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Osteopordzu povazujeme za multifaktoridlne ochorenie, ktoré vedie k
znizeniu kvality zivota, pretoze zniZzenie pevnosti kosti vedie k znizeniu
pevnosti kosti. V sic¢asnosti venuje vedecka spolo¢nost velku pozornost
analyze kandiddtnych génov, ktoré moézu korelovat so vznikom
osteoporotického ochorenia. Tato Stidia je zamerana na analyzu OPG

génu.
1. Uvod

Osteopordza patri medzi najcastejSie ochorenia populdcie. Postihuje hlavne starSie
osoby, obe pohlavia a vSetky etnické skupiny. Pre osteopordzu je charakteristické
zniZzenie obsahu kostnej hmoty a porusenie mikroarchitektury. Tieto faktory vedud k
zvySenej frekvencii vyskytu fraktar. Rizikd vzniku osteopordzy mozu byt
modifikovatelné, ktoré zavisia predovsSetkym na zivotnom Style a rizika fixné , ktoré st
podmienené dedicne. [1]
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Obr. 1 Porovnanie kostnej hmoty zdravej kosti a kosti zasiahnutou osteoporézou [2]
2. Genetické predispozicie osteoporozy

Ako sme uz uviedli, osteopordza je multifaktoridlne ochorenie, ktoré ovplyviuje
interakcia medzi vplyvom prostredia a génmi ako aj medzi génmi samotnymi. V
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mnohych pripadoch bola potvrdend asocidacia medzi polymorfizmami génov, ktoré sa
podielaju na kostnom metabolizme a vznikom osteoporotického ochorenia.
Polymorfizmy mnohych génov koreluji so vznikom tohto patologického stavu.
Naznacuju to aj vysledky analyz zo studii dvojciat a rodin, ktoré naznacuju, ze
dedi¢nost BMD sa pohybuje v rozsahu od 25% do 85%. Vplyv dediCnosti nesporne
zohrdva zasadnu ulohu v regulécii kostnej hmoty a okrem ojedinelych pripadoch je
dedicnost BMD podmienend polygénne. [1]

V ramci genetickych predispozicii, ktoré mozu viest k vzniku tohto patologického stavu
rozliSujeme mnoho génov. Jednou z pri¢in moézu byt polymorfizmy génu pre OPG (gén
kodujuci osteoprotegerin), VDR (gén kdédujuci vitamin D receptor), LRP 5
(lypoproteinovy receptor proteinu 5), polymorfizmus COLIA génu (gén pre kolagén) ,
génu pre TGF- B1(gén kodujuci tranformujtci rastovy faktor), IGF - 1 (gén koédujici
inzulinovy rastovy faktor) a gén pre IL6 (gén pre interleukin 6).[3]

OPG

OPG bol identifikovany pocas projektu, ktory sa venoval cDNA potkanov. Tato skupina
vedcov sa zaoberala TNF- receptorom. OPG zohrdva doéleziti ulohu pri
osteoblastogenéze. Jeho biologicky ucinok spociva v inhibicii aktivity a diferenciacie
osteoklastov. U mysi s cielenym odstranenim génu pre OPG bolo spozorovana tazka
osteoporoza. Podstatne nizsSia hodnota BMD distélneho radia sa vyskytuje u jedincov,
homozygotov s recesivnou alelou (GG) v porovnani s heterozygotmi a homozygotmi pre
dominantnu alelu pri SNP 245T/G a 163A/G. OPG a RANKL asociuju s vyskytom
zlomenim a BMD kosti v oblasti chrbtice a bedrovej kosti. [4]

Polymorfizmus A163G

Polymorfizmus A163G identifikujeme v oblasti prométora OPG. Vyskyt polymorfizmu
A163G znacne dominoval u pacientok so zlomeninami stavcov. Pri Studii Kaukazskych
zien po menopauze odhalili odbornici stuvislost medzi A163G polymorfizmom a
vyskytom fraktir bedrovej kosti a zapastia.[5]
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Obr.2 Polymorfizmy v proximdlnej oblasti OPG [4]

3. Material a metodika prace
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Izolacia DNA z krvi

V tejto praci sme pouzili bukalne stery a vzorky periférnej krvi ziskané od pacientok s
diagnostikovanou osteoporédzou, ktoré nam poskytlo Osteocentrum PresSov. Ako
antikoagulant krvnych vzoriek bol pouzity EDTA. Analyzovali sme 110 vzoriek, pricom
sme respektovali vSetky etické a pravne normy vyzadované pre priebeh vyskumu.

Material a chemikalie pri izolacii:

Na izolaciu DNA zo vzoriek periférnej krvi sme vyuzivali UltraClean® Blood DNA
Isolation Kit (Non-Spin), ktory je navrhnuty pre izoldciu genomickej DNA vysokej
molekulovej hmotnosti. Jednotlivé chemikalie: pufor G1, G2, RNaza A, G3, 100%
Izopropanol, 70% Etanol, pufor G4. Materidl a pristroje: ependorfky, pipety, SpiCky pre
pipety, vortex, Hettich Mikro 200R centrifuga, Termostat CH-100.

Postup pri zadavani Real-time PCR reakcie:

1. Real-time PCR chemikélie a material:
- Chemikdlie:
- TagMan® Genotyping Master Mix, Applied Biosystems by Life Technologies, Foster
City, California, USA,
» TagMan rs3102735; C_ 1971046 10, Applied Biosystems by Life Technologies,
Foster City, California, USA
- H,0 z Miliporu
- Material:
- MicroAmp™ Fast Optical 48-jamkovy reakcny plate (0,1ml), Applied Biosystems by
Life Technologies, Foster City, California, USA
» MicroAmp® 48-Well Optical Adhesive Film, Applied Biosystems by Life
Technologies, Foster City, California, USA
- pipety s roznym objemom, Spi¢ky pre pipety
2. Pristroje:
- JOUAN B4i multifunction centrifuge, Esco Class II Biological Safety Cabinet (BSC)
» StepOne Real-Time PCR System s pocitacovou kontrolou Applied Biosystems by Life
Technologies, Foster City, California, USA
StepOne Real-Time PCR poskytuje moznost analyzy dat z réznych hladisk pomocou
multikomponentného zobrazenia. Vyhodou tohto pristroja je, ze je schopny identifikovat
vzorku, resp. jamku v plate, ktorda by mohla nepriaznivo ovplyvnit celd analyzu. Je
schopny detekovat farbiva FAM, VIC, SYBR Green, ROX. StepOne urci polohu a
intenzitu fluorescencnych signalov, farbiva spojené s kazdou fluorescenciou a vyznam
jednotlivych signalov.
3. Néavrh sondy a primerov:
Pre amplifikaciu pozadovaného useku génu OPG sme pouzili sondu: TaqMan rs3102735;
C_ 1971046 10
Lokalizacia: chromozom 8
Organizmus: Homo sapiens
Rodokmen:Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Euteleostomi;
Mammalia; Eutheria; Euarchontoglires; Primates; Haplorrhini; Catarrhini; Hominidae;
Homo
kontext sekvencie(VIC/FAM):
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CTCTAGGGTTCGCTGTCTCