju i rast kristala hidroksipatita. U laboratorijskim uvjetima
sinteza oseokalcina se viSestruko povec¢a dodavanjem 1,25-dihidroksivitamina D3
(19). Analog osteokalcina koji je prisutan u hrskavicnom tkivu zove se matriks Gla
protein (20).

U kosti su pronadeni i brojni glikoproteini. To su sijaloprotein, osteopontin,
osteonektin, alkalna fosfataza, koStani faktori rasta kao koStani morfogenetski protein
(BMP) i €imbenik rasta sli¢an inzulinu (IGF). Transformirajuci ¢imbenik rasta beta
(TGF B), Fibroblastni C¢imbenik rasta (FGF) Trombocitni ¢imbenik rasta (PDGF),
lipoproteinski receptor 5 lipoproteina niske gusto¢e (LRP 5) i drugi.

Kostani sijaloprotein je bio prvi nekolageni protein koji je otkriven u kostanom
matriksu; €ini 61% ukupnih nekolagenih proteina (21). Poznata su dva sijaloproteina:
osteopontin i kostani sijaloprotein (BSP) koji su adhezijske molekule koje posreduju u
prihvacanju proteina za razliCite tipove stanica ukljuCujuéi i koStane stanice.
Sijaloproteini imaju jaki afinitet vezanja za hidrokisapatit. Radi porijekla iz osteoida i
formiranja mostova izmedu stanica i mineralnog matriksa, sijaloprotein | je nazvan
osteopontin (21). Oba proteina imaju razliit mehanizam djelovanja in vivo i in vitro.
Uz stimulaciju stvaranja osteopontina i mobilizacije kalcija iz kosti, pod utjecajem
1,25-dihidroksi-vitamina D3, potvrdilo se da osteopontin ima bitnu ulogu u obnavljanju
prekursora osteoklasta i njihovom vezivanju za mineralizirani kostani matriks. Potvrda
ove hipoteze se nalazi u Cinjenici da u to vrijeme osteoklasti izluCuju velike koliCine
adhezijskih receptora (integrina) istih ili slicnih, vezanih za vitronektinski receptor. Taj
integrin je receptor za osteopontin. Nasuprot osteopontinu, BSP mozda nije

specifican samo za kostano tkivo, iako se vjeruje da su koStane stanice glavni



proizvodac glasnika za sintezu BSP. Poznato je da hrskavica i ostaci posteljice
sadrze male koli¢ine glasnika za sintezu BSP (21).

Osteonektin, osteopontin, kostani sijeloprotein i ostali proteini kosti su hvataci
glikoproteina kao npr.:fibronektin, laminin i hondronektin u drugim tkivima. Oni vezu
kolagen i proteoglikane na receptore stanicne povrsine i stvaraju velike molekularne
komplekse, koji posreduju pri vezivanju i stimulaciji rasta stanica, njihovoj migraciji i
diferencijaciji (20). Poremecaj u djelovanju izmedu stanica u ekstracelularnom
matriksu, izazvan upalom ili drugim bolestima, mozZe dovesti do gubitka tkivne
strukture i funkcije.

Alkalne fosfataze su grupa izoenzima vezanih za membranu glikoproteina
molekularne mase od 100-200 kDa; smjesteni su na stanicnoj membrani i sluze kao
nosaci ili odasilja¢ signala. Alkalna fosfataza je ukljuCena u: povecéanje lokalne
koncentracije anorganskih fosfata (P;); destrukciju inhibitora rasta kroz ugradnju
mineralnih kristala preko fosfohidrolaze; djeluje kao nosac P;; kalcij vezuci protein;
aktivator kalcijske pumpe u stanicama ili vezikulama; djeluje kao regulator staniCne
izgradnje i diferencijacije kroz tirozin specificnu fosfoproteinsku fosfatazu.

Cimbenici rasta su polipeptidi koji djeluju na replikaciju i diferencijaciju ne
diferenciranih stanica, povecavajuéi ili snizavajuc¢i njihovu prisutnost u tkivima.
Kontroliraju¢i diferencijaciju imaju znacajnu ulogu u koStanom remodeliranju.
Remodeliranje kosti je kompleksni proces koji ukljuCuje brojne koordinirane aktivnosti
tijekom razgradnje i izgradnje nove kosti. Kontinuirana pregradnja kosti je regulirana
sistemskim hormonima i lokalnim faktorima koji utje€u i na osteoblaste i osteoklaste
(23).

Aktivnost im moze biti regulirana razli€itim mehanizmima koji ukljuCuju i
sintezu i aktivaciju receptora, vezaca receptora i njihovih proteina. U kosti postoje
brojni faktori rasta koji su vazni u procesima formiranja i razgradnje kosti. Lokalni
faktori rasta se sintetiziraju u osteoblastima, neki citokini nastaju iz stromalnih stanica
i stanica imunoloskog ili hematopoetskog sistema; oni su prisutni u mikrookolini kosti.
Cimbenici rasta mogu biti prisutni u cirkulaciji i djelovati kao sistemski regulatori
kostanog metabolizma.

Cimbenik rasta sli¢an inzulinu (IGF) je polipeptid molekularne mase oko 7600
(24). Struktura mu je jako slicna proinzulinu, kao i mehanizam djelovanja na stanicni
rast, diferencijaciju i mitoze. Razlikujemo dva IGF: IGF-1 (sinonim mu je

somatomedin C) i IGF-II (sinonim- skeletni ¢imbenik rasta ). Prisutni su u mnogim
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tkivima, ukljuujuéi kost, gdje djeluju kao lokalni regulatori stanicnog metabolizma.
Produkcija sistemskog IGF-I koji se Iu€i u jetri, ovisi o djelovanju hormona rasta, a
nastanak IGF-1 koji se sintetizira u perifernim tkivima, reguliran je razliCitim
hormonima (24). U cirkulaciji je IGF vezan za proteinske nosace (IGFBP) u obliku
labilne kiselinske podjedinice (24, 25). Dokazana je prisutnost Sest formi proteinskih
nosaca za Cimbenike rasta sliCne inzulinu koji imaju razliCitu aktivnhost od
neutraliziranja do pojaCanja metaboliCke aktivnosti IGFs. UtjeCu na mitogenu
aktivnost osteoblastnih stanica i ubrzavaju nastanak zrelih osteoblasta povecavajuéi
proizvodnju kostanog matriksa (26). SprijeCavaju¢i i preveniraju¢i apoptozu
osteoblasta, IGFs ucestvuju u odrzavanju velike koli¢ine zrelih osteoblasta (27). IGFs
povecCavaju transkripciju kolagena tip 1, a smanjuju transkripciju kolagenaze 3 ili
matricne metaloproteinaze (MMP)-13 koja razgraduje kolagene proteine (28).
Smanjenjem koncetracije kolagenaza, IGFs inhibira degradaciju kolagena. Dvostruki
efekt: povecCanje sinteze kolagena i smanjenje degradacije doprinosi odrzanju
koStanog matriksa i ukupne kostane mase. Dodavanje IGFs kod ljudi izaziva
anaboliCke efekte ubrzanjem koStanog remodeliranja (29). Niski IGF-I korelira sa
smanjenjem BMD kod starijih Zena i osoba s anoreksijom i nervozom (29, 30).

Dokazano je prisustvo IGF-Il u kostanom matriksu, gdje je fiksiran na kristale
hidroksiapatita; djeluje samo nakon Sto bude osloboden tijekom kostane resorpcije.
LuCi se u ekstracelularnu tekucinu i akutno djeluje na prekursore osteoblasta.
Djelovanje mu je lokalno autokrino i parakrino. Paratirodni hormon (PTH) je glavi
pokreta€ stvaranja IGF-i u osteoblastima i poznat je anaboli¢ki efekt PTH na kost
(27). Vidljivo je da primjena glukokortikoida smanjuje proizvodnju kosti.
Glukokortikoidi preko kontrole oslobadanja pojacivata vezaCa, nosaCa proteinskih
lanaca £ i B, porijeklom iz transkripcijskih faktora rasta, inhibiraju djelovanje IGF-I na
kost tako da: inhibiraju transkripciju IGF-I, njegovu sintezu, posljedicno tome i
djelovanja koja ima na diferencijaciju osteoblasta (31, 32).

Kostani morfogenetski proteini su ¢lanovi obitelji transformirajucih Cimbenika
rasta B (TGF B) koja ukljucuje TGF B, aktivine i inhibine (34, 35, 36). To su proteini
koji imaju karakteristiCni oblik; sintetiziraju se u skeletnim i vanskeletnim tkivima i
imaju vaznu ulogu u sintezi i djelovanju osteoblasta. BMP-2. -4, -6 se sintetiziraju u
osteoblastima i autokrino ih reguliraju (35, 36, 37). Jedini induciraju diferencijaciju

stanica osteoblastne linije i pojaCavaju djelovanje osteoblasta (37). Signalizacija se
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odvija preko serin/treonin kinaznih receptora i signala Smads koji modificiraju
oslobadanje BMP i regulaciju osteoblastne aktivnosti (38).

Transformirajuéi Cimbenik rasta B je polipeptid. Kod sisavaca postoju u tri
izoforme s istom bioloSkom aktivnoséu, sintetizira se u koStanim stanicama. To su
TGF B4, B2 i Bs. TGF B stimuliraju replikaciju preosteoblasta, sintezu kolagena i
inhibiraju koStanu resorpciju izazivajuci apoptozu osteoklasta (39). Nivo TGF 3 moze
biti razli€it ovisno o procesima aktivacije ili sinteze koji su regulirani razli€itim genima,
hormonima i ostalim faktorima. TGF 38 se pojavljuje u inaktivnoj formi kao prekursor i
onda se veze na proteinske nosace. Lijekovi koji razgraduju kost ga mogu inducirati i
aktivirati i tako aktivno sudjelovati u kostanom remodeliranju (40).

FGF 1 2 su polipeptidi; ¢lanovi su velike obitelji vezanih gena. Imaju znacajnu
ulogu u angiogenezi, vazni su za neovaskularizaciju, cijeljenje rana i popravak kosti.
FGF 1 i 2 stimuliraju replikaciju kostanih stanica, ¢ime povecavaju koli¢inu kostanih
stanica koje su sposobne sintetizirati kolagen (41). Kosti tretirane FGF, sintetiziraju
vece koliCine kolagenog matriksa i imaju veci broj stanica koje sintetiziraju kolagen.
FGF ne potiCe direktno diferencijaciju osteoblasta. Vazni su u odrzavanju kostane
mase (42). Imaju malu ulogu u kostanoj resorpciji jer ekspresijom MMP-13
degradiraju i remodeliraju kolagen (43). FGF2 ubrzava cijeljenje prijeloma. TGF (3 i
FGF povecavaju ekspresiju FGF u osteoblastima, podvrgavajuci ju lokalnoj kontroli.
Poznata su Cetiri FGF receptora koji imaju razli€it utjecaj na rast skeleta, endostalni
rast i hondrogenezu. Njihove mutacije mogu rezultirati razliitim anomalijama skeleta
(41-43).

Cimbenik rasta porijeklom iz trombocita (PDGF) se smatra vaznim
¢imbenikom u pocetnoj fazi zacijeljivanja rana (44). LucCi se i u normalnim i
neoplastiCkim tkivima; djeluje kao sistemski i lokalni regulator tkivnhog rasta. PDGF je
dimer Kkoji je produkt dva gena; moze biti prisutan u homodimernom ili
heterodimernom obliku; aktivnosti su mu sli€ne FGF. Stimulira replikaciju kostanih
stanica i sintezu kolagena. Nema direktni stimulacijski utjecaj na diferencijaciju
osteoblasta i inhibira odlaganje minerala u kost (45). UtjeCe i na resorpciju kosti
povecavajuci broj osteoklasta i inducira ekspresiju MMP-13 u osteoblastima. PDGF-B

lanci se vezu na osteonektin i bitni su za odrzanje kostane strukture i funkcije (45).
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1.5. STANICNA ORGANIZACIJA UNUTAR KOSTANOG MATRIKSA

KosStani matriks je metabolicki aktivho tkivo a stanice: osteociti se nalaze
duboko ukopani u kosti u malim osteocitnim lakunama, koje ¢ine oko 25 000/mm?
vol. kosti, izmedu lamela matriksa; nastaju od osteoblasta (3-5). Osteociti Cine
staniénu mrezu slicnu neuralnoj za koju se vjeruje da koordinira signalizaciju
staniCnih elemenata, citokina, faktora rasta i ostalih faktora i tako odgovara na
mehaniCke deformitete nastale opterecenjem kosti. Rani biokemijski odgovor na
mehaniCko opterecenje ukljuCuje indukciju sinteze prostaciklina i dusicnog oksida
(NO) Potom dolazi do porasta koncentracije |IGFs, promjena u transportu
aminokiselina i posljedi€nog povecanja stvaranja nove Kosti.

Medusobna komunikacija i prehrana osteocita se odvija kroz citoplazmatske
izdanke, kroz koje hranjive tvari dolaze u stanicu ili preko tijesnih stani¢nih spojeva ili
kroz linijske stanice na povrsini kosti u podrucju endostija ili periostija (6, 7-9). Izdanci
nastaju tijekom formiranja koStanog matriksa i prije njegove kalcifikacije. Oni Cine
mrezu tankih kanalica koji proZimaju kostani matriks. Osteociti su spljoSteni, imaju
oblik badema, mnogo oskudniju hrapavu endoplazmatsku mrezicu i Glogijev
kompleks te zgusnuti kromatin jezgre. Osteociti svojim metabolizmom odrzavaju
kostani matriks.

Upitno je da li osteociti mogu sintetizirati ili resorbirati novi kostani matriks s
povrSina osteocitnih lakuna. Zna se da su osteociti primarne stanice kosti koje u
odgovorne za preno$enje signala kroz kanali¢e do staniCne povrSine tijekom
mehanickih opterecenja kosti. Osteociti su tijekom kosStane resorpcije fagocitirani ili
razgradeni apoptozom zajedno s ostalim komponentama kosti. Zna se da imaju
vaznu ulogu u lokalnoj regulaciji koStane pregradnje.

Nakon propadanja osteocita matriks se resorbira. Prostor izmedu membrane
osteocita i kostanog matriksa u lakunama i u kanalikulama se zove periostalni prostor
u kojem se nalazi ekstracelularna tekucéina (bone ECF) (9,10). Izmjena tvari izmedu
osteocita i krvnih Zila obavlja se i putem male koli€ine izvanstani¢ne tvari, koja se
nalazi izmedu osteocita i njihovih izdanaka i koStanog matriksa.

Novija istrazivanja pokazuju da mehaniCka naprezanja kosti znacCajno
smanjuju nivo apoptoze osteocita, sto bi ukazivalo na to da je eventualna deformacija
kostanog matriksa bitna za prezivljenje osteocita. S druge strane neupotreba kosti

potiCe izlu€ivanje kolagenaze u osteocitima $to opet pokazuje da ove stanice imaju
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znacajan utjecaj pri formiranju i resorpciji kostanih stanica i da na nju utjeCu vlastitim
lokalnim utjecajima (11).

Vanjsku i unutrasnju povrsinu kosti oblazu stanice koje stvaraju kost i vezivo te
Cine periost i endost. To su mezenhimalne stanice koje se nalaze na vanjskoj
endostalnoj povrsini i kortikalne i trabekularne kosti kao i na unutradnjoj endostalnoj
povrSini haversove kosti. Periostalna povrsina svih kosti je prekrivena gus¢éim slojem
mezenhimalnih stanica i fibroblasta. Periost (pokosnica) se sastoji od vanjskog sloja
kolagenih vlakana koja iz periosta prodiru u koStani matriks i povezuju periost s kosti
nazivaju se Shaarpeyeva vlakna. Unutrasnji sloj periosta sadrzava mnogo splostenih
stanica, koje se mogu dijeliti i diferencirati u osteoblaste. Te kosStane prastanice,
osteoprogenitorne stanice, imaju karakteristiCan smjestaj, vretenast oblik, oskudnu
hrapav endoplazmatsku mrezicu i slabo razvijen Golgijev kompleks. One ugraduju
*H-timidin, koji se kasnije moZe dokazati autoradiografski u osteoblastima. Imaju
vaznu ulogu u rastu i u cijeljenju kosti (1-4).

Endost prekriva sve unutrasnje povrsSine Supljina u kosti, a izgraduje ga jedan
sloj splostenih kosStanih prastanica s vrlo malo vezivnog tkiva, puno je tanji od
periosta. Glavne funkcije periosta i endosta su prehrana kostanog tkiva i trajna
opskrba novim osteoblastima, koji su potrebni za obnovu i rast kosti (1-4).

Osteoblasti su stanice koje sluze za formiranje kosti; sintetiziraju organske
sastojke koStane medustaniCne tvari: kolagen tipa 1, proteoglikane i glikoproteine, a
nuzni su i za ugradivanje anorganskih sastojaka u matriks. PotjeCu iz lokalnih
mezehimalnih stanica (iz stromalnih stanica koStane srzi ili iz vezivno tkivnih
mezenhimalnih stanica). Uvijek su smjesteni na povrS§inama kostanog tkiva, poredani
u nizu poput stanica jednoslojnog epitela. Osteoblasti su polarizirane stanice.
Tijekom intenzivne sinteze matriksa, osteoblasti su kubi¢nog do prizmati¢nog oblika,
citoplazma im sadrzi puno alkalne fosfataze. Kad im se aktivnost smaniji, spljoste se, i
kolicina alkalne fosfataze se smanji. Imaju citoplazmatske izdanke kojima
medusobno komuniciraju; nikad ne djeluju individualno, uvijek u nakupinama
kuboidnih stanica duz kostane povrSine i nade ih se otprilike 100-400 stanica po
jedinci izgradnje kosti (4,5).

Uvijek se nalaze u sloju novo proizvedenog kostanog tkiva koje joS nije
kalcificiralo (osteoid). Osteoid nastaje u vrijeme, izmedu nastanka matriksa, prije
kalcifikacije osteoidnog tkiva. Za sazrijevanje osteoida treba oko 10 dana. Uz

osteoblaste se nalazi i 1-2 sloja aktivhih mezenhimalnih stanica koje proizvode
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preosteoblaste. Osteoblasti su koStane stanice odgovorne za proizvodnju
komponenti matriksa (i kolagena i strome ). Imaju vaznu ulogu i u procesu
kalcifikacije matriksa. Kada se osteoblast potpuno okruzi tek izlu¢enim matriksom,
postaje osteocit. Pojavljuju se lakune i kanali¢i, jer se matriks odlaze oko stanice i
njezinih citoplazmatskih izdanaka. Apozicija kosti zavrSava se odlaganjem kalcijevih
soli u novostvoreni matriks.

Plazmatska membrana osteoblasta je bogata alkalnom fosfatazom, Cija se
prisutnost u serumu Koristi kao indeks izgradnje kosti (13,15). Poznato je da neki
genetski faktori reguliraju skeletni rast i razvoj. Dokazano je da prisutnost nuklearnog
faktora CBFA1 odreduje diferencijaciju mezehimalnih stanica u red osteoblasta.
Brojni citokini i faktori rasta utjeCu na formiranje kosti. Prekursori osteoblasta pod
adekvatnom stimulacijom podlijezu proliferaciji i diferencijaciji u preosteoblaste i zrele
osteoblaste (13).

Na membrani osteoblasta postoje i receptori za PTH. PTH je sistemski hormon
koji je odgovoran za produkciju lokalnih faktora kao npr: inetrelukina -6 (IL-6),
prostaglandina i Cimbenika rasta slicnog inzulinu (IGFs) u kosti Na membrani
osteoblasta ne postoji receptor za kalcitonin. U jezgri osteoblasta postoji steroidni
receptor za estrogen i vitamin D3 kao i za neke adhezijske molekule (integrine) i
receptore za citokine. Osteoblasti a i koStane stromalne stanice proizvode brojne
faktore koji mogu biti regulatori koStane funkcije i autokrino i parakrino. Luci se Citav
niz citokina i ¢imbenika rasta: IGFs, FGFs, Transformirajuc¢i ¢imbenici rasta beta
(TGF-B) kao i kostani morfogenetski proteini (BMPs) koji remodeliraju procese
izgradnje kosti i sudjeluju u patogenezi kosStanog metabolizma (35,38). Dolazi do
aktivacije citokina na membrani: narocCito kolonijskog stimuliraju¢eg Cimbenika 1
(CSF-1) i RANKL koji dovodi do osteoklastogeneze lokalnim parakrinim djelovanjem.
Luci se i osteoprotegerin koji prekriva RANK receptor i inhibira stvaranje osteoklasta
(7-10).

Neki od ovih faktora utjeCu i na proizvodnju hrskvice, hrskavicni morfogenetski
proteini (CMPs). Neki citokini proizvedeni i u stromalnim sanicama i u osteoblastima
kao npr: RANK-ligand, kolonijski stimulirajuci ¢imbenici (CSFs) i IL-6 i IL-11 utjeCu na
stvaranje osteoblasta (12,16). Na kraju sekrecijskog perioda osteoblasti postaju tanki
uski jednoslojni sloj stanica ili osteociti. Osteoblasti su glavni pokazatelji koStane
izgradnje (15). Po zavrSetku sekretorne funkcije dolazi do apoptoze i osteoblasti

postaju ravne stanice ili osteociti. Zivotni vijek osteoblasta traje od 15 dana do 8
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tiedana. Na Zivotni vijek utje€u glukokortikoidi koji ubrzavaju programiranu apoptozu.
Poznata je smanjena izgradnja kosti pri upotrebi glukokortikoida.

Osteoklasti su koStane stanica odgovorne za kostanu resorpciju. Osteoklasti
su velike multinuklearne stanice s puno (4-20) jezgara, vrlo su pokretne stanice i
imaju puno izdanaka. Izdanci su vrlo nepravilni i promjenjiva su oblika i debljine.
Citoplazma im je obi¢no acidofilna. JoS se ne zna da li veéi broj jezgara nastaje
ponavljanim dijeljenjem jezgre ili spajanjem brojnih stanica (1,2,4,6,9). Elektronskim
mikroskopom u smrznutim preparatima se nalazi visoka koncentracija kisele
fosfataze u osteoklastima. Osteoklasti se nalaze na kostanoj povrSini na mjestu
aktivne koStane resorpcije, na granici prema kalcificiranoj kostanoj povrsini i unutar
enzimatski nagrizenih uleknu¢a u koStanom matriksu tzv. Howshipovih lakuna. One
su nastale kao posljedica vlastite resorptivne aktivnosti. Moguée je pronaéi 4-5
osteoklasta na istom mjestu resorpcije, ali obicno se nadu jedan do dva (10). U
aktivnih osteoklasta od povrSine kojom dodiruju kostani matriks odlaze nepravilni,
Cesto razgranati izdanci koji Cine tzv. nabrani rub. Taj rub znatno povecava aktivnhu
resorpcijsku povrSinu i ujedno obuhvaca male Cestice koje razgraduju enzimima (11).
Kontakt osteoklasta s matriksom se odvija pod djelovanjem intergrinskih receptora
najcesCe (aV B3, aV BS5 i a2 B1), koji se vezu za specificne dijelove proteina
matriksa, pod utjecajem specifi€nih signalnih molekula koje pojaCavaju adheziju i
stanicnu pokretljivost. To su: c-Src, Pyk2, Cbl, gelsolin) (12). Naborana
citoplazmatska membrana sadrzi proteine koji su nadeni i na lizosomima a imaju
elektrogene protonske ATP-aze kao i specifi¢ne kloridne kanale (CIC 7) odgovorne
za acidifikaciju resorbiraju¢eg ekstracelularnog prostora (13). Bazolateralna strana
plazmatske membrane osteoklasta je bogata Na*, K* ATP-aznom pumpom, HCO3"
ICI" izmjenjivadima i Na*/H" izmjenivacima kao i brojnim inskim kanalima (31,33).
Membrana proizvodi RANK, receptor za RANKL i stimuliraju¢i faktor makrofaga (M-
CSF) koji su odgovorni za diferencijaciju osteoklasta, te kalcitoninski receptor
odgovoran za brzinu inaktivacije osteoklasta (46). Citoplazmatski izdanci su naborani
s vidljivom izolacijskom zonom. lzolacijska zona odvaja naboranu granicu od
ekstracelularnog prostora i sluzi kao izolator za prostor u kojem se odvija otapanje
kosti pod utjecajem osteoklasta. KarakteristiCni enzimski marker za osteoklast je
kisela tartarat rezistentna fostafataza (TRAP) (47). Prekursori osteoklasta potjeCu iz
matiCnih hematopoetskih stanica koStane srzi. Razvoj u potpuno funkcionalni

osteoklast zahtjeva prisutnost kalcitoninskih receptora, ugljikove anhidraze, kao i
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brojnih drugih lokalnih faktora ulju€ujuéi i prisutnost stromalnih stanica i osteoblasta
(48). Clanovi TNF obitelji i TNF receptora su RANK i RANKL koji su glavni regulatori
djelovanja osteoklasta. RANKL protein koji se nalazi na receptorima osteoblasta
aktivira NK (natural killer) - kB ligand, koji djeluje kao receptor koji ineterferira s
receptorima aktivatora NK- kB (RANK) receptora, na prekursoru osteoklastnih
stanica i stimulira osteoklastogenezu (49, 50).
Postoji joS jedan kompetitivni receptor, osteoprotegerin (OPG) koji se nalazi na
stanicama osteoblasta i koji svojim djelovanjem kontrolira osteoklastogenezu (50).
Mnogu citokini utjeCu na aktivnost osteoklasta i na kos$tanu resorpciju kao
proinflamatorni citokini IL-1 i 1I-6 te TNF. DuSi¢ni oksid (NO) je drugi endogeni
medijator koji kompleksno djeluje na osteoklastnu funkciju. Neki od citokina tipa IL-1 i
interferon-gamma (IFN-y) tijekom resorpcije mogu posredovati u proizvodnji NO.
Poznato je nekoliko izoformi sintetaze dusSi¢nog oksida (NOS). Jedna od njih (iNOS)
koju mogu potaknuti citokini, a mozZe biti inhibirana glukortikoidima. Poznat efekt
glukokortikoida na kost (51).

1.5.1. Porijeklo i unistavanje osteoklasta

Osteoklasti potjeCu iz stanica monuklearno fagocitne linije. Za njihovu
diferencijaciju je potreban transkripcijski faktor PU-1 i MiTf u ranim stadijima prisutan
u prekursorima stanica mijeloidne loze. Postojanje M-CSF aktivira stanice monocitne
linije i osigurava njihovu proliferaciju i pojavu RANK receptora. U tom stadiju mora biti
prisutan i RANKL porijeklom iz stromalnih stanica da omogucéi proces daljnje
diferencijacije. U ovoj fazi moraju postojati i TRAF6, NFkB i c-Fos, svi kasniji efektori
signalizaciie RANK-a. lako ova diferencijacija nastaje u ranom promonocitnom
stadiju, monociti i makrofagi iz svoje osnovne linije mogu postati osteoklasti pod
utjecajem pravih poticaja (47-49).

Unato€ mononuklearno fagocitnom porijeklu, membrana osteoklasta izluc€uje
razliCite markere koji nemaju Fc i C3 receptore. UnatoC sli€chom mononuklearnom
fagocitu, osteoklast je bogat nespecificnom esterazom, sintetizira lizosome i CSF-1
receptore. Zbog manjka receptora proizvedena monoklonalna antitijela prepoznaju
osteoklaste ali ne i makrofage. Osteoklasti, nasuprot makrofagima proizvode milione

kopija receptora RANK-a, kalcitonina i vitronektina (intergrin aV33) (48). lako postoje
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misljenja, da je upitno postojanje receptora za paratiroidni hormon, estrogen ili
vitamin D, najnovija istraZivanja ukazuju, da se apoptoza osteocita, dogada po
zavrSetku ciklusa resorpcije, pod utjecajem estrogena. To moguce i objaSnjava

pojaCanu kosStanu reapsorbciju poslije gonadektomije ili menopauze (52).

1.5.2. Kostano remodeliranje

Kostano remodeliranje se uglavnom odvija na endostalnoj kostanoj povrsini.
UkljuCuje rast kosti i pregradnju kosti. Volumen kortikalne kosti je reguliran
endostalnom resorpcijom i periostalnom apozicijom. Periostalna apozicija povecava
dijametar kosti tijekom Zivota. Gubitak kosti poCinje oko 40. godine po mnogim
studijama i postoji ubrzanje u kostanom propadanju 5-10 god. poslije menopauze.
Kasnije je gubitak sporiji (53). Gubitak kortikalne kosti je glavni predisponirajuéi faktor
prijeloma kuka koji nastaje u starijoj dobi. Neke studije pokazuju da pad koStane
mase nastaje i prije menopauze (54). Riggs i Melton smatraju da je ubrzani gubitak
kancelozne kosti koji se dogada tijekom postmenopauze, manji od kortikalnog. Pri
tome ne dolazi samo do stanjenja kostanih povrsina nego do kompletne perforacije i
fragmentacije trabekula (55). U kortikalnoj kosti resorpcija je modulirana fokalnom
osteoklastnom resorpcijom na koju utjeCu lokalni hormonalni faktori iz stanica
kostane srzi i mikrookoliSa, uklju¢ujuéi kostane stanice i pomocne stanice.

Procesi izgradnje i razgradnje kosti se uzduz kostane povrSine ne dogadaju
nasumce. Procesi stvaranja i rasta kosti su sudionici mehanizma koStane pregradnje
u kojem je stara kost zamjenjena novom. Kod normalne odrasle osobe, po zavrSetku
rasta i razvoja, izgradnja kosti se dogada samo na onim mjestima gdje je kost bila
prethodno razgradena. Proces remodeliranja se odvija tako da se odstranjena kost
za vrileme resorpcije postepeno zamjenjuje stvorenom Kkosti tijekom procesa
izgradnje. Dolazi do kuplovanja tj. nakupljanja osteoblasta i njihovih progenitornih
stanica posredovanjem Cimbenika rasta sli¢nih inzulinu, IGF-1, IGF-Il, TFG- B (32-
49). H. Frost je prvi dao detaljan opis slijeda dogadanja tijekom remodeliranja i
nazvao to Aktivacijsko — resorpcijsko- formacijska jedinica (ARF). Za vrijeme
intremedijarne faze izmedu resorpcije i stvaranja kosti (reverzne faze), uoCene su, na

mjestu remodeliranja neke makofazima slicne netipiCcne mononuklearne stanice:
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vidljivo je da dolazi i do formiranja cementne linije koja €ini granicu resorpcije i
ugraduje cement iz stare u novu kost.

Osteoklasti luce metaloproteinaze kao kolagenazu i Zelatinazu. Osteoklasti
zakiseljuju ekstracelularni matriks djelovanjem protonskih pumpi. Najnovija genetska
istraZivanja pokazuju da je elektrogena protonska pumpa ATP-aze srodna ali ipak
razliita s tubularnim stani¢nim lizosomima bubrega. U ekstracelularnom matriksu
nastaje visoka koncentracija protona posredovanjem ugljikove anhidraze, ATP i CO2
iz mitohondrija. Na apikalnoj strani osteoklasta se otvaraju kloridni kanali (CIC-7) koji
sluze za prevenciju hiperpolarizacije izazvanu masovim izlaskom pozitivnho nabijenih
protona preko V-ATPaze. Na bazolateralnoj membrani se odvija izmjena iona
bikarbonata za kloride Cime se sprijeCava alkalinizacija citosola i omogucuje
prisutnost klorida u ionskim kanalima na neravnoj granici. Bazolateralna Natrijska
pumpa moze biti ukljuCena i sekundarni aktivni transport iona kalcija i protona vezani
uz Na*/Ca*? izmjenjivaé te zamjenu vodikovih iona. Zakiseljavanjem ekstracelularni
koStani prostor postaje pogodan za djelovanje lizosomalnih enzima i za razgradnju
kosti. Niski pH otapa kristale izloZzene u matriksu, a enzmi tada pri optimalnom pH
razgraduju komponente matriksa. Jo$ uvijek je u potpunosti nepoznat pokreta€ svih
procesa remodeliranja kosti. PoCetak je svakako aktivacija osteoklasta, koja nastaje
procesima, Kkoji se odvijaju izmedu integrina i stanicne membrane osteoklasta,
matriksa aminokiselina i svega gore navedenog. Ostaci ove izvanstani¢ne razgradnje
se u potpunosti apsorbiraju i transportiraju kroz stanicu (transcitoza) te otpustaju,
oslobadaju ovapnjelu osnovnu tvar i uklanjaju otpatke koji nastaju tijekom resorpcije
kosti. Kronoloski gledano kristali se odvajaju od kolagena (nekolageni proteini) i
otapaju u kiseloj okolini. Ostatna kolagena vlakna se razgraduju zbog aktivacije
latentne kolagenaze i zbog djelovanja katepsina pri niskom pH. Klinicki to objasnjava
zasto kostana resorpcija moze utjecati na nivo kalcija i anorganskih fosfata u plazmi i
zasto se koncentracija hidroksiprolina u urinu koristi kao indirektni pokazatelj stupnja
kostane razgradnje kod ljudi, (kolagen tip1 je jako bogat hidroksiprolinom) (17,20).

Cini se da kompletni remodelacijski ciklus na svakom mijestu traje izmedu 3 i 6
mj. lako je kortikalna kost anatomski razli€ita, remodeliranje se odvija po istom
bioloSkom principu. U svakom sistemu se formira lamelarna kost s tipicnom

kosStanom strukturom i Haversovim sistemom.
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1.6. KOSTANI RAZVOJ | RAST

Kost nastaje na dva nacCina: izravhom mineralizacijom matriksa koji su izluCili
osteoblasti (intramembranozno okoStavanje) ili odlaganjem kostanog matriksa na
mjestu prethodnog hrskaviénog matriksa (enhondralno okostavanje). Na oba nacina
najprije nastaje primarno kostano tkivo koje se ubrzo zamjenjuje sekundarnim.
Tijekom rasta kosti pojavljuju se jedno uz drugo primarno koStano tkivo, podrucja
resorpcije i podruc¢ja lamelarnog kostanog tkiva. Procesi traju tijekom cijelog Zivotnog
vijeka i neSto su usporeniji u starijoj zZivotnoj dobi (6,7). Tijekom endohondralne
osifikacije dolazi do kondenzacije mezenhimalnih stanica koje €ine hrskavi¢ni model.
Poslije hipertrofije hondrocita i mineralizacije hrskavicnog matriksa pod djelovanjem
osteoblasta i razvijaju se primarni i sekundarni centri osifikacije. U zreloj odrasloj

kosti mjesta rasta su potpuno resorbirana i duz cijele kosti postoji Supljina.

1.6.1. Intramembranozno okostavanje

U intramembranoznoj osifikaciji grupa mezenhimalnih stanica pod utjecajem
lokalnih faktora rasta (FGFs, BMPs, Hedgehogs, PTHrP, i transkripcijskih faktora
Runx2 i Osterix) formira zgusnu¢a u jako vaskulariziranom podrucju embrionalnog
vezivnog tkiva i pretvara ga direktno u preosteoblaste, kasnije i u osteoblaste
(21,23,26,28). Ove stanice sintetizraju kostani matriks sa slijedeéim karakteristikama:
(i) kolagena vlakna nisu pravilno poslagana nego su razbacana u snopove, (ii)
osteociti su veliki i prilicno brojni, (iii) kalcifikacija je odgodena i ne dogada se po
pravilnom rasporedu nego na nepravilnim pojedinacnim mjestima. Ovaj tip kosti se
zove mrezasta, spuzvasta kost.

IshodiSno mjesto okoStavanja u zgusnutom mezenhimu se zove primarno
srediSte okostavanja. U srediStu okoStavanja nekoliko gredica daje kosti spuzvast
izgled. Stanice zgusnutog mezenhima se dijele i nastaju novi osteoblasti i tako raste
srediSte okostavanja.

Prema periferiji mezenhimalne stanice nastavljaju diferencijaciju po istom
principu. Krvne Zile koje su ugradene izmedu isprepletenih koStanih trabekula
formiraju hematopoetsku koStanu srz. Kasnije se mrezasta kost remodelira po

principu ARF sekvence i progresivno se zamjenjuje zrelom lamelarnom kosti.
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1.6.2. Enhondralno okostavanje

Enhondralnim okoStavanjem nastaju sve duge i kratke kosti. OkoStavanje teCe
u dvije faze. U prvoj fazi pod djelovanjem lokalnih faktora rasta, mezenhimalne
stanice se razvijaju i diferenciraju u prehondroblaste a nakon toga u hondroblaste
umjesto u osteoblaste. Ove stanice izlu€uju hrskaviéni matriks. Kao i osteoblasti
hondroblasti postaju sve prepunjeniji vlastitim matriksom. Smjesteni su unutar lakuna
i zovu se hondrociti. Ipak, suprotno od osteocita, nastoje proliferirati neko vrijeme i
tako proizvode hrskavicu koja je sli¢na gelu. U drugoj fazi nastaje osteogeni pupoljak
koji sadrzava kostane prastanice. Na periferiji hrskavice (perihondriju),
mezenhimalene stanice nastavljaju proliferaciju i diferencijaciju. To se zove
apozicijski rast. Drugi oblik rasta se dogada u hrskavici pri sintezi novog matriksa
izmedu hondrocita (intersticijski rast). Glavne molekule odgovorne za regulaciju
diferencijacije hondrocita, formiranje i ekspanziju povrSina rasta su nedavno
identificirane kao Indian Hedgehog (Ihh) ili PTHrP stanice (57). Po tom modelu, lhh
koordinira proliferaciju i diferencijaciju hondrocita kao i osteoblasta (58). Sintetizira ih
iz prehipertrofiCnih hondrocita i inducira proizvodnju PTHrP iz perihondralnih stanica.
Obrnuto PTHrP djeluje i odrzava proliferaciju hondrocita. Kad padne nivo PTHrP u
visoko diferenciranim hondrocitima, proizvodi se |Ihh, koji ubrzava procese hipertrofije
i obratno; koriste¢i mehanizam povratne sprege inducira se proizvodnja PTHrP na
krajevima kosti (59). Podrucje u dijafizi gdje zapoc€inje okoStavanje zove se primarno
srediSte okostavanja. Brzim rastom u uzduzZznom smjeru ono se protegne na cijelu
dijafizu, koja se tada sastoji samo od kostanog tkiva. Sirenje primarnog sredista
okoStavanja prati i Sirenje periostalnog koStanog ovratnika, koji takoder raste prema
epifizama. Od samog pocCetka nastajanja srediSta okostavanja djeluju osteoklasti i
resorbiraju kost u unutradnjosti srediSta. Tako se stvara srzna Supljina, koja se
izduljuje i prati napredovanje okosStavanja prema buducim epifizama.

U kasnijim fazama razvoja pojavljuju se u srediStu svake epifize sekundarna
srediSta okoStavanja. U istoj kosti ne nastaju sva srediSta istodobno. Funkcija
sekundarnih sredidta sli¢i funkciji primarnog sredidta, ali je smjer njihova rasta
radijalan, a ne uzduzan. Posto zglobna hrskavica nema perihondrij na epifiznim
krajevima se ne stvara kostani ovratnik. Kada kostano tkivo nastalo u sekundarnim
srediStima okoStavanja ispuni epifizu, hrskaviéno tkivo ostaje ograniceno na dva

mjesta: zglobna hrskavica koja traje cijelog Zivota i ne sudjeluje u stvaranju kostanog
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tkiva i epifizna hrskavica ili epifizna plo€a koja povezuje epifizu s dijafizom. Tijekom
rasta epifiznu hrskavicu stalno nadomjesta kostani matriks koji nastaje u dijafizi. Po
zavrSetku rasta epifizne hrskavice, kost viSe ne raste u duljinu.

Rast dugih kostiju je sloZzen proces. Epifize se povecavaju zbog radijalnog
rasta hrskavice, prije enhondralnog okostavanja. Tako se povecava epifizno
spuzvasto kostano tkivo. Dijafiza ima u poCetku oblik koStanog cilindra. Zbog brzeg
rasta epifiza zavrSni se dijelovi dijafize proSiruju pa nastaju dva dijafizna lijevka
(metafize), koji su medusobno odvojeni cilindricnim dijafiznim dijelom. Cilindri¢ni dio
dijafize se produljuje zbog osteogene djelatnosti epifizne hrskavice. Periostalnim
stvaranjem kosti na vanjskoj strani kostanog ovratnika kost raste u Sirinu
(zadebljava). Istodobno se kost odstranjuje s unutrasnje povrSine pa se prosiruje
srzna Supljina kosti. Rast u Sirinu je rezultat odlaganja nove membranozne kosti

ispod periosta, a odvija se kontinuirano tijekom Zivota.

1.7. MARKERI KOSTANE PREGRADNJE

KliniCka upotreba u pracenju procesa remodeliranja kosti je bitna ali nije strogo
specificna. Na nju mogu utjecati dob, spol, rasa i svi drugi hormoni, ¢imbenici rasta,
proteini kostanog matriksa i ostali Cimbenici koji interferiraju s kostanim
metabolizmom. Kostani markeri su poviSeni kod djece radi ubrzanog kostanog rasta,
kod Zena u postmenopauzi radi ubrzane razgradnje kosti. Efekt spola je razvijeniji s
dobi, u djetinjstvu je razlika mala i neznacajna, dok je kod odraslih znac¢ajna. Bitno je
poznavati rasni utjecaj na nivo koStanih markera, kao i sve ostale faktore radi
preciznije interpretacije njihovih vrijednosti.

Kostani markeri su najvisi u doba rodenja i prve godine Zivota u usporedbi s
periodom ostalog dijela djetinjstva. Urinarni piridinolin (U-PYD), deoksipiridinolin (U-
DPD) i N telopeptidi tipa | kolagena (U-NTX) kao markeri resorpcije kosti su nekoliko
puta vecCi pri rodenju nego u starije djece i odraslih (60). Biokemijski markeri za
vrijeme rasta su odraz promjena pri brzom skeletnom rastu i ubrzanom ko$tanom
modeliranju. Nakon skoka pri rodenju i 1. godini zivota markeri stabiliziraju svoj nivo
do prije puberteta (61, 62).

U prepubertalnom stadiju nivo biokemijskih markera izgleda jednak i kod
djeCaka i kod djevojcica ali za vrijeme puberteta poveca se otprilike dvije godine

ranije kod djevojCica (65). Markeri izgradnje i razgradnje kosti i osteokalcin i
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betacross laps se povecéavaju ranije kod djevojcica u odnosu na djeCake. U kasnijem
pubertetu se kod djevojcica dogada i raniji pad vrijednosti markera (64). U ranijim
stadijima puberteta djevojCice imaju viSi nivo markera pregradnje, u kasnijim
stadijima obratno. lako su dje€aci izloZeni sporijem povecanju kostane pregradnje u
odnosu na djevojcice, njihovi markeri se povecavaju postepeno i duze ostaju visi do
zavrSetka ukupnog kostanog rasta. Rasna pripadnost takoder utjeCe na nivo markera
koStane aktivnosti - ovisno o veli€ini skeleta- kod crne djece mogu biti markeri
resorpcije, mjereni piridolidinima, smanjeni, kao i markeri izgradnje, mjereni
osteokalcinom (67). Razlozi nisu u potpunosti jasni.

Adolescencija je period u kojem se postize najveci kosStani i mineralni rast.
Markeri su refleksija ovakvih dogadanja (63). Markeri su viSi u srednjem dijelu
puberteta nego nesto kasnije (63, 64). Radovi pokazuju da se kostana AF PICP i
osteokalcin povecavaju za vrijeme puberteta s najviSim vrijednostima izmedu 2. i 3.
Tannerovog stadija i da se postepeno smanjuju tijekom daljnjeg pubertalnog razvoja
(64, 65). Markeri resorpcije se ponaSaju isto kao marker izgradnje ovisno o dobi.
PIPC je bio pove¢an 3x u odnosu na referentne vrijednosti za odrasle (65, 66).
Poslije puberteta markeri koStane pregradnje budu jo$ neko vrijeme lagano poviseni
do nivoa zavrSetka rasta. To omogucava povecanje koStane mase do zatvaranja

epifiznih pukotina.

1.8. KOSTANI RAST U DJETINJSTVU | ADOLESCENCIJI

Unato€ dobro definiranim prametrima koStane homeostaze u odraslih,
evidentno je, da je poznato malo €injenica o0 mineralnom metabolizmu, homeostazi
kalcija i povecanju kosti tijekom djetinjstva i adolescencije. Djetinjstvo i adolescenciju
karakterizira rast kosti u duzinu kao i promjene u veli€ini i i izgledu skeleta. Genetski
faktori djeluju na brzinu sazrijevanja i na konacno dosegnutu razinu rasta i razvoja.
Krivulje rasta visine i tezine konstruirane su na temelju statistiCki obradenih podataka
velikog broja zdrave djece kojima se prati korelacija tjelesna visina i tezina s
kronoloskom dobi. KoStana masa se dramati¢no povecava za vrijeme perioda rasta.
Poznato je da je koli€ina kosti ste€ena u tom periodu bitna odrednica rizika prijeloma

kosti u kasnijoj dobi. Vazno je odrediti fizioloSke varijacije koli€ine koStane mase
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tijekom djetinjstva i adolescencije jer bi time mogli na vrijeme identificirati pojedince s
vecim rizikom za osteoporozu i ostale bolesti kostanog metabolizma (60).

OtkriCe i razvitak preciznih neinvazivnih metoda mjerenja koStanog mineralnog
sadrzaja (BMC) i mineralne koStane gustoée (BMD) je znacajno poboljSalo
mogucnost prouCavanja utjecaja genetskih faktora i faktora okoline na postizanje
koStane mase. Pedijatrijske aplikacije na standardne metode mjerenja su direktni

pokazatelji postignute kostane gusto¢e u tom periodu.

1.8.1. Akumulacija kosti i vrSna kostana masa

Masa skeleta se poveca od 70-95 grama pri rodenju do 2400-3300 grama
kod mladih muskaraca i Zena (61). Ova masa se postize longitudinalnim rastom te
kombinacijom izgradnje i razgradnje kosti. Procesi se dogadaju pojavom razli€itih
mjesta primarne i sekundarne osifikacije na razliitim mjestima. Longitudinalne
studije poveéanja ukupne kosStane mase pokazuju da je porast najveéi i najbrzi
tijekom puberteta i da se oko 25% vrSne kosStane mase (PBM) postize tijekom
dvogodiSnjeg perioda rasta do postizanja najviSe visine. ZavrSetkom rasta djevojcice
i djeCaci postignu 90% kompletne stature, ali samo 57% ukupne kos$tane mase
odraslih (62). Ostatak BMC do 90% se postize do 18. godine Zivota. Ljudski skelet
sadrzi oko 85% kortikalne i 15% kancelozne kosti i studije pokazuju da se koliina
kosti dobivena tijekom rasta, kao i ona koja se gubi u starosti odvija razli€itim
procesima izmedu obje vrste kosti (63,64). Gusto¢a kancelozne kosti je pod
znacajnim utjecajem hormonalnih i drugih metaboli¢kih faktora udruzena sa spolnim
razvojem u kasnijoj adolescenciji (65). U prosjeku se koStana gustocCa kraljesnice
tijekom puberteta poveca i kod djevojCica i kod djeCaka za 13 %. Po zavrSetku
puberteta, gusto¢a na kraljesnici slabije korelira s dobi, spolom, visinom, tezinom,
tielesnom povrsinom ili indeksom tjelesne mase (BMI) (65). Porast gustoce
kancelozne kosti tijekom kasnijih pubertalnih stadija nastaje kao posljedica
zadebljanja trabekula i kostanih gredica. Nije poznat faktor koji definira koli€inu
stupnja povecanja kancelozne kosti u kasnom pubertetu. Razlozno je za pretpostauviti
da masa promjena koje se odvijaju tijekom puberteta, kao sto su npr.: ubrzani kostani
rast, porast veliCine tijela i ukupne koStane mase kao i djelovanje spolnih hormona
zajedno doprinose ukupnom povecanju BMC-a. Neke od ovih posljedica mogu

nastati kao rezultat promjene u ukupnoj koli€ini proteina i metabolizma kalcija koji je
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pod utjecajem spolnih hormona ili mogu bit i posljedica kaskadnih dogadanja
izazvanih povec¢anjem koncentracije hormona rasta i inzulinu sli¢nog faktora rasta 1
(IGF-1) koji se povecavaju pod utjecajem spolnih hormona (66).

Jos nije definirano koja vrijednost postignute kostane mase je adekvatna za
koju dob, na razli¢itim dijelovima kostura. RazliCito je vrijeme postizanja vrsne
koStane mase i u aksilarnom i apendikularnom skeletu izmedu muskaraca i Zena.
Sve napravljene studije su koristile razliCite metode mjerenja koStane mase. U
aksijalnom skeletu vréna koStana masa se moZe postizati do kraja druge zivotne
dekade. Studije mjerenja koStane gustoée zZena metodom kompjuterizirane
tomografije (CT), pokazale su da se gustoc¢a i veli€ina vertebralne kosti povecava i
doseze svoj ,peak” po zavrSetku spolne i kosStane zrelosti (65,67). Potvrduju i
podatke da gubitak trabekularne kosti poc€inje najranije u trecoj Zivotnoj dekadi bez
promjene u poprecnoj presjecenoj dimenziji vertebralnog tijela od 15. do 90 godine
starosti (68,69). Neke studije su pokazale povecanja poprecno presjeCene kostane
povrSine kod muskaraca i po zavrSetku longitudinalnog rasta, dok neke studije nisu
pokazale nikakve promjene. Postoji kontroverze o mogucnosti trajnog povecanja
koStane mase tijekom cijelog Zivota (69).

Manjak estrogena jedan je od glavnih Cimbenika koji utjeCe na smanjenje
koStane mase $to je posebno izrazeno u postmenopauzalnih Zena. Medutim, i studije
na muskarcima su pokazale da i u njih koncentracija estrogena bolje korelira s BMD
nego koncentracija testosterona (70). To¢an mehanizam djelovanja estrogena na
kost joS nije u potpunosti razjasnjen. lIzgleda da se glavni ucinak na funkciju
osteoblasta i osteoklasta odvija putem modulacije faktora rasta i citokina na lokalnoj
razini: estrogen povecCava sekreciju Cimbenika rasta slicnog inzulinu (IGF-I),
osteoprotegerina, transformirajuceg Cimbenika rasta beta (TGF-B), a smanjuje
sintezu interleukina 1 i Cimbenika tumorske nekroze alfa.

Gubitak koStane mase povezan sa starenjem moze biti i posljedica povecane
koncentracije paratiroidnog hormona (PTH). Naime, i u muskaraca i u Zzena u starijoj
su dobi zabiljezene viSe vrijednosti PTH (71). PoviSena koncentracija PTH je
posljedica smanjene reapsorpcije kalcija u tubulima bubrega i smanjene apsorpcije
kalcija u crijevu. U starijoj je dobi vrlo ¢esto nazocna rezistencija na vitamin D, kao i
deficit vitamina D uslijed smanjenog izlaganja sun€evim zrakama. Isto tako smanjena

je i aktivnosti 1-a hidroksilaze u bubregu, a time i sinteza aktivnog oblika vitamina D,
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Sto sve doprinosi porastu koncentracije PTH. Porast koncentracije PTH koji nastaje s
dobi, u zena moze biti i indirektna posljedica manjka estrogena (70).

Osim gore navedenih Cimbenika, ubrzanom gubitku koStane mase mogu
doprinijeti jo$ i puSenje, uzimanje alkohola i imobilizacija, te brojne bolesti i mnogi

lijekovi od kojih su naj¢es¢i navedeni u tablici 1.

Tablica 1. NajCeSce bolesti i lijekovi koji su uzrok smanjenja BMD

Bolesti

Hipogonadizam Zlo¢udne bolesti
Tireotoksikoza Hiperparatiroidizam
Osteogenesis imperfecta Hiperprolaktinemija
Tip 1 SeCerne bolesti Anorexia nervosa
Malapsorpcijski sindrom Bolesti hepatobilijarnog sustava
Upalne bolesti crijeva Reumatoidni artritis
Zatajenje bubrega Transplantacija organa
Mastocitoza

Lijekovi

Glukokortikoidi

Antikonvulzivi

1.8.2. Vr$na kostana masa

Koli€ina kosti u bilo kojem trenutku Zivota rezultanta je izgradnje kosti tijekom
intrauterinog rasta, djetinjstva i adolescencije, te gubitka kosti tijekom starenja. Brojni
su ¢imbenici koji utjeCu na vrSnu kostanu masu (PBM), a njihovo bi nam razotkrivanje
omogucilo primjenu preventivnih mjera koje bi povecale vrijednosti PBM do genetski
zadanog maksimuma. Toc¢na dob u kojoj se postize PBM ovisi o dijelu skeleta i spolu.
Cini se da se u aksijalnom skeletu PBM postize pri kraju drugog desetljeéa Zivota
(72), dok podaci za apendikularni skelet nisu jednoznacni.

Longitudinalne studije u kojima je koriStena dvoenergetska apsorpciometrija

x-zraka (DXA) pokazale su da se PBM u vratu bedrene kosti, jednako kao i u
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kraljeznici, postize pri kraju puberteta (73), i to znatno ranije u Zzena nego u
muskaraca. Porast kostane mase osobito je velik u vrijeme adolescencije tako da se
oko 25% PBM stekne tijekom dvogodisnjeg perioda ubrzanog rasta (74).

Istrazivanja su nadalje pokazala da se % varijacije u PBM moZe pripisati
nasljednim €¢imbenicima, a ostatak ¢imbenicima okoline kao $to su prehrana i fizicka
aktivnost. Djelovanje genetskih ¢imbenika ovisi o dobi i dijelu skeleta; izraZzenije je u
mladoj dobi, te na kraljeznici (75). Spoznaje o djelovanju gena na PBM temelje se na
istraZivanjima koja su ukazala na niZzu koStanu masu u djevojaka Cije majke boluju od
osteoporoze (76), kao i musSkaraca i Zena Ciji prvi rodaci imaju osteoporozu (77).
Usprkos cCinjenici da geni imaju znacajniju ulogu u stvaranju PBM nego na gubitak
koStane mase u kasnijoj dobi, broj genetskih istraZivanja u odraslih joS uvijek

premasuje broj istraZivanja u djece i adolescenata.

1.9. GENETSKI UTJECAJ NA KOST

1.9.1. Genetika osteoporoze

Nasljedstvo je vazna odrednica koStane mase. Studije blizanaca, promatranja
koStane gustole parova majka dijete, bra¢e i sestara, blizanaca pokazuju da se
genetski utjecaj na koStanu gusto¢u krec¢e od 60 do 80% (78-80). Veli€ina genetskog
utjecaja ovisi o dobi i dijelu skeleta. ViSa je kod mladih nego kod starijih i znac¢ajnija

na kralje$nici u odnosu a ekstremitete (81-83 ).

Prilogu genetskom utjecaju na kost doprinose studije koje su pokazale
smanjenu kostanu masu kod djevojcica €ije su majke imale osteoporozu u odnosu na
kontrolnu grupu (80,81,83). Manja koStana masa nadena je i kod muskaraca i kod
Zena Ciji su najblizi rodaci imali osteoporozu. Nedavno su pronadeni geni kandidati

za odredivanje koStane mase (Tablica 1.1).
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Tablica 1.1. Geni-kandidati u patogenezi osteoporoze

Ime gena Simbol
Kalciotropni hormoni i receptori
Receptor za vitamin D VDR
Receptor za estrogen tip 1i 2 ESR1i2
Receptor za kalcitonin CALCR
Paratiroidni hormon PTH
Receptor za paratiroidni hormon 1 PTHR1
Kalcij sensing receptor CASR
Aromataza ARO
Receptor za glukokortikoide GR
Citokini, Cimbenici rasta i receptori
Transformirajuci Cimbenik rasta beta 1 TGFp1
Cimbenik rasta sli¢an inzulinu IGF-I
Interleukin-6 IL6
Inerleukin 13 IL-1B
Antagonist receptora za interleukin 1 IL-1 RA
Tip 2 receptora za Cimbenik nekroze tumora TNFR2
Kostani morfogenetski protein 4 BMP-4
Kostani matriks
Alfa 1 lanac tipa 1 kolagena COLIA1
Osteokalcin
Kolagenaza
o HS2 glikoprotein
Ostalo
Apolipoprotein E APOE
Reduktaza metilen tetrahidrofolata MTHFR
P57 Kip
Glavni sustav tkivne snosljivosti HLA
PPAR y

Werner Helicase gene
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Povrdena je i prisutnost polimorfizma gena vitamin D receptora (VDR) gdje je
Bsal restrikcija povezana s BMD kod prepubertalnih i adolescentnih djevojaka (84).
DjevojCice s BB genotipom imaju znacajno nizi BMD SD skor nego djevojCice s Bb i
bb genotipom (84). Nasuprot tome polimorfizam u pocCetku kodona na VDR genu,
detektiran s Fokl restrikcijskim enzimom nije povezan s BMD niti na jednom mjestu
kod prepubertalnih djevojaka (85). Povezanost izmedu femoralnog i vertebralnog
BMD kod VDR genotipa s Apal i Bsml restrikcijskog fragmenta je dokazana CT-om
kod prepubertalnih Ameri¢kih djevojaka i djevojaka Hispani¢kog porijekla (86). U toj
studiji, djevojke s aa i bb genotipom su pokazale statistiCki znacajno visu
volumetrrijsku vrijednost BMD nego djevojke s ostalim genotipovima i na kraljesnici i
na bedrenoj kosti. Polimorfizmi na Sp1- vezuCem mjestu gena odgovornog za
kodiranje kolagena tip la1l su dokazali razliCitost u vertebralnom BMD u kohorti
prepubertalnih djevojaka (87). Nasuprot tome u Norveskoj studiji, nije potvrdena
povezanost VDR genotipa na Bsm1 sekvenci na kostanoj gustoéi podlaktice kao ni
na koli€ini povec¢anja BMD kod dje¢aka i djevojcica (88).

Razlike u PBM ovise o rasi. Poznato je da su prevalencija osteoporoze kao i
incidencija prijeloma znac¢ajno manji u crnaca nego u bijelaca Sto se pripisuje
razlikama u kostanoj masi u odrasloj dobi. Postoje li takve razlike i u mladoj dobi jos
je uvijek predmet istrazivanja. Naime, istraZivanja koja su koristila metodu DXA
poluCila su kontroverzne rezultate. Neka su ukazala na viSu kostanu masu u djece
pripadnika crne rase (89), dok druga nisu na$la razlike izmedu rasa (90). Ipak,
istraZivanje u kojem je koriStena metoda CT pokazalo je znaCajno vecu gustoCu kosti
u aksijalnom skeletu u adolescenata crne rase (90). Ove razlike nastaju u kasnom
stadiju puberteta i perzistiraju tijekom cijelog Zivota. S druge strane, u
apendikularnom skeletu nije bilo razlike u gustoci kortikalne kosti, no, veée kosti koje
su nazoc¢ne u pripadnika crne rase imaju mehani¢ku prednost jer su ¢vrdée i stoga
manje lomljive (90). Istrazivanja u adolescenata Zute rase pokazala su da oni imaju
slicnu koStanu masu kao i pripadnici bijele rase, a zna€ajno nizu od crnaca (91).

Vecina istrazivanja, bazirana na apsorpcijskim metodama odredivanja koStane
gustole, potvrduju da predstavnici crne rase imaju u djetinjstvu i pubertetu vecu
koStanu gustocu u odnosu na bijelu (91-93). Bitno je napomenuti da ovo vrijedi samo
za AmeriCku populaciju. Poznato je da djeca crne rase koja zive u Gambiji imaju
manju kosStanu masu u odnosu na Britansku djecu (94); dok djeca crne rase JuzZne

Afrike imaju istu koStanu masu kao bijela (95). Studija u Americi u kojoj je koristena
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dvoenergetska apsorpciometrija x-zraka (DXA) za mjerenje BMD kraljeSnice kod 218
djece pokazala je da nije bilo razlike po spolu, dobi, rasi ili nainu zivota nego po
Tannerovom stadiju razvoja i tezini (96). Pedijatrijske studije radene metodom
kompjuterizirane tomografije (CT) potvrdile su da neovisno o spolu, rasa ima
znacajne i razliCite utjecaje na gustocu i veli€inu kosti i u aksijalnom i apendikularnom
skeletu (91). U aksijalnom skeletu je potvrdena veca koStana gustoca kancelozne
kosti u kraljeScima ,crnih® adolescenata u odnosu na bijele. Razlika nastaje
akumulacijom vecée koStane mase u kasnijim stadijima puberteta i odrzava se tijekom
Zivota (92). Metodama mijerenja kostane gustoce CT nadena je ista koStana gustoca
kancelozne kosti i kod crne i bijele djece prije puberteta kao i povecéanje tijekom
puberteta; medutim, povecanje izmedu prepubertalne i postpubertalne kostane mase
je znacajno vece kod djece crne rase u odnosu na bijelu (34% prema 11%) (91).
Promjene u poprecnoj presjeCenoj dimenziji vertebralnog tijela nisu postojale. Ovo
teoretski pokazuje da strukturalna osnova za manju snagu vertebralne kosti kao i za
veCu pojavu prijeloma kod bijelaca lezi u Cinjenici da imaju manju kanlceloznu
kostanu gustocu. Unato€ tome, u apendikularnom skeletu, promjene u poprecnoj
presjeCenoj dimenziji bedrene kosti ne pokazuju nikakve razlike ni u veli€ini kostane
povrsine ni u gustoCi (91). Povecanje u popre¢noj presjecenoj dimenziji bedrene kosti
je potvrdeno kod sve djece; ovisno o visini, tezini i drugim antropometrijskim
parametrima (91).

Istrazivanja kod Azijata i Hispanika, pokazuju da njihova djeca imaju istu
koStanu masu kao bijelci, a znac¢ajno nizu od crnaca (92,98). Razlike u veli€ini,
koli€ini i gustoci kosti djece su uglavnom rezultat konstitutivnih rasnih razlika izmedu
ne Hispanika, Hispanika i Azijata (92,98). Povecanje kostane mase tijekom puberteta
najviSe doprinosi pojavi veliCine vrSne koStane mase (PBM), koja je opet glavni
predskazatelj rizika za prijelom i osteoporoze u starijoj Zivotnoj dobi.

Istrazivanja provedena DXA-om i CT pokazuju da je morfoloSki raspored
prenoSenja optereCenja za sile vlaka jednak od djetinjstva do starosti, i da pokazuje
nepromjenjivost kroz vrijeme. Isti raspored je potvrden i kod premenopauzalnih majki
i njihovih prepubertalnih kéeri.

Nadalje, denzitometrijske vrijednosti koStane gustoce kéeri nakon 2 godine su
pokazale znaCajnu korelaciju s poCetnim mjerenjima. Istovremeno, longitudinalna CT
mjerenja poprecno presjeCenih podrucja i kraljeSaka i bedrene kosti, kao i gustoc¢a

kancelozne kosti, kod zdrave djece potvrduju da takva mjerenja u ranoj fazi puberteta
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mogu biti pokazatelji veliCine kosti nakon spolnog sazrijevanja. Podjelom pocetnih
vrijednosti u kvartile rasta prati se linearni odgovor kroz pubertetski status za svaku
kvartilu. Ovim metodama se moze identificirati onu djecu koja su genetski sklona da
razviju nisku vrSnu kostanu masu i osteoporozu kasnije u zivotu. Ovo bi trebao biti

jedan na od glavnih ciljeva u prevenciji osteoporoze.

1.9.2. a-receptor za estrogen

Estrogen i receptor za estrogen imaju centralnu ulogu u metabolizmu kosti §to
potvrduju podaci o smanjenju BMD u Zena nakon menopauze, kao i u muskaraca s
deficitom aromataze ili mutacijom receptora za estrogen. Gen za a-receptor za
estrogen nalazi se na 6q925-27 kromosomu i sadrzi 8 egzona. Vecina studija je
analizirala povezanost BMD i dva polimorfizma unutar introna 1 putem restrikcijskih
enzima Xba1 i Pvull, kao i polimorfizma mikrosatelitnog lokusa timin-adenin (TA), u
promotorskoj regiji. Ovaj je polimorfizam smjeSten 1174 parova baza ispred prvog
egzona i povezan je s BMD.

Meta-analiza objavljenih istrazivanja ukazala je na povezanost izmedu Xbal
polimorfizma, BMD i prijeloma, tako da su XX homozigoti imali viS§i BMD i maniji rizik
prijeloma (99). S druge strane, Langdahl i suradnici su pokazali da je broj ponavljanja
sekvence TA u promotorskoj regiji receptora za estrogen udruzen s povecanim

rizikom osteoporoti¢nog prijeloma i umjerenim smanjenjem BMD (100).

1.9.3. Receptor za androgen

UCinak testosterona i njegovog metabolita Sa-dihidrotestosterona na kost
ostvaruje se vezanjem za receptor za androgen. Stoga bi polimorfizam gena za ovaj
receptor mogao utjecati na u€inke androgena u ciljnim tkivima. Mikrosatelitna regija
citozin-gvanin-adenin (CAG), je smjeStena unutar egzona 1, gena za androgeni
receptor koji se nalazi na kromosomu X i kodira poliglutaminski dio aminoterminalne
domene receptorskog proteina. Broj ponavljanja sekvence CAG obrnuto je

proporcionalno povezan s transkripcijskim odgovorom na testosteron (101). Na
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temelju ovih podataka moze se pretpostaviti da bi veci broj ponavljanja sekvence
CAG mogao biti udruzen s manjom BMD.

Sowers i suradnici su utvrdili povezanost izmedu polimorfizma (CAG), i BMD u
grupi od 261 ispitanica iz SAD (102). U drugom istrazivanju koje je uklju€ivalo 110
zdravih muskaraca u dobi 20-50 godina utvrdena je manja koStana masa u osoba u
kojih je bio nazo€an veci broj ponavljanja sekvence CAG (103). Medutim, ti rezultati

nisu potvrdeni u muskaraca starijih od 70 godina (104).

1.9.4. Cimbenik rasta sli¢an inzulinu

Stimuliranjem funkcije osteoblasta i sprijeavanjem degradacije kolagenog
matriksa kosti, IGF-l ima jednu od klju¢nih uloga u metabolizmu kostanog tkiva.
Koncentracija IGF-I u serumu je neovisni predskazatelj vrijednosti BMD u lumbalnoj
kraljeznici i Wardovom trokutu (105). Takoder, Cini se da je u postmenopauzalnih
Zena koncentracija IGF-I povezana s terapijskim odgovorom na primjenu
hormonskog nadomjesnog lije€enja (106).

Polimorfizam mikrosatelitne regije citozin-adenin (CA),, udaljene 1 kilobazu od
transkripcijskog mjesta za IGF-I, povezan je sa serumskom koncentracijom IGF-I

(107). 1zgleda da bi ovaj polimorfizam mogao, takoder, biti povezan i s BMD (108).

1.9.5. Aromataza

Premda su androgeni glavni spolni steroidi u muskaraca, u zadnjih nekoliko
godina viSe je eksperimentalnih i klini¢kih istrazivanja ukazalo na predominantnu
ulogu estrogena u regulaciji metabolizma kosti u muskaraca. Enzim P450-aromataza
je proizvod gena CYP19, Cijim djelovanjem iz androgenih prekursora u perifernim
tkivima dolazi do sinteze estrogena. Vazna uloga ovog enzima u metabolizmu kosti
dokazana je u eksperimentalnim istraZivanjima s inhibitorima aromataze (108), potom
opisom muskaraca s mutacijom gena za aromatazu i posljedicnom osteopenijom, te
izostalim zatvaranjem epifiznih pukotina (109). Upravo bi stoga polimorfizam gena
CYP19 mogao biti jedan od najvaznijih €imbenika kojim bi se mogla objasniti

genetska pozadina nize koStane mase kod djece i osteoporoze u muskaraca.
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Unutar Crtvrtog introna gena CYP19 se nalazi mikrosatelitni lokus kojeg c€ini
razli€iti broj ponavljanja sekvence TTTA. Polimorfizam unutar ove regije uzrok je

promjena u sintezi estrogena koje mogu rezultirati razliCitom koStanom masom.

1.10. PEDIJATRIJSKO MJERENJE KOSTANE MASE

NajceScCe koriStena radiografska metoda za odredivanje koStane mase kod
djece i odraslih je dvoenergetska apsorpciometrija x-zraka (DXA). Standardni softver
je izraden za odrasle, kasnije se pokazala potreba za razvojem specijalnih
pedijatrijskih softvera. Kod njih pregled traje duze, kooperacija s djecom je
kompliciranija, potrebno je duZe vrijeme mirovanja pri snimanju i mogu se dogoditi
vece greske pri mjerenju (99).

Glavna mjesta na kojim se vr8i mjerenje kod odraslih su lumbalna kralje$nica,
proksimalni dio bedrene kosti i podlaktica. Kod djece postoje znacajne razliCitosti
tijekom rasta Cak i po kronoloskoj dobi, u periodu rasta se s dobi mijenja i veli€ina i
oblik kosti. Za egzaktne pedijatrijske studije se preporuca odredivati koStani mineralni
sadrzaj cijelog tijela (100).

Normativi za DXA vrijednosti variraju od aparata do aparata pa se moraju
navesti pri izvodenju istrazivanja. Vidljivo je da se vrijednosti izmjerene na razli€itim
skeletnim mjestima povecavaju od djetinjstva do odrasle dobi (73,90,101-104).
Preciznost DXA mjerenja u djecjoj dobi je od 0,8% do 2,5% u vecini studija (101,105-
107). Povezanost izmedu dobi i BMC je predstavljeno polinomialnom krivuljom; gdje
je brzo povecanje kostanog sadrzaja za vrijeme djetinjstva, praceno znacajnim
porastom za vrijeme puberteta i da zavrSava na kraju treée ZzZivotne dekade
(67,73,101,103,104,107,108) .

Mijerenje CT metodom (QCT) se moze izvesti na bilo kojem mjestu, prednost
metode je Sto mjeri volumen i gustoCu kosti i aksijalnog i apendikularnog skeleta,
neovisno o veli€ini skeleta, ¢ime postaje najpogodnije sredstvo za mjerenje gustoce
kod djece (109). Nazalost, CT skeneri su skupi, veliki, nepokretni strojevi koji
zahtijevaju skupo odrzavanje, znacajnu opremljenost i tehniCku i prostornu i nisu
pogodni za masovnu upotrebu. Vecina je smjesStena na radiologijama u bolnicama i
nije pogodna za svakodnevnu upotrebu. Ovi nedostaci su doveli do proizvodnje

manje skupih perifernih QCT (pQCT) skenera napravljenih iskljuCivo za mjerenja
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kosti. Ovi mali skeneri mogu mijeriti samo apendikularnu kost. Koli€ina zracenja je
manja nego pri osnovnim CT mjerenjima.

U aksijalnom skeletu QCT se primarno koristi za odredivanje kancelozne
kostane gustoce (mg/cm3) kraljeZzaka. Bitno je znati da, kraljeSci djece sadrze vise
kosti, a manje masti nego odrasli i zato je i preciznost i osjetljivost QCT pri mjerenju
kancelozne kosti bolja kod djece nego kod odraslih. Koeficijent varijacije za
odredivanje kancelozne koStane gustocCe, visine kraljeSaka i poprecno presjecenih
povrSina je oko 1,5% 1,3-0,8% (110). Nazalost kortikalna kost kraljeSaka nije
dovoljno tanka da sprijecCi greSke pri mjerenju.

U apendikularnom skeletu QCT se mjere 3 koStana parametra: povrSina
popreénog presjeka kosti (cm?), kortikalna ko$tana povrdina (cm?) i kortikalna
kostana gustoca (111, 112). Specijalnim softverima se odvoji unutarnja i vanjska
kortikalna povrSina. Koeficijent varijacije za sva tri mjerenja je izmedu 0,6% i 1,5%
(111,112). Mjerenje kancelozne kosti je nesigurnije zbog velikih anatomskih razlika u
metafizama dugih kosti.

Druga cCesto koristena metoda za procjenu mineralne gustoCe kosti je
ultrazvuk (QUS). Glavni razlozi njegove sve Sire primjene su veliki porast interesa za
osteoporozu zbog porasta prevalencije u svijetu, kao i zbog manjka dostupnosti DXA
uredaja. Dodatna prednost ove metode je nepostojanje zraCenja kojim se izlaze
pacijent, pa je metoda prihvacena za koriStenje kod djece. Glavni nedostatak ove
metode je nemogucnost mjerenja onih obiljezja na temelju kojih se dijagnosticira
osteoporoza, tako da se ultrazvuk mora smatrati zamjenskom metodom dijagnoze, {j.
kao metoda probira.

Ultrazvuéno se mijeri nekoliko pokazatelja. Prvi od njih je brzina prolaska
zvuka kroz kost (engl. Speed of sound, SOS), zatim slabljenje ultrazvucnog vala pri
prolasku kroz kost (engl. Broadband ultrasound attenuation, BUA), a iz ova dva
mjerenja programska podrSka izraCunava indeks kvantitativnog ultrazvuka (engl.
Quantitative ultrasound indeks, QUI), parametar koji predstavlja kombinaciju BUA i
SOS. QUS ima nekoliko znacajnih prednosti u odnosu na DXA: ne koristi ionizirajué¢e
zraCenje, znatno je jeftiniji, a sam aparat je lako prenosiv. Stoga je primjena
ultrazvu€ne metode vrlo pogodna u epidemioloskim istrazivanjima. Uz to, Cini se, da
za razliku od DXA, ova metoda pruza odredene informacije o strukturi i
mikroarhitekturi kosti. Petna kost se doima kao prikladno mjesto mjerenja buduci da

je lako dostupna i da sadrzi 90% spuzvaste kosti.
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Mnoga su istrazivanja pokazala da se na temelju vrijednosti ultrazvucénih
parametara kosti moze procijeniti rizik prijeloma kraljezaka i bedrene kosti. Velika
studija EPIDO, provedena na 7.598 zena, pokazala je da kod smanjenja vrijednosti
BUA/SOS za 1 SD, relativni rizik prijeloma kuka iznosi 2,0 odnosno 1,7, $to je
komparabilno s relativnim rizikom kod smanjenja BMD vrata bedrene kosti za 1 SD,
a koji iznosi 1,9 (113).

Mane koriStenja ultrazvuka pri mjerenju mineralne kostane gustoce stoga su:

- razlike u mjerenju koriStenjem razlicitih uredaja

- vecina istrazivanja o ulozi QUS u procjeni rizika prijeloma je provedena na
odraslim Zzenama, a s obzirom na utjecaj geometrije kosti na ultrazvucne
parametre mogu se oCekivati neke razlike u pedijatrijskoj populaciji

- za dijagnozu osteoporoze na temelju QUS petne kosti ne moZemo Koristiti
kriterije SZO za DXA. Frost i suradnici su u svojem istrazivanju pokazali da je
kod T vrijednosti < -1.8 za BUA i SOS proporcija postmenopauzalnih Zzena
koja ima osteoporozu jednaka kao i kada koristimo kriterije SZO za DXA
lumbalne kraljeznice i kuka (114)

- osim jasnih klinickih smjernica za dijagnozu osteoporoze na temelju
ultrazvu€nih parametara petne kosti, potrebno je provesti i terapijska
istrazivanja kojima c¢e se utvrditi adekvatnost pracdenja ucinka lijeka

ultrazvu€nim mjerenjem osobina kosti.

1.11. UTJECAJ CIMBENIKA OKOLINE | HORMONA NA AKUMULACIJU KOSTI
TIJEKOM RASTA

S obzirom na postojeée trendove prema kojima se sve viSe vremena provodi
gledajuci televizor i radeci na kompjutoru, udio fiziCke aktivnosti u svakodnevici se
sve viSe smanjuje Sto predstavlja ozbiljnu prijetnju postizanju optimalne PBM.
Prepubertalne gimnasti¢arke imaju vecu povrSinu popreCnog presjeka podlaktice,
usprkos kracoj staturi. Vrijednosti izmjerene BMD izraZzene SD skorom su znacajno
vece od nule, u odnosu na kontrolnu grupu, u podrucju ruku, nogu i kraljeSnice na

svim mjestima vecCeg statiCkog optereCenja. Istrazivanja pokazuju da djeca i
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adolescenti koji su fiziCki aktivniji postizu vecu kostanu masu nego njihovi neaktivni
vrSnjaci (74,115).

Povoljan ucCinak fizicke aktivnosti na PBM dokazan je u brojnim opservacijskim
i retrospektivnim istrazivanjima. Tako je nedavno otkriveno da je razina fiziCke
aktivnosti u predskolske djece povezana sa sadrzajem minerala u kosti i s BMD
(116). Intervencijske studije, o utjecaju tjelesne aktivnosti, u dje¢joj dobi na kosStanu
masu, koje su trajale 6 — 12 mj, i jedna koja je trajala 36 mjeseca (117), potvrduju
znacCajne promjene BMD bedrene kosti, a neke i porast BMD lumbalne kraljeSnice
kao i ukupni BMC u intervencijskoj grupi.

Istrazivanja o utjecaju razliCitih oblika fizicke aktivnosti na kost pokazala su da
ispitanici koji se bave sportskim aktivnostima kao Sto su ragbi, nogomet ili borbene
vjestine (“weight bearing”) imaju ve¢i BMD nego oni koji su se bavili sportovima kao
Sto su plivanje ili ronjenje (“weight lifting”) (116,118). Naime, perimenopauzalne i
postmenopauzalne Zene koje su tijekom adolescentne dobi aktivno vjezbale imale su
znacajno vec¢i BMD lumbalne kraljeznice i bedrene kosti nego one koje tijekom
mladosti nisu sudjelovale u redovitoj fiziCkoj aktivnosti (119). Ostaje otvoreno pitanje
odrazava li se ovaj povoljan utjeca;j fiziCke aktivnosti na skelet u razvoju i u starijoj
dobi buduéi da do sada nije bilo prospektivnih istrazivanja u tom smislu. Ipak,
rezultati nekih retrospektivnih analiza ukazuju da je taj pozitivni u€inak dugotrajan, ali

uz stalno prisutnu tjelesnu aktivnost.

1.11.1. Unos kalcija i vrSna kostana masa

Prvi podaci koji ukazuju na utjecaj kalcija u prehrani na PBM dolaze iz
istraZivanja u kojem se usporedivala koStana masa izmedu dvije subpopulacije u
Hrvatskoj s razli€itim unosom kalcija (120). Vidljive razlike u izmjerenoj kostanoj masi
su bile prisutne kod tridesetogodiSnjaka i vjerojatno su nastale kao posljedica
pojaCanog unosa kalcija tijekom puberteta. Brojne epidemioloSke studije su dokazale
povecanu prevalenciju osteoporoze u regijama gdje je unos kalcija hranom izrazito
nizak (121). Pozitivan u€inak unosa kalcija na stvaranje kosti kasnije je potvrden i u
mnogim kontroliranim istraZivanjima u kojima su mlade zdrave osobe dobivale
preparate kalcija kroz 1-3 godine. Rezultati tih istrazivanja su pokazali da je u ovih
osoba doslo do vecCeg porasta koStane mase u usporedbi s kontrolnom populacijom

(122-124). lako su dvije studije dokazale povecanje veli€ine kosti tijekom dodavanja

36



kalcija, ukupni ucinak je razli€it po skeletnom mjestu, ranije unesenoj koli€ini kalcija
prije istrazivanja i pubertalnim stadijem (124,125). Ukupni ucinak kalcija na
povecCanje BMC i BMD u vecini studija nije prelazio 5%. UCinak je bio izrazeniji u
razdoblju prije puberteta, i to u podru€ju kortikalne kosti, te u osoba Cciji je dnevni
unos kalcija prije ulaska u istrazivanje bio manji od 850 mg (125). Ipak, jo$ uvijek nije
poznato ima li ovo povecanje BMD, koje je rezultat relativno kratkotrajnog uzimanja
nadomjestaka kalcija, dugotrajniji u€inak i hoce li se ogledati u smanjenom riziku od
nastanka osteoporoze u kasnijoj dobi. Vecina autora smatra da pozitivan ucinak
primjene nadomjesnih preparata kalcija nestaje kada se terapija prekine. Neke

studije pokazuju da benefit traje do 12 mjeseci po prekidu uzimanja.

1.11.2. Hormoni i vrSna koStana masa

Za normalan razvoj kosti neophodna je, medu inim, i odgovarajuca interakcija
hormona, prvenstveno spolnih, te hormona rasta (GH) i Cimbenika rasta sli¢nih
inzulinu (IGFs). Bolesnici s idiopatskim hipogonadotropnim hipogonadizmom imaju
manji BMD uslijed smanjenog rasta kostane mase tijekom puberteta (126). Takoder,
amenoroi¢ne djevojke imaju manji BMD lumbalne kraljeznice u usporedbi s
djevojkama koje imaju normalne menstruacijske cikluse (127). Manja PBM je nadena
i u osoba s idiopatskim zakasnjelim pubertetom (128).

Cini se da je estrogen i u muskaraca i u Zena glavni spolni steroid koji regulira
rast i sazrijevanje kosti (129). Naime, u muskaraca je glavni spolni hormon
testosteron Cije je djelovanje na kost posredovano vezanjem na androgeni receptor,
no najveci se dio uCinka ostvaruje nakon konverzije u estrogen putem specifiCne
aromataze nazoCne u osteoblastima (130). To potvrduju i opisi muskaraca s
manjkom aktivnosti aromataze ili s oste¢enom funkcijom receptora za estrogen u
kojih je, usprkos normalnoj koncentraciji testosterona, bila nazoCna osteoporoza i
zakas$njelo zatvaranje epifiznih pukotina (131-133). Najveci dio u€inka GH na kost
odvija se preko IGF-I koji potice aktivhost osteoblasta i sintezu kolagena jer
koncentracija IGF-I korelira s povr§inom popre¢nog presjeka bedrene kosti, a manjak
hormona rasta u djecCjoj dobi udruzen je s niskim BMD, buduci da ova djeca ne
postizu ocCekivane vrijednosti PBM (134,135). Konacno, potrebno je spomenuti i
ulogu vitamina D u koStanom metabolizmu, koji je jedan od vaznijih ¢imbenika (84-
86,88).
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1.12. PUBERTET, RAST | RAZVOJ | DINAMIKA RAZVOJA KOSTI

Pubertet i pojave vezane uz njega su kombinacija niza anatomskih i fizioloSkih
promjena koje uklju€uju ubrzanje tjelesnog rasta i razvoja. Prijelaz od djeteta do
odrasle osobe, sposobne za normalnu reprodukciju, rezultat je niza hormonskih
promjena koje se zbivaju manje - viSe u pravilnom redoslijedu. Promjene u fiziCkom
pogledu koje su rezultat ovih djelovanja hormona u pubertetu, napose razvoj
sekundarnih spolnih oznaka, danas se Kklasificiraju prema opce prihvacenim
Tannerovim kriterijima i tablicama. Treba medutim imati na umu da su fizioloSke
varijacije koje se odnose na pocCetak puberteta vrlo Siroke. Isto su tako velike
varijacije u razdoblju koje prode od pojave prvih sekundarnih spolnih oznaka do
postizanja potpune spolne zrelosti (136).

Srednja dob pocetka puberteta u djevojcica je u nas oko 10 godina. Prva
sekundarna spolna oznaka koja se uoCava je povecanje prsa, ali ponekad to moze
biti i pojava pubi¢ne dlakavosti, ili se pak one javljaju istodobno. U djeCaka pubertet
pocinje kasnije, pa je srednja dob pocCetka puberteta dje€aka u nas oko 12 godina.
Prva sekundarna spolna oznaka koja se vidi u djeCaka je poveéanje testisa. S
izuzetkom gonada, koje rastu pod utjecajem gonadotropina, praktiCki sve ostale
vidljive promjene udruzene s pojavom puberteta rezultat su povecane produkcije
steroidnih hormona. Ovi hormoni izlu€uju se izravno iz gonada i nadbubreznih
Zlijezda ili manjim dijelom nastaju pretvorbom steroidnih prete¢a iz kore
nadbubreznih Zlijezda. Kao rezultat njihova djelovanja u djevojCica dolazi do razvoja
prsa, zenskog tipa raspodjele masnog tkiva, razvoja vagine i uterusa, ubrzanja rasta i
dozrijevanja kostiju, a u djeCaka do razvoja pubicne, aksilarne dlakavosti i dlakavosti
lica, rasta penisa, poveéanja misicne mase te rasta i dozrijevanja kostiju (136).

Usporedo s pojavom sekundarnih spolnih oznaka, jako ubrzanim rastom u
visinu i koStanim dozrijevanjem, u pubertetu u oba spola ubrzano raste i tjelesna
teZina, te dolazi do porasta srca i trbusnih organa. Uz to je za djevojcice tipicno da im
rastu pubi¢ne kosti, donji dio crijevne kosti, a u djeCaka se povecava Sirina ramena i
duzina stopala. Pored ocitih razlika s obzirom na razvoj sekundarnih spolnih oznaka,
medusobno se razlikuju krivulje rasta u djeCaka i djevojCica u pubertetu. Tako
djevojCice dosezu oko 85% svoje konacne visine u vrijeme kada im je koStana dob

oko 10 godina, a dalja 23-38 cm dobiju tijekom puberteta. Oko 95% konacne visine
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dostignu kada im je koStana dob oko 13 godina. Maksimalna brzina rasta u djevojcica
je u dobi od oko 12 godina, odnosno oko godinu i pol dana prije menarhe. Nakon
menarhe djevojCice obi¢no narastu jo§ samo 5-7cm. DjecCaci oko 84% svoje konacne
visine dostignu kada im je koStana dob oko 12 godina, a oko 85% konacne visine s
kostanom dobi od oko 15 godina. Maksimalna brzina rasta u dje€aka je u dobi od oko

14 godina, a tijekom 4-5 godina pubertetskog razvoja izrastu oko 28 cm (137).
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2. CILJEVI | HIPOTEZA

Dosadasnja istrazivanja su pokazala da je osteoporoza bolest koja je po
svojim obiljezjima sloZzena i da pojavi osteoporoze doprinose i genski i okoliSni
C¢imbenici. Genska komponenta nastanka osteoporoze iznosi od 50 do 85%. Mnoge
studije na blizancima, te u pojedinim obiteljima nedvojbeno ukazuju da genetski
faktori imaju vaznu ulogu u regulaciji mineralne koStane gustoCe, skeletne
geometrije, brzine kosStane pregradnje i da tako znacajno doprinose patogenezi
osteoporoze, a kasnije i osteoporoti¢nog prijeloma. Osim na BMD, genetski ¢imbenici
utjeCu i na fenotipske znaCajke vezane uz osteoporozu, kao $to su biokemijski biljezi
koStane pregradnje, geometrija kosti, ultrazvucni parametri kosti, indeks tjelesne
mase, misi¢na snaga, te dob prve i zadnje menstruacije (79-84).

Rezltati dosadasnijih istrazivanja ukazali su na povezanost polimorfizma alela
gena za Cimbenik rasta sliCan inzulinu, gena za alfa receptor za estrogen, gena za
receptor za androgen, gena za aromatazu, gena za receptor vitamina D i gena za
alfa 1 tip 1 kolagena s koStanom mineralnom gustocom, geometrijom kosti,
osteoporozom i osteoporoti¢nim prijelomom. Sva istrazivanja su radena na odrasloj
populaciji. U posljednih nekoliko godina pocelo se istrazivati povezanost pojedinih

gena s parametrima koStane gustoce u djece.

Na temelju do sada poznatih Cinjenica o utjecaju genskih polimorfizama na
koStanu gustoCu, osnovna hipoteza doktorske disertacije je da su vrijednosti
ultrazvuCnih parametara petne kosti u djecjoj dobi ovisne su o nazoc¢nosti specificnih
alela mikrosatelitnih regija gena za alfa estrogeni receptor, gena za androgeni
receptor, gena za IGF-1 i gena za aromatazu. Utjecaj gena na metabolizam kosti
moze biti modificiran prehranom, tjelesnom aktivnoScu, puSenjem i ostalim

¢imbenicima okoline.

U skladu s navedenom hipotezom, ciljevi disertacije su:
1. odrediti vrijednosti ultrazvucnih parametara petne kosti u djece na pocetku
puberteta;
2. analizirati meduovisnost ultrazvuénih parametara petne kosti u djece na

poCetku puberteta i specificnih genetskih polimorfizama mikrosatelitnih regija
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gena za alfa estrogeni receptor, gena za androgeni receptor, gena za IGF-1i

gena za aromatazu.

Sekundarni ciljevi:

1.

analizirati meduovisnost ultrazvuénih parametara petne kosti u djece prije

puberteta i hormonskog statusa;

. analizirati meduovisnost ultrazvuénih parametara petne kosti u djece prije

puberteta i koncentracije 25-OHD3;

. analizirati meduovisnost ultrazvuCnih parametara petne kosti u djece prije

puberteta i biljega kostane pregradnje;

analizirati meduovisnost genetskih polimorfizama mikrosatelitnih regija gena
za alfa estrogeni receptor, gena za androgeni receptor, gena za IGF-1 i gena
za aromatazu u djece na pocCetku puberteta i biliega koStane pregradnje,
hormonskog statusa i koncentracije 25-OHD3;

analizirati meduovisnost ultrazvuCnih parametara petne kosti u djece prije
puberteta i tjelesne aktivnosti;

analizirati meduovisnost ultrazvu€nih parametara petne kosti u djece prije

puberteta i prehrambenih navika.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. OPIS UZORKA

Ovo istrazivanje provedeno je na uzorku 168 djece, od ¢ega 85 (50,6%)
djevojCica i 83 djeCaka (49,4%). Dob ispitanika bile je ograni¢ena na 11 do 13
godina. Uzorak djece sastojao se od ispitanika iz osnovne Skole u Slavonskom Brodu
(dvije u centru i dvije na periferiji), ukljudivanjem ucenika 5. i 6. razreda. Skole su
izabrane zbog mogucnosti lagane provedbe istrazivanja, logistiCke potpore s ciljem
da se obuhvate dvije gradske i dvije Skole sa seoskog podrucja. U svakoj skoli je
odrzano uvodno predavanje o zdravoj prehrani. Ovakva predavanja i uklju€ivanje
ispitanika u istrazivanje provedena su od 1. do 15. 06. 2007. godine. Uz djecu,
pozvani su i roditelji da ispune anketni upitnik o prehrambenim navikama njihove
djece te o vrsti i koliCini tjelesne aktivnosti. U prvom koraku uklju€ivanja ukupno je
300 roditelja ispunilo anketne upitnike.

Roditelji su morali potvrditi suglasnost za uklju€ivanje djece u studiju
potpisivanjem informiranog pristanka (Prilog 1, 2, 3). Ukupno je 175 roditelja pristalo
ukljuciti djecu u istrazivanje. Ispitanicima je uzet uzorak od 30 ml krvi za genetska i
biokemijska istrazivanja, od ¢ega 7 uzoraka nije bilo zadovoljavajuée kvalitete, pa se

stoga konacni uzorak sastojao od 168 djece.

3.2. MJERENJE ULTRAZVUCNIH PARAMETARA KOSTANE GUSTOCE

Svakom je ispitaniku ucinjena uzv denzitometrija kosti. Koristen je uredaj
Sahara (Hologic, Beresford SAD). Uredaj se sastoji od dva prijenosnika zvuka i
programa za analizu podataka. Svim ispitanicima je ucinjeno mjerenje gustocCe petne
kosti ne-dominantne noge (ij. lijeve petne kosti deSnjacima i suprotno). Mjerenja su
ukljuc¢ivala SOS i BUA, dok je QUI koji predstavlja kombinaciju prethodna dva
parametra izraCunat pomocCu programske podrSke aparata. Aparat je svakodnevno
kalibriran upotrebom modela. Mjerenje su provodile dvije medicinske sestre.

Svakom ispitaniku je izmjerena visina i teZina te procjena stadija rasta po
Tanneru. Dodatno je svakom ispitaniku uzet uzorak periferne venske krvi za

biokemijsku, hormonalnu i genetsku analizu. Ova mjerenja provodile su dvije lije¢nice
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Skolske medicine. Roditelji su ispunili anketni upitnik o dosadasnjim bolestima,

prethodnim prijelomima, Zivotnim navikama i nazo¢nosti osteoporoze u obitelji.

3.3. LABORATORIJSKA MJERENJA

3.3.1. Biljezi kostane pregradnje

Svim ispitanicima su odredene serumske koncentracije koStanog izoenzima
alkalne fosfataze (K-AP) i osteokalcina kao biljega koStane izgradnje, te B-crosslapsa
kao biljega kosStane razgradnje. Sva tri biljega su odredena metodom ELISA tvrtke

Nordic Bioscience Diagnostics.

3.3.2. Analiza hormona

Svim ispitanicima odredene su serumske koncentracije estradiola (E»),
slobodnog testosterona i 25-OHD3. E; je odreden metodom s ligandima tvrtke Ortho
Johnson & Johnson, slobodni testosteron je odreden radioimunokemijskom metodom
tvrtke DPC, a 25-OHD3 je odreden metodom ELISA tvrtke IDS.

3.3.3. Odredivanje alela mikrosatelitnih lokusa

Svim ispitanicima uzeto je 5ml periferne krvi s EDTA i iz uzorka je izolirana
DNA pomocu komercijalnog kita za izolaciju DNA (Nucleospin Blood kit, Macherey-
Nagel, Duren, Njemacka). UspjeSnost izolacije provjerena je na 2% agaroznom gelu.
Osnovne znaCajke umnaZzanja, primeri-poCetnice i uvjeti lanCane reakcije
polimerazom (PCR) za Cetiri mikrosatelitna lokusa (Tablica 3.1). Za svaki pojedini
uzorak DNA priredene su 4 odvojene PCR reakcije, ukupan volumen svake pojedine
reakcije bio je 25ul, a PCR reakcija sadrzavala je slijede¢e kemikalije: H,O (20.0ul),
PCR pufer (2.5 ul), dNTPs (0.25ul), 5’ primer obiljeZzen bojom Cy-5 (0.5 pl), 3’ primer
(0.5 ul), Taq polimeraza (0.25ul), DNA (1.0 pl).
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Tablica 3.1. Osnovna obiljezja, primeri-poCetnice i uvjeti umnazanja za Cetiri

analizirana mikrosatelitska lokusa, na temelju podataka proizvodaca

(Nucleospin Blood kit, Macherey-Nagel, Duren, Njemacka)

LOKUS | KROMOSOM | SEKVENCA BROJ 5' PRIMER 3' PRIMER PCR
ALELA UVJETI
95°C 30"
CYP19 15 TTTA 8 GCA GGT TTACAG TGA | 60°C 30"
ACT TAG TAG | GCC AAG GTC | 35X
TTAGCTAC | GT 72°C 30"
94°C 50"
AR X CAG 18 | TCCAGA ATC | GCT GTG AAG | 58°C 40" !
TGT TCC AGA | GTG GCT GTT | 35X
GCG TGC CCT CAT 72°C 1'
94°C 45"
70°C 30" }
1X
72°C 30"
94°C 45"
70°C
(-1°Clciklus)
30" } 9X
IGF-I 12 CA 6 GCT AGC ACC ACT CTG | 94°C 35"
CAG CTG GGA GAA 61°C 30" }
GTGTTATT |GGGTA 05
72°C 30"
ER 6 TA 10 | GAC GCA GCAGAATCA | 5405 o
TGA TAT ACT | AAT ATC CAG
TCA CC ATG 58°C 1"
30X
74°C 1'

ER- a-receptor za estrogen, AR — receptor za androgen,|GF-I —rec. za &imbenik rasta sli¢an

inzulinu,CYP19-receptor za aromatazu

Nakon PCR amplifikacije u aparatu za umnazanje (GeneAmp PCR System

2700, Applied Biosystems, Foster City, SAD) uzorci su dalje analizirani za duzinu
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fragmenata u aparatu za automatsko odredivanje duzine pojedine sekvence.
Umnozeni uzorci DNA su priredivani za elektroforezu na 6% poliakrilamidnom gelu
na ovaj nacin: 1ul DNA pomijeSali smo s 3ul pufera za elektroforezu u kojem je boja,
te s 1ul standarda. Uzorke DNA smo nakon toga denaturirali zagrijavanjem na 94°C
u trajanju od 3 minute. Nakon Sto su uzorci priredeni za elektroforezu, sama
elektroforeza je izvedena u automatskom laser sekvenceru DNA (ALFexpress,
Pharmacia-Amersham, Uppsala, Svedska; Slika 3.1). Uvjeti elektroforeze su bili:
1200V, 50mA, 40W i 45°C kroz 300 minuta. DuzZina fragmenata, odnosno alela, je
odredena pomocu laserom pobudene fluorescencije i programa AlleleLocator-a

(ALFexpress, Pharmacia-Amersham, Uppsala, Svedska).

Slika 3.1. ALFexpress, Pharmacia-Amersham sekvencer DNA

(http://research.amnh.org)

3.4. STATISTICKA ANALIZA PODATAKA

Podaci su analizirani deskriptivnom statistikom i prikazani kao srednja
vrijednost + standardna pogreSka. Za ispitivanje normalnosti distribucije podataka

koriSten je Kolmogorov-Smirnov test. Varijable koje nisu zadovoljile uvjet koristenja
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parametrijskih metoda su prvo bile transformirane, Kkoristenjem inverzne
transformacije, kvadriranja ili koriStenja korijena, da bi se postigla normalna
raspodjela podataka. KoriStene su slijedece transformacije: logaritamska (QUI, BUA,
indeks tjelesne mase i estrogen), inverzna (teZina, testosteron i vitamin D), korjenska
(crosslaps).

Za tatistiCku analizu meduovisnosti genetskih polimorfizama, BMD,
koncentracije biliega koStane pregradnje i koncentracije hormona koristeni su t-test
za broj¢ane podatke s normalnom distribucijom i Mann-Whitney test za podatke koji
ne pokazuju normalnu distribuciju. Koristeno je i stablo klasifikacije za predvidanje
Cimbenika koji su povezani s dijagnozom osteoporoze, koje se temeljilo na CHAID
algoritmu koji je sastavni dio koriStenog statistiCkog programskog paketa, uz
koristenje 10 samoprovjera (engl. crossvalidation). Osim ovoga izraden je i model
hijerarhijske klasifikacije kojim su mjerene slicnosti izmedu istrazivanih varijabli.
Model se temeljio na kvadriranoj euklidskoj udaljenosti izmedu varijabli kao glavhom
pokazatelju za klasifikaciju.

Alelne i genotipske frekvencije prikazane su apsolutnim i relativnim brojevima.
Kako ja zabiljezen vrlo veliki broj genotipskih varijanti, za njih je izraCunata genetska

raznolikost, na temelju formule (138):

H=1-yp
ol lpi

Zbog vrlo visokih vrijednosti genotipske raznolikosti u analizi su koriStene
samo alelne varijante. U analizi povezanosti genetskih biliega s pokazateljima
kvantitativnog ultrazvuka koridten je statistiCki test za trend, uz raCunanje rezultata
analize varijance. KoriStena su dva modela, linearni i nelinearni (kvadratni), koji su
predstavljali dvije sastavnice genetiCke varijance, linearnu i aditivhu. Zadnji korak
analize bio je usmjeren na prepoznavanje svih vaznih ¢imbenika koji su povezani s
mineralnom kostanom gustocom. Stoga je koriStena multipla linearna regresija koja
je prikazivala utjecaj svih prediktorskih varijabli na pokazatelje kvantitativhog
ultrazvuka. U analizi je koriSten statistiCki paket SPSS verzija 13, s razinom

statisticke zna€ajnosti P<0,05.
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4. REZULTATI

Ovim istraZivanjem obuhvaceno je 168 djece, od ¢ega 85 (50,6%) djevojCica i
83 djeCaka (49,4%). DjeCaci i djevojCice nisu se razlikovali po dobi (prosje¢na dob
djeCaka iznosila je 12,31+0,50 godina, a djevojica 12,34+0,51 godina; P=0,436).
Usporedba ostalih pojedinih obiljezja izmedu djeCaka i djevojCica prikazana su u
tablici 4.1. Djevoj€ice su bile znacajno viSe, imale su nizu koncentraciju testosterona,
nizu vrijednost vitamina D, kao i viSe vrijednosti estrogena i IGF-1. Nisu zabiljeZzene

statistiCki znaCajne razlike u ultrazvu¢nim mjerama kostane gustoce.

Tablica 4.1. Usporedba istraZivanih pokazatelja izmedu djevojCica i djeCaka

Djecaci Djevojcice pP*
Srednja Sred.

Svojstvo vrijednost  St. dev.*™™  Vrijed.  St. dev.**

T-vrijednost -0,30 0,73 -0,35 0,73 0,660
Qul 97,6 11,9 97,4 12,2 0,902
eBMD 0,54 0,07 0,54 0,08 0,828
BUA 69,7 12,3 68,3 12,4 0,409
SOS 1560,7 19,8 1559,4 20,8 0,698
Visina (cm) 148,3 6,10 151,1 7,10 0,006
Tezina (kg) 417 8,00 42,8 6,60 0,147
Indeks tjelesne mase [ITM] (kg/mz) 18,9 2,70 18,7 2,40 0,801
Testosteron (nmol/L) 3,02 3,00 1,81 0,94 0,029
Vitamin D (umol/L) 26,4 9,50 23,5 4,70 0,008
Osteokalcin (nmol/L) 143,2 50,3 154,1 52,9 0,172
Crosslaps (nmol/L) 1309,8 460,4 1206,2 383,3 0,147
Protein veznik spolnih globulina (SHBG) 71,6 35,2 77 31,7 0,145
Albumin (g/L) 445 2,60 44,2 2,30 0,324
Estrogen (E2) (nmol/L) 37,7 311 172,2 65,3 0,001
IGF1 (nmol/L) 65,0 28,9 85,9 20,1 <0,001

*KorisSten je t-test, samo za varijable koje su imale normalnu distribuciju, a za one koje nisu
primijenjena je odgovarajuc¢a transformacija kako bi se zadovoljio glavni uvjet koristenja t-testa; **St.

dev — standardna devijacija
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Temeljna usporedba pokazatelja koStane gustoCe po spolu ukazala je na

nesto vece vrijednosti kod djeCaka nego djevojcica (Slika 4.1).

Spol
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Slika 4.1. Prikaz T-vrijednosti uzv petne kosti medu dje€acima i djevoj¢icama

Usporedba alelnih frekvencija prikazana je u tablici 4.2. U genu CYP19
zabiljeZen je samo jedan varijantni alel, u genu IGF dva, a u genu ER tri varijantna
alela (Tablica 4.2). Prikaz genotipskih frekvencija ukazao je na veliku razinu
varijabilnosti. Tako je genotipska raznolikost (H) gena CYP19 iznosila 0,84, gena
IGF-1 0,76, dok je raznolikost za gene AR i ER bila mnogo veca - 0,96 za oba gena
(tablica 4.3).
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Tablica 4.2. Alelne frekvencije istrazivanih gena medu dje€acima i djevojCicama

Djecaci Djevojcice Ukupno

Gen Alel (engl. peaks) N % N % N %
7 34 20,5 28 16,5 62 18,5
7del3 56 33,7 60 35,3 116 34,5
8 18 10,8 28 16,5 46 13,7
9 3 1,8 1,2 1,5
2 10 4 24 24 24
& 11 35 21,1 37 21,8 72 21,4
© 12 8 4,8 8 4,7 16 4,8
13 1 0,6 0 0,0 0,3
19.0 0 0,0 1 0,6 1 0,3
Nepoznato 7 4,2 2 1,2 2,7
16 0 0,0 7 4,1 21
17 9 54 12 7.1 21 6,3
18 115 69,3 103 60,6 218 64,9
19 20 12,0 27 15,9 47 14,0
% 20 8 4,8 11 6,5 19 57
21 2 1,2 2 1,2 1,2
16.8 0 0,0 1 0,6 0,3
17.0 0 0,0 1 0,6 1 0,3
Nepoznato 12 7,2 6 3,5 18 54
15 1 0,6 3 1,8 1,2
16 3 1,8 6 3,5 2,7
17 12 7,2 14 8,2 26 7,7
18 11 6,6 21 12,4 32 9,5
20 16 9,6 24 141 40 11,9
21 9 54 19 11,2 28 8,3
22 5 3,0 27 15,9 32 9,5
g:: 23 11 6,6 23 13,5 34 10,1
24 7 4,2 12 7.1 19 5,7
25 2 1,2 7 4,1 2,7
26 2 1,2 5 29 2,1
27 1 0,6 2 1,2 0,9
28 0 0,0 1 0,6 0,3
Nepoznato 86 51,8 6 3,5 92 27,4

Tablica se nastavija na sljedecoj stranici
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Djecaci Djevojcice Ukupno

Gen Alel N % N % N %
11 1 0,6 0,0 0,0 1 0,3
12 2 1,2 2,0 1,2 4 1,2
13 8 4,8 18,0 10,6 26 7,7
14 36 21,7 39,0 22,9 75 22,3
15 11 6,6 17,0 10,0 28 8,3
16 3 1,8 3,0 1,8 1,8
17 2 1,2 2,0 1,2 1,2
19 9 5,4 12,0 7,1 21 6,3
20 3 1,8 7,0 4.1 10 3,0

21 13 7,8 11,0 6,5 24 7.1
i 22 13 7.8 9,0 53 22 6,5
23 24 14,5 21,0 12,4 45 13,4

24 12 7,2 5,0 2,9 17 5,1
25 7 4,2 6,0 3,5 13 3,9
26 3 1,8 2,0 1,2 5 1,5
27 0 0,0 1,0 0,6 1 0,3
15.6 5 3,0 9,0 53 14 4,2
15.8 2 1,2 0,0 0,0 0,6
16.0 0 0,0 2,0 1,2 0,6
Nepoznato 12 7,2 4,0 24 16 4,8
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Tablica 4.3. Prikaz genotipskih frekvencija istraZivanih gena

CYP19
Oznaka Genotip Ulestalost  Postotak
1 77 7 4.4
2 7-8 3 1,9
3 7-10 2 1,3
4 7-11 11 6,9
5 712 1 0,6
6 8-8 8 5,0
7 89 4 2,5
8 8-10 1 0,6
9 8-11 10 6,3
10 8-12 2 1,3
11 9-11 1 0,6
12 10-11 3 1,9
13 11-11 11 6,9
14 11-12 2 1,3
15 11-13 1 0,6
17 7del3-7 31 19,5
18 7del3-8 10 6,3
19 7del3-10 2 1,3
20 7del3-11 22 13,8
21 7del3-12 2 1,3
22 7del3-19.2 1 0,6
23 7del3-7del3 24 15,1
Nepoznato 9 54
Ukupno 166 100,0
IGF-1
Oznaka Genotip UcCestalost  Postotak
1 16-16 1 0,6
2 16-17 1 0,6
3 16-18 5 3,0
4 17.0-18 1 0,6
5 1717 1 0,6
6 17-18 13 7.8
7 1719 5 3,0
8 18-18 77 46,4
9 18-19 33 19,9
10 18-20 7 4,2
11 18-21 4 2,4
12 19-19 1 0,6
13 19-20 5 3,0
14  20-20 3 1,8
Nepoznato 9 54
Ukupno 166 100,0

AR
Oznaka  Genotip Ucestalost  Postotak

1 15-0 1 0,6

2 15-20 1 0,6

3 15-24 1 0,6

4 16-0 3 1,8

5 16-17 1 0,6

6 16-18 2 1,2

7 16-20 2 1,2

8 16-27 1 0,6

9 17-0 12 7,2
10 17-21 2 1,2
11 17-22 5 3,0
12 17-23 3 1,8
13 17-25 1 0,6
14 17-26 1 0,6
15 17-27 1 0,6
16 18-0 10 6,0
17 18-18 1 0,6
18 18-20 5 3,0
19 18-21 1 0,6
20 18-22 2 1,2
21 18-23 7 4,2
22 18-24 2 1,2
23 18-26 1 0,6
24 20-0 16 9,6
25 20-20 3 1,8
26 20-21 3 1,8
27 20-22 3 1,8
28 20-23 2 1,2
29 21-0 9 54
30 21-21 3 1,8
31 21-22 1 0,6
32 21-23 3 1,8
33 21-24 1 0,6
34 21-25 1 0,6
35 21-28 1 0,6
36 22-0 5 3,0
37 22-22 5 3,0
38 22-23 3 1,8
39 22-25 1 0,6
40 22-26 1 0,6
41 23-0 10 6,0
42 23-23 1 0,6
43 23-24 2 1,2
44 23-26 1 0,6
45 24-0 7 4,2

Tablica se nastavija na sljedecoj

stranici
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Tablica 4.3. — nastavak s prethodne stranice

AR-nastavak ER-nastavak
Oznaka  Genotip Ucestalost  Postotak Oznaka Genotip Ucestalost  Postotak
46 24-24 1 0,6 33 15-22 1 0,6
47 24-25 3 1,8 34 15-23 8 4.8
48 24-26 1 0,6 35 15-25 4 24
49 25-0 3 1,8 36 15.8-15.8 1 0,6
50 25-15 1 0,6 37 16-23 1 0,6
51 26-0 2 1,2 38 17-23 1 0,6
52 27-0 1 0,6 39 19-21 2 1,2
Nepoznato 6 3,6 40 19-22 4 2,4
Ukupno 166 100,0 41 19-23 1 0,6
42 19-24 3 1,8
43 19-25 2 1,2
44 20-21 1 0,6
ER 45 20-22 1 0,6
Oznaka Genotip UcCestalost  Postotak 46 20-23 1 0,6
1 11-14 1 0.6 47 20-25 1 0,6
2 12-19 1 0.6 48 21-22 3 1,8
3 12-21 1 06 49 21-23 4 2,4
4 12-23 1 0.6 50 21-26 1 0,6
5 12-24 1 0.6 51 22-23 1 0,6
6 13-13 2 1.2 52 22-24 1 0,6
7 13-14 6 3.6 53 22-25 1 0,6
8 13-15 2 1.2 54 23-23 4 2,4
9 1317 1 06 55 23-24 2 1,2
10 13-20 3 1.8 56 23-26 1 0,6
11 13-21 2 1.2 57 24-24 1 0,6
12 13-22 6 3.6 58 24-25 3 1,8
13 13-23 1 0.6 59 24-26 2 1,2
14 13-25 1 0.6 Nepoznato 8 4,8
15 14-14 7 4.2 Ukupno 166 100,0
16 14-15 9 54
17 14-16 3 1,8
18 14-17 3 1,8
19 14-19 6 3,6
20 14-20 3 1,8
21 14-21 6 3,6
22 14-22 4 2,4
23 14-23 13 7,8
24 14-24 3 1,8
25 14-25 1 0,6
26 14-26 1 0,6
27 14-27 1 0,6
28 15-15 4 2,4
29 15-15.6 1 0,6
30 15-16 3 1,8
31 1519 2 1,2
32 15-21 3 1,8
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Koristenje djelomi¢ne klasifikacije prema Tanneru ukazalo je na postojanje
statisticki znacajnih razlika u nekim istrazivanim pokazateljima (tablica 4.4). Posebice
je bila izrazena promjena razine testosterona kod djeCaka, estrogena kod djevojCica i
djeCaka te IGF-1 kod djeCaka (tablica 4.4).

Tablica 4.4. Prikaz standardiziranih regresijskih koeficijenata i statisticke znacajnosti
trenda porasta istrazivanih obiljezja po stadiju razvoja prema Tanneru
(analiza trenda koriStenjem analize varijance; prikazani su

standardizirani regresijski koeficijenti i P vrijednosti)

Djecaci Djevojcice Cijeli uzorak
T-vrijednost -0,01 (0,904) 0,02 (0,835) 0,01 (0,998)
Qul -0,02 (0,843) 0,01 (0,920) -0,01 (0,974)
eBMD -0,02 (0,891) 0,01 (0,952) -0,01 (0,955)
BUA -0,06 (0,585) 0,10 (0,354) 0,01 (0,860)
SOS -0,03 (0,817) -0,11 (0,329) -0,07 (0,345)
Tjelesna visina 0,13 (0,240) 0,05 (0,680) 0,13 (0,087)
Tjelesna tezina 0,22 (0,049) 0,22 (0,045) 0,23 (0,003)
Indeks tjelesne mase 0,20 (0,067) 0,22 (0,044) 0,20 (0,011)
Testosteron 0,59 (<0,001) -0,01 (0,904) 0,27 (<0,001)
250HD3 -0,05 (0,632) -0,08 (0,478) -0,11(0,177)
Osteokalcin 0,33 (0,003) 0,13 (0,229) 0,24 (0,002)
Crosslaps 0,41 (<0,001) 0,41 (<0,001) 0,35 (<0,001)
SHBG -0,33 (0,003) 0,12 (0,281) -0,07 (0,349)
Albumin -0,04 (0,699) 0,17 (0,116) 0,05 (0,565)
Estrogen 0,32 (0,004) 0,57 (<0,001) 0,49 (<0,001)
IGF1 0,56 (<0,001) 0,15 (0,182) 0,44 (<0,001)

Meduovisnost raznih pokazatelja ultrazvu¢nih mjerenja gustoce kosti ukazala
je na veliki stupanj korelacije izmedu istrazivanih pokazatelja, koji je za sve
usporedbe bio na razini P<0,001, dok su se koeficijenti korelacije kretali od 0,58
(BUA-SOS) do gotovo potpune korelacije u BMD i QUI (tablica 4.5). Koristenje
hijerarhijskog modela klasteriranja ukazalo je na najveée razlike SOS od ostalih
mjera u prvom koraku analize, dok je nakon iskljuCivanja SOS-a iz analize rezultat
ukazivao na grupiranje T-vrijednosti i BMD u jednoj skupini i QUI i BUA u drugoj
(slika 4.2).
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Tablica 4.5. Koeficijenti korelacije izmedu ultrazvuénih pokazatelja kostane gustoée

QuUI/Stiffnress eBMD BUA SOS
Cijeli uzorak
T-Score 0,97 0,97 0,81 0,84
QuI 0,99 0,84 0,86
eBMD 0,84 0,86
BUA 0,58
Djecaci
T-Score 0,95 0,96 0,81 0,98
Qul 0,99 0,86 0,94
eBMD 0,86 0,94
BUA 0,65
Djevojcice
T-Score 0,99 0,99 0,82 0,79
Qul 0,99 0,82 0,78
eBMD 0,82 0,79
BUA 0,52
a) Dendrogram na temelju kvadrirane euklidske udaljenosti izmedu varijabhli
UTdaljenost od centara klastera
] 5 10 15 20 25
Cenaka Mum  +-————————- - - - - +
T-zcore 1
uBEHD 3 —|
QuUI 2 :‘
BUTA 4
303 5
b) ] 5 10 15 20 25
Ceznalka HNum +-———————- - - - - +
T-3core 1
uBHD 3 J
QUI 2
ETTA E 4

Slika 4.2. Rezultat hijerarhijskog klasteriranja (dendrogram) za analizu sli¢nosti

izmedu mjera kvantitativhog ultrazvuka; a) sve mjere, b) bez SOS
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Analize meduovisnosti pokazatelja mineralne koStane gusto¢e s hormonalnim
razinama ukazala je na postojanje statistiCki znaCajne korelacije izmedu pojedinih
varijabli, posebice SHBG i ultrazvuénih pokazatelja mineralne koStane gustoce
(tablica 4.6).

Tablica 4.6. Prikaz korelacijskih koeficijenata izmedu istrazivanih varijabli
koriStenjem Pearsonovog testa; statisticki znacCajni koeficijenti

korelacije na razini P<0,05 prikazani su masno otisnutim slovima

Testo- Vitamin Osteo- Crossla-

steron D kalcin ps SHBG Estrogen IGF1
T-vrijednost 0,07 <0,01 <0,01 0,05 0,17 -0,05 -0,03
QuI 0,06 0,03 <0,01 0,03 0,18 -0,02 -0,01
eBMD 0,06 0,02 -0,01 0,03 0,17 -0,03 -0,02
BUA -0,01 0,02 -0,08 0,08 0,08 -0,04 0,04
SOS 0,13 <0,01 0,06 0,02 0,17 -0,07 -0,08
Visina -0,06 0,13 -0,04 -0,03 -0,19 0,25 0,29
Tjelesna tezina 0,24 -0,12 0,03 -0,06 0,30 -0,16 -0,25
Indeks tjelesne mase -0,26 0,06 -0,03 0,08 -0,26 0,02 0,12
Testosteron - 0,07 -0,09 -0,21 0,34 0,03 -0,38
Vitamin D 0,07 - 0,03 -0,01 0,02 0,23 0,14
Osteokalcin -0,09 0,03 - 0,6 0,12 0,15 0,15
Crosslaps -0,21 -0,01 0,6 - -0,02 <0,01 0,09
Protein veznik
spolnih globulina
(SHBG) 0,34 0,02 0,12 -0,02 - 0,02 -0,24
Estrogen 0,03 0,23 0,15 0 0,02 - 0,53
IGF1 -0,38 0,14 0,15 0,09 -0,24 0,53 -

Procijenjeni unos kalcija bio je statistiCki zna¢ajno i pozitivho povezan sa svim
pokazateljima mineralne gustoce kosti; korelacijski koeficijenti mijenjali su se od 0,32
za SOS do 0,43 za T-vrijednost, a svi su bili statistiCki znacajni na razini od P<0,001.
Suprotno tome, analiza pokazatelja koStane gustoCe u vezi s koli¢inom sna nije
rezultirala niti jednom statistiCki zna¢ajnom korelacijom. Analiza ostalih ¢imbenika

ukazala je na statistiCki zna€ajnu povezanost pokazatelja mineralne kostane gustoce
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s koristenjem gaziranih pi¢a i razinom fizicke aktivnosti, grani€no znacajno s
gledanjem televizora, a nije bila znacCajna za vrijeme provedeno pred kompjuterom
kao niti za procjenu izloZzenosti suncu tijekom ljetnog ili zimskog razdoblja (tablica
4.7).

Tablica 4.7. Prikaz razina statistiCke znaCajnosti u analizi pokazatelja kostane
gustoCe i odabranih  ¢imbenika ponaSanja i rizika za razvoj

osteoporoze

Gazirana Tjelesna Gledanje Koristenje IzloZzenost IzloZenost

pic¢a aktivnost televizora kompjutera suncu ljeti  suncu zimi
T-vrijednost <0,001 <0,001 0,023 0,260 0,221 0,320
Qul <0,001 <0,001 0,038 0,216 0,117 0,350
eBMD <0,001 <0,001 0,027 0,190 0,100 0,296
BUA 0,007 0,001 0,043 0,255 0,052 0,164
SOS <0,001 <0,001 0,213 0,676 0,243 0,758

U analizi povezanosti genetskih biljega s pokazateljima mineralne koStane
gustoCe izraden je linearni i nelinearni model ucinka alelnih varijanti na istrazivane
pokazatelje. Koristen je linearni regresijski model i nelinearni (kvadratni) regresijski
model, koji je predstavljao moguci aditivni uc€inak alelnih varijanti. Rezultati su
ukazivali na statistiCki zna€ajne rezultate za CYP-19 i AR, i to za oba gena samo u
aditivnom modelu (Tablica 4.8). Uz to je zabiljezen i linearni statisti¢ki zna¢ajan trend
na vrijednostima SOS i gena za CYP-19 (Tablica 4.8). Prikaz ovisnosti nekih
pokazatelja koStane gustoce i alelnih varijanti za gen CYP-19 prikazan je na slici 4.3
a)i3b).
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Tablica 4.8. Prikaz linearnog i nelinearnog trenda povecanja broja ponavljanja unutar

svakog alela i njegove povezanosti s ultrazvucnim pokazateljima

kostane gustoce

Linearni model Nelinearni model
Gen Pokazatelj B P B P
CYP-19 T-score -0,07 0,226 3,32 0,001
Qul -0,07 0,253 4,15 <0,001
eBMD -0,07 0,225 4,10 <0,001
BUA -0,01 0,867 3,62 0,001
SOS -0,12 0,034 3,01 0,008
IGF1 T-score 0,03 0,957 0,13 0,862
Qul <0,01 0,938 0,16 0,833
eBMD <0,01 0,934 0,15 0,851
BUA 0,02 0,692 -0,43 0,565
SOS -0,01 0,927 0,72 0,349
AR T-score 0,06 0,376 -1,97 0,020
Qul 0,07 0,271 -2,23 0,026
eBMD 0,07 0,268 -1,93 0,022
BUA 0,05 0,454 -1,14 0,179
SOS 0,02 0,754 -1,79 0,034
ER T-score -0,02 0,711 0,17 0,825
QuI -0,03 0,556 0,27 0,723
eBMD -0,04 0,541 0,33 0,669
BUA 0,01 0,890 0,26 0,730
SOS -0,02 0,703 0,52 0,496

B — standardizirani regresijski koeficijent
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Slika 4.3. Prikaz pokazatelja kostane gustoce i njihove povezanosti s a) CYP19 i b)

gen za AR
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PrijasSnja istrazivanja su ukazala na nekoliko otprije poznatih alela koji su
povezani s mineralnom koStanom gusto¢om, koji su zatim usporedeni s drugim
skupinama. Najpoznatiji je u€inak CYP19 7del3. U analizi su koriSteni i ostali naj¢esci
aleli drugih gena (tablica 4.9). Ispitanici koji su imali alel CYP19 7del3 imali su bolje
vrijednosti uzv parametara petne kosti, QUI je bio 3,4% bolji, BUA 3,7% veca, a BMD

4,0% bolji nego u ostalih ispitanika.

Tablica 4.9. Prikaz razine statistiCke znacCajnosti za odabrane alele i pokazatelje

ultrazvucne gustoce kosti

Pokazatelj CYP19;

CYP19; alel 7 alel 7 (-del3) IGF-1: alel 18 ER; alel 14
T-Score 0,131 0,988 0,259 0,493
Qul 0,042 0,551 0,237 0,582
eBMD 0,043 0,586 0,250 0,582
SOS 0,143 0,548 0,643 0,820
BUA 0,020 0,573 0,348 0,414

Povezanost alelnih varijanti s pokazateljima pregradnje kosti s vrijednostima
spolnih  hormona ukazala je na postojanje statisticki znaCajne povezanosti CYP19
gena i crosslapsa u nelinearnom modelu, gena za aromatazu i crosslapsa u

linearnom modelu, te koncentracije estrogena i testosterona. (tablica 4.10).
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Tablica

4.10. Prikaz povezanosti

pregradnje kosti i hormona

genetskih biljega

odabranih pokazatelja

Linearni model

Nelinearni model

Gen Pokazatel] B P B P
CYP19 Testosteron 0,01 0,889 -2,16 0,059
Osteokalcin -0,01 0,804 -1,79 0,119
Crosslaps -0,02 0,767 -2,91 0,011
SHBP -0,03 0,609 0,08 0,945
Albumin -0,08 0,142 0,43 0,708
E2 0,07 0,222 -0,56 0,626
IGF 0,03 0,579 -1,00 0,389
Vitamin D -0,05 0,424 -0,59 0,636
IGF1 Testosteron 0,04 0,466 -1,65 0,202
Osteokalcin -0,01 0,959 0,17 0,896
Crosslaps 0,05 0,380 0,54 0,676
SHBP -0,06 0,307 0,164 0,899
Albumin -0,01 0,924 0,54 0,677
E2 -0,03 0,571 2,48 0,055
IGF 0,03 0,585 1,87 0,148
Vitamin D -0,04 0,490 -0,83 0,522
AR Testosteron 0,03 0,693 1,08 0,202
Vitamin D 0,03 0,705 -1,30 0,127
Osteokalcin -0,09 0,185 -1,48 0,081
Crosslaps -0,16 0,015 -1,26 0,134
SHBP 0,04 0,517 -0,26 0,761
Albumin 0,09 0,150 0,34 0,684
E2 0,06 0,363 -0,41 0,631
IGF 0,04 0,560 -0,40 0,638
ER Testosteron 0,12 0,035 0,27 0,721
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Vitamin D
Osteokalcin
Crosslaps
SHBP
Albumin

E2

IGF

-0,01
-0,03
0,04
-0,03
0,06
-0,13
-0,03

0,802
0,569
0,461
0,629
0,294
0,018
0,579

0,03
0,61

0,40
0,40
0,84
-0,41
-0,96

0,968
0,424
0,602
0,597
0,267
0,585
0,207

B — standardizirani regresijski koeficijent

U sljede¢em koraku analize koriSteni su svi dostupni podaci kako bi se

procijenila mogucénost predvidanja koStane gustoCe temeljem svih podataka.

KoriSteno je stablo klasifikacije, a u model su istovremeno bili ukljuCeni i genetski

biljezi. Rezultati stabla klasifikacije za T-vrijednost ukazivali su na unos kalcija kao

najvazniju varijablu, dok niti jedna druga varijabla nije imala dovoljno snazan ucinak

da bi se uvrstila u konacni model (Slika 4.4a). Pri tome je kao granica odredena

vrijednost od procijenjenih 850 mg kalcija na dan, koje je doprinosilo prosjecnoj

promjeni T-vrijednost od 0,5 jedinica (Slika 4.4a). Vrlo sli€an rezultat s istom

grani¢nom vrijednosti dobiven je i za QUI i BUA (Slika 4.4b), dok vrijednosti SOS nisu

mogle biti predvidane koriStenjem dostupnih podataka, tako da model nije bio

izraden.
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Slika 4.4. Prikaz rezultata klasifikacijskog stabla koje je predvidalo a) T-vrijednost i b)

QuI

U sljede¢em koraku analize koriSteni su svi podaci i uvrSteni su u regresijski

model u kojem su ultrazvuéni pokazatelji koStane gustoée bili ovisne varijable, a

ostali podaci neovisne. Rezultati su ukazivali na veliko znaCenje unosa kalcija i

tielesne aktivnosti na sve istrazivane pokazatelje koStane gustocCe, dok su rezultati

analize genetskih biljega ukazivali na granicno znaCajne rezultate samo za gen
CYP19 (tablica 4.11).
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Tablica 4.11. Prikaz razine statistiCke znacajnosti za pojedine neovisne varijable u

regresijskim modelima koji su predvidali vrijednosti pokazatelja kostane

gustoce

Pokazatelj/€imbenik rizika T-score Qui BMD BUA  SOS

Dob 0,508 0,343 0,413 0,454 0,580
Spol 0,694 0,666 0,674 0,750 0,599
CYP19 0,078 0,039 0,049 0,162 0,096
IGFI 0,970 0,924 0,923 0,985 0,821
AR 0,482 0,540 0,462 0,587 0,623
ER 0,679 0,598 0,600 0,450 0,718
Testosteron 0,355 0,428 0,380 0,108 0,793
Vitamin D 0,742 0,974 0,938 0,905 0,928
Osteokalcin 0,381 0,365 0,348 0,025 0,728
Crosslaps 0,347 0,378 0,339 0,056 0,955
SHBG 0,151 0,105 0,140 0,092 0,395
Albumin 0,823 0,865 0,807 0,760 0,703
E2 0,873 0,752 0,820 0,977 0,529
IGF1nmolL 0,347 0,325 0,350 0,069 0,856
Indeks tjelesne mase 0,959 0,855 0,870 0,139 0,234
Unos kalcija <0,001 0,002 0,001 0,002 0,010
Gazirana pi¢a 0,419 0,512 0,570 0,625 0,126
Tjelesna aktivnost 0,004 0,009 0,007 0,101 0,013
Gledanije televizora 0,220 0,195 0,142 0,234 0,622
Koristenje kompjutera 0,761 0,491 0,423 0,264 0,744
Izlaganje suncu ljeti 0,788 0,907 0,919 0,951 0,598
Izlaganje suncu zimi 0,208 0,277 0,267 0,531 0,358
Prosje¢no dnevno trajanje sna 0,291 0,312 0,299 0,230 0,468
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5. RASPRAVA

Glavni cilj ove disertacije bila je analiza odrednica mineralne gustoce kosti kod
djece, koja je ukazala da su gen za aromatazu, unos kalcija, razina tjelesne

aktivnosti glavne odrednice mineralne koStane gustoce.

5.1. GENETICKE ODREDNICE MINERALNE KOSTANE GUSTOCE KOD DJECE

Ova disertacija zasnivala se na Cetiri genetska pokazatelja koji su prije bili
opisivani kao regulatori ili Cimbenici povezani s mineralnom koStanom gustocom u
odrasloj dobi, dok je njihovo znaCenje kod djece mnogo slabije poznato. Prvi od
istraZivanih gena bio je gen CYP19. Njegov proizvod je enzim P450-aromataza, koja
je monooksigenaza, uklju¢ena u metabolizam kolesterola, steroida i drugih lipida.
Protein se nalazi na endoplazmatskom retikulumu, i zaduzen je za zavrsni stadij
sinteze estrogena. Mutacije ovog gena uzrokuju povecanje ili smanjenje aktivnosti
proteina, Sto rezultira poremecajima koji su povezani s disbalansom spolnih
hormona. Gen se nalazi na dugom kraku 15. kromosoma (slika 5.1), a ekspresijski
profil sugerira kako je proteinski proizvod aktivan u spolnim tkivima, bubregu, jetri i
mozgu (slika 5.2). Ovaj gen , tj. njegov protein je do sada povezan s nizom bolesti,
od kojih se €esto spominju razne bolesti vezane uz spolne hormone, ali i poremecaje

kosStane gustoée (139) (tablica 5.1).
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Slika 5.1. Prikaz 15. kromosoma i fiziCke lokacije gena CYP19, na q21.2
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Slika 5.2. Ekspresijski profil gena CYP19

Tablica 5.1. Prikaz najCeS¢e objavljivanih Clanaka povezanih uz gen CYP19 u
bibliografskoj bazi podataka PubMed (138)

Bolest ili stanje Snaga povezanosti Broj ¢lanaka u PubMedu
Karcinom dojke 92,00 2156
Metastatski karcinom dojke 83,56 101
Karcinom endometrija 75,45 111
Endometrioza 73,27 236
Ginekomastia 72,05 45
Virilizacija 66,75 18
Tumor dojke 66,44 132
Endokrinolo$ki poremecaji 64,74 16
Policisticni jajnici 64,09 16
Koriokarcinom 63,41 64
Gubitak kostane mase 63,00 69
Tumori 62,51 763
Osteoporoza 62,00 55

U prikazu snage povezanosti koristen je Novoseek pokazatelj (139), koji

predstavlja sumarni broj koji pokazuje snagu povezanosti nekog gena i poremecaja.
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Novoseek pokazatelj se raCuna na temelju otkrivanja znanja (engl. data mining), a
koristi ¢lanke koji su objavljeni i indeksiranu u bibliografskoj bazi podataka PubMed.

Unutar Cetvrtog introna gena CYP19 nalazi se mikrosatelitni lokus kojeg €ini
razli€iti broj ponavljanja sekvence TTTA. Polimorfizam unutar ove regije uzrok je
promjena u sintezi estrogena koje mogu rezultirati razli€¢itom koStanom masom. Tako
su prijasnja istrazivanja povezivala ovaj gen s osteopenijom i izostalim zatvaranjem
epifiznih pukotina, kao i drugim poremecajima koStane gustoce (140-144).

Rezultati ove disertacije ukazuju na moguéu povezanost ovog gena s
kostanom mineralnom gusto¢om ve¢ kod djece, tako da su djeca sa srednje velikim
brojem ponavljanja unutar ovog gena imala najloSiju kostanu gustocu, dok su djeca s
malim i velikim brojem ponavljanja imala ve¢u mineralnu koStanu gustocu. Ovaj
rezultat bio je statistiCki znaCajan u aditivnom modelu, $to ukazuje i na moguce
medudjelovanje s drugim genima ili drugim mehanizmima koji mogu modelirati ili
posredno biti povezani s kostanom gustocom. Ovaj rezultat uklapa se u novije
spoznaje u kojima je vecina bolesti starije Zivotne dobi zapravo uvjetovana vrlo malim
genetskim ucincima koji su u snaznoj vezi s okoliSnim Cimbenicima (145). Ovakve
bolesti posebno se teSko mogu istraZivati kod djece, posebice jer se Cesto radi o
slozenim odnosima raznih Cimbenika, koji ukljuCuju genetsko nasljede, okolidne
rizike, Cimbenike ponasanja, ali i moguce slu€ajne dogadaje.

Snaga povezanosti gena CYP19 i mineralne koStane gustoée kod djece bila je
izraZenija u nekim fazama rasta. Ovaj rezultat ukazuje na moguée razdoblje u kojem
je gen aktivan i ima snazni ucinak na kost, dok se u drugim razdobljima taj ucinak
slabije iskazuje ili ga nema. Ovaj rezultat dodatno pokazuje slozenost naCina na koji
su neki geni povezani sa svojstvom ili bolesti, ukazuju¢i na mogucu pojavu
nejednake snage povezanosti u raznim razvojnim stadiima. Ovo je posebice
zanimljivo u pubertetu jer se tada dogadaju mnoge endokrinoloske promjene koje su
veC same po sebi slozene i imaju raznoliko djelovanje na mineralnu kostanu gustocu.
Stoga se kao preporuka buducih istrazivanja treba navesti potreba za vrlo velikim
povecanjem istrazivanog uzorka (jer je slozene pojave mnogo lakSe prepoznati na
vrlo velikim uzorcima), nuzno detaljno odredivanje stadija pubertalnog razvoja, a
konacno i moguca provedba longitudinalnih istrazivanja, koja bi mjerila mineralnu
kostanu gusto¢u u raznim razvojnim stadijima, kako bi se mogla opisati dinamika

povezanosti gena s mineralnom kostanom gusto¢om.
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Usporedba drugih istraZivanih gena s koStanom gustocom rezultirala je
nepostojanjem statisticki znaCajne povezanosti. Razlozi ovom mogli bi biti
mnogostruki. Prvo, moguce je da neki od ovih gena pokazuju raznoliku povezanost s
kostanom gusto¢om, kako je ve¢ prikazano u primjeru gena CYP19. Drugo, moguce
je da je ucinak ovih gena na kostanu gusto¢u znacajniji tijekom starije dobi, kada se
koStana gusto¢a poCne smanijivati.

Drugi od istrazivanih gena bio je gen za IGF-1. Ovo je gen Ciji je proizvod
poznat i kao somatomedin C, polipeptidni spoj sli¢an inzulinu, koji ima vaznu ulogu u
rastu tijekom djetinjstva i ima anaboli¢ne ucinke kod odraslih (146). Gen se nalazi na
12. kromosomu (slika 5.3), a njegova ekspresija poznata je iz gotovo svih istrazivanih
tkiva, Cime se potvrduje njegovo znacenje u rastu i razvoju raznih tkiva, posebice u
jetri, prostati i jajnicima (slika 5.4). Gen je do sada najCeSce opisivan u svezi s raznim
poremecajima rasta, ali isto tako i u osteoporozi i poremecajima regulacije mineralne
gustocCe kosti (147) (tablica 5.2).
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Slika 5.3. Prikaz 12. kromosoma i fiziCke lokacije gena IGF-1, na g23.2
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Slika 5.4. Ekspresijski profil gena IGF-1 (147)
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Tablica 5.2. Prikaz naj¢eS¢e objavljivanih ¢lanaka povezanih uz gen IGF-1 u
bibliografskoj bazi podataka PubMed (147)

Bolest ili stanje Snaga povezanosti Broj clanaka u
PubMedu
Akromegalija 95.20 858
Laronov sindrom 89.86 220
Nedostatak hormona rasta 89.33 167
Nizak rast 85.39 270
Problemi rasta 81.62 107
Rezistencija na IGF-1 79.96 62
Hipopituitarizam 79.13 49
Pituitarni adenom 76.04 42
Rezistencija na inzulin 75.16 298
Usporenje rasta 74.00 133
Osteoporoza 62.56 147
Idiopatska osteoporoza 62.55 36

Rezultati ove disertacije nisu pokazali statistiCki znaCajnu povezanost gena s
bilo kojim od istrazivanih obiljezja. Stoga bi se u zaklju¢ku moglo reci da na temelju
istrazivanog uzorka djece nije dokazana povezanost ovog gena i ultrazvucénih
pokazatelja mineralne koStane gustoce.

Treéi istrazivani gen bio je receptor za estrogen, ER a. Ovo je jedan od
elemenata skupine receptora koje aktivira estrogen, od kojih je zanimljiv receptor na
jezgri stanice. Njegova glavna uloga je vezanje transkripcijskih Cimbenika, ¢ime
regulira aktivhost DNK. Postoje dvije domene receptora, a i 3, koje su nuzne za
aktivnost receptora. Gen koji je bio ukljuen u ovo istrazivanje nalazi se na dugom

kraku Sestog kromosoma (Slika 5.5). Analiza ekspresije ukazuje na Cestu aktivnost u

.....
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(slika 5.6). Dosadasnja istrazivanja najCeSCe su ovaj receptor povezivala s
karcinomom dojke i drugim tumorima, a opisana je i povezanost s osteoporozom i

poremecajima kosStane gustoce (148) (tablica 5.3).
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Slika 5.5. Prikaz 6. kromosoma i fiziCke lokacije gena ER, na q25.2

1000 eNorthern Normal eNorthern Cancer

Morrmalized counts
o
_

Immune Secretory Internal

Slika 5.6. Ekspresijski profil gena ER (148)
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Tablica 5.3. Prikaz naj¢eSée objavljivanih ¢lanaka povezanih uz gen ER u
bibliografskoj bazi podataka PubMed (148)

Broj ¢lanaka u

Bolest ili stanje Snaga povezanosti
PubMedu

Karcinom dojke 90.87 762
Duktalni karcinom 85.92 144
Tumori 85.09 4873
Karcinom endometrija 81.68 325
Osteoporoza 76.47 243
Osteoporoza,
postmenopauzalna 72.83 71
Gubitak koStane mase 58.88 43

Rezultati ove disertacije nisu pokazali statistiCcki znacCajnu povezanost
receptora ER s uzv parametrima petne kosti u djec€joj dobi. Istovremeno, rezultati su
pokazali da je ER bio statistiCki znacajno povezan s razinom estrogena (P=0,018) i s
razinom testosterona (P=0,035), Sto potvrduje vaznost ovog gena u regulaciji razine

tih hormona.

Cetvrti analizirani gen je gen za androgeni receptor, poznat i kao NR3C4. Gen
se nalazi na dugom kraku kromosoma X, na lokaciji q12 (149) (slika 5.7). Analiza
ekspresije ukazala je na aktivnost u imunoloskim i ziv€anim tkivima, a najizrazenija je
aktivnost zabiljezena u prostati, kozi i dojci, ali isto tako i u debelom crijevu (slika
5.8). Proizvod ovog gena je androgeni receptor NR3C4 (engl. nuclear receptor
subfamily 3, group C, member 4). Ovo je jedan od receptora na jezgri stanice, koji
aktivira vezivanje androgenih hormona, testosterona i dihidrotestosterona, a slican je

i progesteronskom receptoru, s kojim ponekad moZe imati kriznu osjetljivost.
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Dosadas$nja istraZivanja povezuju ovaj gen s raznim bolestima, ponajprije vezanih uz

muske spolne hormone (150-152) (tablica 5.4).
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Slika 5.7. Prikaz kromosoma X i fiziCke lokacije gena AR, na q12.
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Slika 5.8. Ekspresijski profil gena AR (149)

Tablica 5.4. Prikaz najCeS¢e objavljivanih Clanaka povezanih uz gen AR u
bibliografskoj bazi podataka PubMed (149)

Broj Clanaka u

Bolest ili stanje Snaga povezanosti PubMedu
Karcinom prostate 93.05 1965
Djelomi¢ni sindrom neosijetljivosti

na androgene 90.40 22
Potpuni sindrom neosijetljivosti na

androgene 87.40 33
Spinobulbar na misi¢na atrofija 78.76 11
Virilizacija 72.43 31
Rekurentni karcinom prostate 69.36 19
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Glavna funkcija androgenog receptora je povezana s razvojem i odrzavanjem
fenotipskih obiljezja muskaraca (153). Osim ovoga, androgeni receptori su povezani i
s drugim djelovanjima, poput izravhog medudjelovanja s DNK, koje je povezano s
transportom nekih iona, a konaéni uCinak moze biti i izravna fosforilacija DNK s
rezultatom njezine aktivacije ili inaktivacije. Tako su neki oblici ovog receptora

povezani i s nekoliko regulatora misSi¢nog rasta (154).

Medutim, novije spoznaje govore u prilog mnogo slozZenijoj prirodi nastanka
osteoporoze uzrokovane genetskim Cimbenicima. Ovakva istrazivanja temelje se na
cjelogenomskim analizama (engl. genome-wide association study), koje se zasnivaju
na vrlo velikom broju genotipiziranih biljega, u pravilu oko 500 tisu¢a do milijun biljega
(145). Cjelogenomska analiza ima mnogo prednosti. Prva od njih je nepostojanje
nulte hipoteze, dakle neograni¢enost u predvidanju u shvaéanju nekog svojstva ili
bolesti. Ova metoda jednostavno analizira povezanost istrazivanog svojstva sa svim
dostupnim biljezima, a na taj nacin pronalazi i moguce rezultate koji nisu bili
oCekivani, ukljuCujuci i pronalazak svih regulatornih mehanizama. Ovo se najbolje
oCituje primjerom za transporter mokrac¢ne kiseline SLC2A9 (154). Mokrac¢na kiselina
izluCuje se iz organizma pomocu prijenosnika URAT1, koji je smjeSten u bubrezima
(155). Koristenje cjelogenomske analize pokazalo je da postoji transporter koji je
sedam puta jaCi od do tada poznatog, URAT1, koji je otkriven KkoriStenjem
cjelogenomske analize.

Dosadasnja istrazivanja osteoporoze KkoriStenjem cjelogenomske analize
pokazala su veliki broj genetskih biljega koji su uklju€eni u metabolizam kosti, koji do
tada nisu bili otkriveni koristenjem uobicajenih istrazivackih metoda. Tako su do sada
opisani geni na 8. kromosomu - TNFRSF11B (osteoprotegerin) i jo$ jedan gen na 11.
kromosomu - LRPS5 (low density lipoprotein-receptor-related protein) (156). Drugo
slicno istrazivanje pronaslo je gen UGT2B17, koji je takoder povezan s
osteoporozom (157). Medutim, ovdje se pokazuje i glavha mana cjelogenomskih
istraZivanja (145). Ovaj oblik istrazivanja vrlo je snazan za istrazivanje svojstava koje
su podlozne razvoju bolesti, a ne bolestima. Tako je statistiCka snaga detekcije gena
mnogo manja ako se analizira binarno svojstvo (osteoporoza, da ili ne), nego ako se
analizira kvantitativno svojstvo (mineralna gustoéa kosti). Druga je mana
cjelogenomskih analiza da je potreban jako veliki uzorak kako bi se dostigli statisticki

znacajni rezultati, koji je u novije vrijeme gotov isklju€ivo veci od 50.000 ispitanika
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(145). Stoga je na buduéim istrazivanjima da ustanove dodatne gene koji su
povezani s mineralnom koStanom gusto¢om i osteoporozom, na temelju suradnje
veceg broja strucnjaka i stvaranjem vrlo velikih uzoraka na kojima se provodi analiza
podataka. Potrebno je i naglasiti kako cjelogenomska istrazivanja do sada niti
jednom nisu prikazala neke od uobi€ajenih gena, poput onih koji su istrazivani u ovoj
disertaciji, Sto dodatno ukazuje na slozenu prirodu regulacije ovog svojstva i pojavu
osteoporoze.

Genetski polimorfizmi imaju snazan u€inak na mineralnu kostanu gustocu, a
ranije objavljena istraZzivanja sugeriraju da je oko 50-85% varijabilnosti koStane
gustoc¢e pod genetskim utjecajem (158), Sto je jo$S izrazenije u mladosti (159). To
potvrduju i rezultati ove disertacije u usporedbi s rezultatima slicnog istrazivanja
provedenog na muskarcima, koje je pokazalo kako je CYP19 snazno povezan s

kostanom mineralnom gusto¢om (160).

5.2. OKOLISNE ODREDNICE MINERALNE KOSTANE GUSTOCE KOD DJECE

Jedan od glavnih rezultata ove disertacije je prikaz znacenja unosa kalcija kao
glavne odrednice mineralne kostane gustoée ve¢ u pubertalnoj dobi. Ovaj rezultat u
skladu je s nizom istrazivanja provedenih na odraslim ispitanicima, a potvrduje
znacCenje pravilne prehrane s dovoljnom koliCinom kalcija kao jedne od najvaznijih
odrednica mineralne koStane gustoCe. Ovaj rezultat ve¢ je poznat otprije (161), i
potvrduje veliku vaznost odrZzavanja pravilnog rezima prehrane vec u pre-pubertalnoj
dobi, kao i prehrane majke tijekom trudnoce, koja se odrazava Cak do 16 godina
kasnije na kosStanoj mineralnoj gustoCi adolescenata (162,163). Medutim, druga
istrazivanja Cesto su prikazivala i u€inak ostalih okoliSno uvjetovanih ili modificiranih
varijabli na mineralnu gustocu kosti, poput tjelesne aktivnosti, koliine sna, gaziranih
pica i izlaganja suncu (161-163). Medu navedenim varijablama, rezultati ove
disertacije potvrduju i znaCenje tjelesne aktivnosti na stanje koStanog sustava, na
naCin da je veca razina tjelesne aktivnosti bila povezana s boljom kostanom
mineralnom gusto¢om. Ovaj rezultat u skladu je s prijasnjim istraZivanjima, koja
povezuju smanjenje tjelesne aktivnhosti s loSijim pokazateljima koStane gustoce

(161,164). Tako je istrazivanje provedeno na 500 djece ukazalo na pojavu snazne
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povezanosti mineralne koStane gusto¢e lumbalnog podrucja kraljeznice s unosom
kalcija i tielesnom aktivnosti, koje je bilo jo§ snaznije izrazeno medu dje¢acima (161).
U tom je istrazivanju pokazano kako i stadij razvoja prema Tanneru ima snazan
ucinak na dinamiku razvoja kostane gustoce, Sto nazalost nije bilo dovoljno dobro
mjereno u ovom istrazivanju, tako da izravne usporedbe nisu bile moguée. Osim
toga, to je istrazivanje na raspolaganju imalo nesto drugacdiji dizajn, koji je obuhvacao
djecu dobi od 4 do 20 godina, ¢ime su imali mnogo veci opseg procjene pubertalnog
razvoja i time su mogli dobiti bolji raspon stadija razvoja prema kojem su izradili
krivulje dinamike rasta i razvoja mineralne koStane gustoce tijekom adolescencije
(161). Isto istrazivanje prikazuje rezultate u kojima se procjenjuje doprinos genetskih
Cimbenika na ¢ak do 80% varijance, i navodi kako se ovdje radi o pogresci jer su neki
¢imbenici mogli biti povezani i sa zajedniCkim naCinom Zivota €lanova obitelji koji
onda uzrokuje pogreSno povecanje procjene genetickog doprinosa. Johnson i sur.
pokazuju da doprinos genetskih &imbenika mozZe varirati od 25% do 85% (165).
Jedno drugo istrazivanje prikazuje detaljne vrijednosti nasljedivosti za 13 podrucja
kosti, izraCunate na temelju blizanaca (166). Tako je nasljedivost kostane gustoce
kostiju glave procijenjena na preko 95%, kuka 87-90% (ovisno o spolu), donjih udova
49-56%, zdjelica kod Zena 68%, kod muSkaraca 26%. Ove razlike su moguce
povezano s metodoloskim poteSko¢ama u procjeni nasljedivosti, koja se izrazava kao
postotak varijance nekog svojstva koji je pripisiv genetskim ucincima. Naime,
nasljedivost se izraCunava na temelju procjene varijance okoliSa i ukupne varijance
nekog svojstva, a zatim se na temelju ovih razlika izraCunava preostala varijanca koja
se onda smatra postotkom ucinka koji je pripisiv genetskim Cimbenicima (145). Pri
tome nasljedivost najviSe ovisi o varijanci okoliSa, na naCin da ¢e u okoliSima koji su
raznolikiji varijanca okoli8a biti veCa, a kako je ukupan zbroj varijance okolisa i
genetskih ¢imbenika najvise 100%, time postaje jasno kako Ce varijanca genetskih
Cimbenika, tj. nasljedivost biti manja u slu€ajevima raznolikijeg okolisa. Suprotno
tome, nasljedivost Ce biti ve¢a ako je mjerena u populaciji koja nema veliku
raznolikost okolisa i izloZzena je sli€nim ucincima. Drugi problem procjene
nasljedivosti je u€inak zajedni¢kog okolisa (145). Naime, Clanovi jedne obitelji ne
dijele samo genetski materijal, nego dijele i neke zivotne navike, poput prehrane, ali i
drugih navika. Stoga je u procjeni nasljedivosti moguce krivo procijeniti doprinos
genetskih Cimbenika ako se ne koriste modeli koji procjenjuju i udio varijance koji

nastaje zbog ne-genetskih uc€inaka zajedni¢kog okoliSa. Tijekom provedbe ove
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disertacije nije pronadeno niti jedno istrazivanje koje u obzir uzima i zajednicki okoli$
s ciliem kvantifikacije njegovog ucinka, $to ukazuje na probleme u procjeni

nasljedivosti i njezinu mogucu nepreciznost.

Pregled Cochrane Review baze podataka ukazao je na nekoliko istrazivanja
vezanih uz mineralnu kostanu gustocu. Jedno od njih bilo je istrazivanje ucinka
nadomjesnog kalcija u djecjoj dobi (166). Istrazivanje je provedeno s ciliem odgovora
na pitanje u€inka nadomjesne terapije kalcijem kod djece i zadrzavanja pozitivhog
ucinka unosa kalcija na mineralnu kostanu gusto¢u. Provedeno je pregledom baza
podataka CENTRAL, (Cochrane Central Register of Controlled Trials), MEDLINE
(1966. do 2005.), EMBASE (1980. do 2005.), CINAHL (1982. do 2005.), AMED
(1985. do 2005.), MANTIS (1880. do 2005.) ISI Web of Science (1945. do 2005.),
Food Science and Technology Abstracts (1969. do 2005.) i Human Nutrition (1982.
do 2005.), uz dodatno pretrazivanje nekoliko izvora kongresnih sazetaka. U
istraZivanje su bili uklju¢eni randomizirani kliniCki pokusi, usporedeni s placebom, koji
su trajali barem tri mjeseca, kod zdrave djece. Pronadeno je 19 takvih istrazivanja, u
koja je bilo ukljueno 2.859 djece. Glavni rezultati pokazali su kako nadomjesna
terapija kalcijem nije bila povezana s mineralnom koStanom gusto¢om vrata bedrene
kosti ili lumbalnog podrucja kraljeznice (166). Nadomjesni kalcij imao je mali pozitivan
ucinak na mineralnu kostanu gustocu cijelog tijela, ali je doprinosio s 1,7% varijance,
koja ima procijenjeni ucinak od 0,1-0,2% smanjenja rizika lomova kosti godisnje.
Jedini uCinak imao je na kosti gornjih udova, stoga autori na temelju dostupnih
rezultata zakljuCuju kako nadomjesni kalcij tijekom djetinjstva nema snazan klinicki
ucinak (167). lako rezultati ovog istraZivanja pokazuju kako nadomjesni kalcij nije bio
povezan s mineralnom koStanom gustocom, moguce je da se u nekim obiteljima koje
koriste prehranu s viSe kalcija kod djece zadrZe neki oblici te prehrane, koji kasnije
odrzavaju stalni povecani unos kalcija i time imaju pozitivan u€inak na mineralnu

gustocu kosti.

Nepostojanje drugih statistiCki znacajnih rezultata moguca je posljedica male
veliCine uzorka, slozene prirode istrazivackog pitanja ili mogucih problema prilikom
prikupljanja podataka. Bez obzira na ove poteskoce, glavni sazeti zakljuCak okolisnih
ucCinaka na koStanu gusto¢u mogao bi se svesti na dvije osnovne varijable (unos

kalcija i tjelesna aktivnost), uz osvrt na varijable koje su bile povezane s koStanom
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gusto¢om u drugim istrazivanjima. Temeljem ovih spoznaja, mogucée je predloziti i
programe intervencije s ciliem poboljSanja mineralne koStane gustoCe kod djece.
Takav program mogao bi se provoditi na djeci koja jo$ nisu niti uSla u pubertet, a
njegovo bi znacenje moglo biti vrlo dugoro€no. Osnovica takvog programa bila bi na
dostathom unosu Kkalcija, putem promicanja konzumacije mlijeka i mlije¢nih
proizvoda, koje bi bilo u bliskoj vezi s poticanjem tjelesne aktivnosti kod djece.
Ovakav programa bio bi u skladu i sa smjernicama za smanjenje prekomjerne
tielesne tezine kod djece, ¢ime bi provedba jednog ovakvog programa mogla biti
viSestruko korisna. U program bi svakako trebalo ukljuciti i roditelje, a njima

savjetovati kako mogu poduprijeti provedbu aktivnosti sa svoje strane.

5.3. OGRANICENJA ISTRAZIVANJA

Jedno od glavnih ograniCenja ove disertacije je presjeCna priroda istrazivanja,
koje se temeljilo na samo jednom ultrazvuénom mjerenju mineralne koStane gustoce.
Tijekom tog mjerenja su u istrazivanje bila uklju¢ena djeca oba spola, sli¢ne dobi, ali
u raznim stadijima pubertalnog razvoja. Tako je odmah u poCetku u istrazivanju bila
prisutna visoka razina varijabilnosti. Drugi glavni problem istraZivanja je visoka razina
varijabilnosti genotipova, koji bi u slu€aju analize genotipskog utjecaja na kostanu
mineralnu gustoéu rezultirale stvaranjem vise od 40 skupina u analizi npr. gena za
estrogenski receptor. Stoga je analiza bila usmjerena na analizu alelnih ucinaka, koji
su provodeni koriStenjem dva modela koji su se zasnivali na pretpostavci linearnog i
aditivnog ucinka. Pri tome je za dva gena zabiljeZen aditivni nelinearni ucinak, koji je
bio izrazeniji za CYP19. Jedno od ograniCenja istrazivanja je vezano i uz nacin
procjene pubertalnog stadija razvoja, koji se kod djevojcica zasnivao na dva obiljezja,
a kod djeCaka samo na jednom, tako da je opseg informativnosti kod djeCaka bio
nesto manji, Sto je dodatno povecavalo varijabilnost rezultata. KoriStenje upitnika
moglo je takoder biti moguci izvor pogreske, posebice u slu¢ajevima da su djeca
davala drustveno pozeljne odgovore, poput moguéeg smanjivanja vremena koje
provedu ispred televizora ili raCunala. Bez obzira na moguce probleme, anketom je
pokazano kako je glavni prediktor mineralne koStane gustoce unos kalcija, Sto se
slaze s pretpostavkama i nekim literaturnim nalazima.

Drugi veliki problem je raznolikost uzorka, koji se sastojao od djece koja su

bila u raznim stadijima pubertalnog razvoja. Cak niti koritenje podatka o razini
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pubertalnog razvoja medu djecom nije znacajnije mijenjalo rezultat istrazivanja, tako
da zbog metodoloskih problema prilikom prikupljanja podataka ovo nije uzeto u obzir
u analizi. Stoga bi se kao preporuka buducih istrazivanja trebalo naglasiti da je
potrebno sakupiti djecu koja su u istom stadiju pubertalnog razvoja i provesti ovakvo
istraZivanje samo medu njima, kako bi se dobio sli¢niji uzorak i samim time i
reprezentativniji rezultati istrazivanja.

Kao idealan model za buduce istrazivanje ove teme postavlja se
cjelogenomsko (engl. genome-wide association) istraZivanje sa serijskim mjerenjima
mineralne kosStane gustoce. Ovakav oblik istraZivanja u znatnoj bi mjeri mogao
poboljSati metodoloski okvir za shvacanje dinamike razvoja kosti tijekom puberteta.
Konacno, istrazivanje genetske podloge mineralne koStane gustoCe trebalo bi
provesti na mjeSovitim uzorcima odraslih i djece (ili joS bolje u prospektivnom obliku
istraZivanja koje bi obuhvatilo djecu u dobi od 10 godina a zatim bilo ponovljeno u
dobi od 15, 20 i 25 godina), kako bi se bolje shvatile odrednice koje djeluju tijekom
pubertalnog razvoja i kasnije u odrasloj dobi. Uz to bi se mogla provesti usporedba
mjerene koStane gustoce koriStenjem ultrazvuka i DEXA metode, koja bi omogucila i
shvacanje mogucih razlika u dinamici mjerene mineralne kosStane gusto¢e i one koja

je procijenjena na temelju mjerenja kvantitativnog ultrazvuka petne kosti.
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6. ZAKLJUCAK

Provedbom istraZivanja o povezanosti genetskih polimorfizama i mineralne kostane

gustoce kod djece kao glavni zakljucci postavljaju se:

- sekvence TTTA unutar gena CYP19 imala su niZu vrijednost uzv parametara

gustoce kosti
- utjecaj gena CYP19 na uzv parametre kosti bio je statistiCki znacCajan i u
regresijskom modelu koji je kontrolirao utjecaje mnogih drugih okoliSno

uvjetovanih varijabli

- utjecaj drugih analiziranih gena: IGF-1, gena za androgeni receptor i gena za

ER nije bio znaCajan

- unos Kkalcija i razina tjelesne aktivnosti imaju pozitivan ucinak na uzv

parametre kosti u djece
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7. SAZETAK

Cilj ove disertacije bio je istraziti povezanost mineralne koStane gustoée kod
djece s genetskim polimorfizmima. Disertacija je provedena na uzorku od 168 djece
(85 djevojcica i 83 djeCaka). Analizirani su ucinci Cetiri gena na mineralnu koStanu
gustocu: aromataze, IGF-1, receptora za estrogen i receptora za androgen. Osim
ovoga, za svakog je ispitanika prikupljen i niz podataka iz ankete, koji su obuhvacali
prehrambene navike, kao i druge oblike ponasSanja koji su povezani s kostanom
gustoc¢om. Rezultati su ukazali na statistiCki znaCajnu povezanost mineralne kostane
gustoCe kod djece s genom za aromatazu CYP19, unosom kalcija i koli€Cinom tjelesne
aktivnosti. Ovo potvrduje sloZzenu prirodu mineralne kostane gustocCe i upucuje na
mogucnost provedbe intervencijskog programa koji bi za cilj imao povecanje
mineralne koStane gustoée kod djece, sve s ciliem smanjivanja Sanse za nastanak

osteoporoze i drugih Stetnih posljedica smanjenja mineralne kostane gustoce.
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8. SUMMARY

The association of ultrasonography indicators of the pediatric bone mineral

density and genetic polymorpisms

The aim od this study was to investigate the association of the bone mineral
density in children with genetic polymorphisms. The sample consisted of 168 chidlren
(85 girls and 83 boys). Four polymorphisms were analysed — aromatase, IGF-1,
estrogen receptor and androgen receptor. Furthermore, for each examinee a survey
was used to estimate dietary habits and other possible behavioural patterns
associated with bone mieral density. The results indicated significant association of
CYP19 aromtase with bone mineral density, as well as significant association of BMD
with calcium intake and physical activity. This confirms the complex nature of the
bone mineral density determination and suggests the potential targets for intervention
program which would be aimed at reducing the risks of developing osteoporosis and

other adverse outcomes related to reduction of bone mineral density.
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10. PRILOZI

10.1. PRILOG 1 - ANKETNI UPITNIK

Postovani roditelji,

Pazljivo procitajte dolje navedena pitanja, molim Vas za malo strpljenja i potpunu
suradnju, rezultati nece utjecati na nikakve promjene u Vasem statusu ili u statusu
Vase djece.

Na osnovu svih rezultata vidjet ¢e se da li treba neSto mijenjati u okviru Skolske
prehrane, povecanja sati tjelesne aktivnosti ili nesto drugo. Rezultati Vasih anketa su
povjerljivi i ne smiju se za niSta drugo upotrijebiti osim za provodenje ovog

istrazivanja.

ANKETNI UPITNIK o prehrani tjelesnoj aktivnosti Vase djece

1. Pitanje DNEVNA KOLICINA Kalcija u hrani izrazava se u miligramima (mg). Za
odgovor o unosu dnevne koliCine kalcija, dobit ¢ete popis namirnica bogatih
kalcijem, vidjeti koli€inu na koju je izraCunata koli€ina kalcija, odrediti koliko puta
se ta namirnica koristi dnevno i u kojoj koli€ini, pogledati sve namirnice, zbrojiti
predlozene koli€ine i izraCunati dnevni unos kalcija u mg.

2. Da li vaSe dijete konzumira gazirana pi¢a: Fanta, Coca Cola, Sprite? Potrebno
odrediti dnevnu koli¢inu:

1. do 2 dcl/dnevno
2. od 2 do 6 dcl/d
3. viSe od 6 dcl/d
4. ne konzumira gazirano.
3. Da li je Va$e dijete fiziCki aktivno? Molim navesti sport koji trenira VaSe dijete

najmanje godinu dana 3 x tjedno. ( ).

1. aktivno bavljenje nekim sportom najmanje godinu dana
2. 2x tjedna srednja fiziCka aktivnost u trajanju 1-2 sata (trCanje, povremeni

grupni sportovi, aerobik, gimnastika)
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3. mala-minimalna tjelesna aktivnost: Setanje, spremanje ku¢e do maksimalno 2
sata tjedno.
4. Koliko sati VaSe dijete provodi vremena ispred TV dnevno?
1. manje od 1 sat
2. od 1 do 3 sata
3. od 3 do 4 sata
4. viSe od 4 sata
5. Koliko sati Vase dijete provodi pred kompjuterom dnevno?
1. manje od 1 sat
2. od 1 do 3 sata
3. od 3 do 4 sata
4. viSe od 4 sata
6. Koliko sati VaSe dijete boravi dnevno vani tijekom ljeta:
1. od 1 do 2 sata
2. od 2 do 4 sata
3. od 4 do 6 sati
4. viSe od 6 sati
7. Koliko sati Va$e dijete boravi dnevno vani tijekom zime:
1. manjeod 1 sata
2. od 1do 2 sata
3. od 2 do 4 sata
4. vide od 4 sata

8. Koliko sati Vase dijete spava? Molim navesti apsolutnu vrijednost !

U prilogu tablica za preracunavanje dnevne koliCine kalcija unesene hranom u mg.

Unaprijed Zahvaljujem

Blazenka Miski¢, dr. med.

spec. int. medicine
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10.2. PRILOG 2 - OBAVIJEST ZA PRISTANAK ISPITANIKA U ISTRAZIVANJU

Postovani roditelji

Ovim putem Vam zelimo pojasniti svrhu i cilj ovog ispitivanja, te osigurati Vas

dobrovoljni pristanak za sudjelovanje VaSe djece u njemu.

Tema istrazivanja je:
Ovisnost ultrazvuénih parametara petne kosti u dje€joj dobi o genskim

polimorfizmima

CILJ ISTRAZIVANJA

Osnovni cilj istrazivanja je utvrditi utjecaj pojedinih genetskih ¢imbenika na
maksimalnu koStanu masu koja se postize od puberteta do treCeg desetljeca Zivota i
genetski je zadana. Niska kostana gustoca je jedan od glavnih uzroka osteoporoze u
kasnijoj dobi.

Buduc¢i da su spolni hormoni, posebno estrogeni, te Cimbenik rasta slican
inzulinu (IGF-1) medu najvaznijim regulatorima metabolizma kosti, primarni cilj ovog
istraZivanja je analizirati utjecaj gena za estrogeni receptor, gena za androgeni
receptor, gena za IGF-1 i gena za aromatazu (enzim potreban za pretvorbu
androgena u estrogen) na mineralnu kostanu gusto¢u (BMD) mjerenu kvantitativnim

ultrazvukom u djevoj€ica i djeCaka u dobi od 11 i 12 godina.

Sekundarni ciljevi istrazivanja su:
1. ANALIZIRATI MEDUOVISNOST uzv parametara petne kosti s
antropometrijskim parametrima: TV, TT i BMI.
2. Analizirati meduovisnost uzv parametara petne kosti i fiziCke aktivnosti, unosa
mlije€nih proizvoda, konzumiranja gaziranih pica.
3. Analizirati meduovisnost UZV parametara petne kosti i Tannerove klasifikacije

sekundarnih spolnih oznaka.
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4. Analizirati meduovisnost polimorfizma mikrosatelitnih regija gena za alfa
estrogeni receptor, gena za androgeni receptor, gena za IGF-1, gena za

aromatazu i 25-OHD u serumu.

Trajanje

Svi uc€enici koji imaju pismenu suglasnost roditelja za uklju€enje u ispitivanje i
vadenje krvi ¢e pristupiti ispitivanju. Mjerenje tezZine, visine i pubertalnog stadija
prema Tanneru ¢e obaviti specijalisti Skolske medicine na dan UZV mjerenja petne

kosti. Tada Ce biti i izvrSeno vadenje 30 ml krvi za genetske i biokemijske analize.

Odredivanje kostanog statusa:

Svakom ispitaniku ¢e biti u€injen kvantitativni uzv petne kosti (QUS) bezbolna
pretraga koStane gustoée na petnoj kosti, aparatom Sahara (HOLOGIC). Bit ¢e
izmjerena brzina prolaska zvuka kroz kost (SOS) i slabljenje zvuka pri prolasku kroz
kost (BUA) dok ¢e ultrazvucni indeks (QUI) koji predstavlja kombinaciju prethodna
dva parametra izraCunati programska podrSka aparata. Bit ¢ce odredena i koStana
mineralna gusto¢a (BMD) kod svakog ispitanika. Takoder ¢e svakom ispitaniku biti
uzeto 10 ml krvi za genetske analize (gen za estrogeni receptor, gen za androgeni
receptor, gen za IGF-1 i gen za aromatazu), 10 ml krvi za biokemijske pretrage te 10

ml krvi za analizu 25-OHD.

O istrazivanju

Radi se o rutinskim analizama koje se primjenjuju u svakodnevnoj praksi.

Nezeljeni uéinci

Pri ovim pretragama nisu poznati nezZeljeni ucinci.

Povjerljivost
Svi dokumenti vezani uz ovo ispitivanje bit ¢e povijerljivi te ¢e uvid u dokumentaciju
imati samo Vas lijeCnik i vi. Ime vaSeg djeteta se nece objaviti u niti jednom izvjestaju

niti publikaciji proizasloj iz ovog ispitivanja.
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Vasa prava
Ako tijekom ovog ispitivanja imate bilo koje pitanje u svezi ovog ispitivanja mozete
kontaktirati Blazenku Miskic, dr. med. na tel. broj: 091 542 7557.

Dobrovoljno sudjelovanje

VaSa odluka za sudjelovanje VaSeg djeteta u ovom ispitivanju dragovoljna je i
odbijanje sudjelovanja ne¢e za sobom povlaciti nikakve neugodnosti. Osim toga
sudjelovanje mozete prekinuti u bilo kojem trenutku bez ikakvih obaveza s vaSe
strane. LijeCnik VaSeg djeteta ga ima pravo povuéi iz istrazivanja ako iz bilo kojeg

razloga to smatra potrebnim.

Pismeni pristanak

Pazljivo sam procitao gore navedene podatke i shvatio sve navedeno. Na sva
postavljena pitanja sam dobio zadovoljavaju¢i odgovor. Takoder razumijem da je
moguce napustiti istraZivanje bilo koje vrijeme i bez neugodnosti i posljedica i
obaveza s naSe strane.

Pristajem da se mom djetetu izvrSe sva antropometrijska mjerenja, odredivanje

pubertalnog statusa uzv mjerenje i vadenje krvi za genetske analize.

POTPIS ISPITANIKA (Roditelj za dijete) POTPIS ISPITIVACA:

Datum Datum
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10.3. PRILOG 3 - POJASNJENJE POSTUPAKA

Postovani roditelji!

Nakon brojnih predavanja o znacaju i podcijenjenosti osteoporoze, koje ste imali
priliku slusati tijekom svih ovih godina, u Udruzi i na javnim tribinama, shvatilo se da
je problem osteoporoze najbolje rjeSavati prevencijom.

Doslo se do spoznaja da je najbolja prevencija osteoporoze, postizanje visoke

koStane mase u periodu puberteta, u doba kad je ubrzan kostani rast i razvo;.

Upravo zbog svega toga u dogovoru s ravnateljima VaSih osnovnih Skola odluili
smo se za seriju predavanja o pravilnoj prehrani, potrebnom unosu Kkalcija i
neophodnoj fizickoj aktivnosti, u djecjoj dobi, koja je bitna za postizanje vece koli€ine

kostane mase tijekom puberteta.

S obzirom da postoji malo podataka kolika je normalna koStana gustoca u djecjoj
dobi, a ne znamo, da li je u nase djece, viSa ili niza, od naSih europskih susjeda
proveli bi ultrazvu€éno mjerenje kostane gustoée uCenika 5 i 6 razreda: djece stare 11

i 12 godina.

Anketnim upitnicima koje ¢ete dobiti, odredili bi kakav im je nacin prehrane, koliko su
tielesno aktivni, izmjerili bi im visinu i teZinu te odredili stadij puberteta po Tanneru.
(ovo bi radili lije€nici Skolske med. na dan mjerenja)

Svima onima za koje dobijemo suglasnost za odredivanje genskih billega za

osteoporozu, bi izvadili 30ml krvi i poslali na genetske i biokemijske analize.

Svi roditelji ¢e naknadno dobiti rezultate istrazivanja i biti upuéeni o ev. potrebnim

postupcima za poboljSanje koStane gustoce.

U prilogu:
1. Objasenjenje i suglasnost za anketiranje o prehrani i fizickoj aktivnosti.
2. Suglasnost za provodenje Uzv mjerenja koStane gustoCe (odredivanje TT, Tv
stadija po Tanneru), suglasnost za vadenje 30 ml krvi za genske biljege,

biokemiju, spolne hormone, vit D
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3. Tablice za preraCunavanje dnevne koli€ine kalcija izrazene u miligramima.

Nadam se da ¢e te shvatiti znacCaj ovog istrazivanja i omoguciti provodenje.

S postovanjem

Blazenka Miski¢, dr. med.

spec. int. med.

Predsjednica podruznice DruStva za osteoporozu i predsjednica udruge ,OSTEOR®
Sl. Brod
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11. ZIVOTOPIS

Datum i mjesto rodenja: 02. srpanj 1960., Slavonski Brod, Hrvatska

Adresa: Odjel za unutarnje bolesti, Opc¢a bolnica «Dr. Josip Bencevi¢», Slavonski

Brod.,

Andrije Stampara 42.

Obrazovanje:

1974.
1978.
1983.
1983.
1986.
1986.

1988.
1991.

2000.

1987.

2004.

godine zavrSila osnovnu skolu u Slavonskom Brodu.

godine zavrsila Gimnaziju ,Zlatko Snajder” u SI. Brodu.

godine diplomirala na Medicinskom fakultetu u Zagrebu.

godine odradila obvezatni lije¢niCki staz u Medicinskom centru Slavonski Brod.
godine zavrSila dvije obvezatne godine opCe ambulante u Industrijskoj opc¢oj
ambulanti u Tvornici Buro Dakovi¢

poCetak specijalistickog staza iz Interne medicine u Medicinskom centru u
Slav. Brodu

nastavak specijalizacije Interne medicine u KB ,Sestre Milosrdnice® u Zagrebu
poloZila specijalistiCki ispit iz Interne medicine na KBC «Sestre Milosrdnice » u
Zagrebu

godine polozila zavrsni ispit na Poslijediplomskom studiju iz endokrinologije i
dijabetologije na KB ,Sestre Milosrdnice“ u Zagrebu

zavrSila edukaciju za UZV S§titnjaCe sa ciljanom punkcijom u CZZM i bolesti
stitnjace KB ,Rebro, u Zagrebu kod prim. H. Tomi¢ i prim. Bence

upisala poslijediplomski doktorski studij ,Biomedicina i zdravstvo® na

Medicinskom fakultetu u Zagrebu

Zaposlenje:

Od 1983. godine u stalnom radnom odnosu u Medicinskom centru Slavonski Brod.

Od 1984. do 1986. nakon odradene dvije godine obvezatne opCe medicine u

industrijskoj ambulatni u ,DBuri Dakovicu® u trajnom radom odnosu u Opcoj bolnici

,Dr. Josip Bencevi¢* u Slavonskom Brodu. Od 1986 do 1988. godine na specijalizaciji
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iz Interne medicine na istom odjelu u Slavonskom Brodu. Od 1988. do 1991. na
specijalizaciji iz Interne medicine na KBC ,Sestre Milosrdnice® u Zagrebu. Od 1986.
bavi se uzv abdominalnih organa na Internom odjelu. Od 1987. uvodi UZV pretrage
StitnjaCe sa ciljanom punkcijom. Od 1998. uvodi Uzv mjerenje koStane gustoce petne
kosti i postaje rukovoditelj Centra za osteoporozu u Opcoj bolnici ,Dr. Josip
Bencevic“. 0d 2000. godine nabavkom rtg denzitometrije postajemo Regionalni

centar tako da dalje radi kao rukovoditelj novoosnovanog Centra.

Organizacija znanstvenih i struénih skupova

Clan organizacionog odbora Kongresa za osteoporozu 2000. godine u Rovinju.
Organizator struCnih sastanaka Drustva za osteoporozu na regionalnom nivou u
nekoliko navrata 2004., 2005., 2006. Clan organizacijskog odbora Internistiékih dana

Zbora lije€nika Hrvatske 1988. godine u Slavonskom Brodu.

Clanstvo i funkcije u struénim i znanstvenim drustvima

Od 1983. ¢lan Hrvatskog lije¢nickog zbora. (HLZ)

Od 1990. ¢lan Endokrinoloskog drustva

Od 2001. ¢lan Hrvatskog drustva za kalcificirana tkiva

Od 2001. ¢lan Drustva za osteoporozu

Od 2002. ¢lan International Osteoporosis Foundation ( IOF)

Od 2002. ¢lan European Calcified Tissue Society (ECTS)

Od 2002. ¢lan European Endocrinolgical Comitee (ECE)

Od 2004. ¢lan European Assosiation Study od Diabetes ( EASD)

Ostala stru¢na djelatnost

Od 1987. godine radi uzv pretrage StitnjaCe sa ciljanom citoloSkom punkcijom na
internom odjelu u Slav. Brodu Od tada radi i ultrazvuénu dijagnostiku u
gastroenetrologiji i endokrinologiji. Kroz desetak godina odrzala svake godine jedno
ili viSe predavanja na HLZ, Podruznica Slavonski Brod, te na brojnim stru¢nim

sastancima u Hrvatskoj i izvan Hrvatske na teme iz podrucja endokorinologije, opce
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interne medicine, osteoporoze, te dosta javnozdravstvenih predavanja po Skolama i
javnim trbinama o preventivnim javnozdravstvenim problemima vezanim uz prehranu,

osteoporozu, debljinu i hipertenziju. Aktivni istraziva¢ u ,MK -018“ studiji.

Uza podrucja znastvenog i struénog interesa

Osteoporoza

Bolesti stitnjace

Debljina

Seéerna bolest sa svim komplikacijama

Prehrana i ljudsko zdravlje

Organizacija zdravstva u provodenju preventivnih programa za oCuvanje zdravlja i

menadzment u zdravstvu.

Ostale drustvene djelatnosti

Od 2000. do 2006. ¢lan Hrvatskog drustva za Osteoporozu

Od 2003. élan Upravnog odbora Zenskog ko$arkaskog kluba ,Brod*

Od 2007. Predsjednik Udruge za prevenciju osteoporoze ,Osteor” u Slavonskom
Brodu.
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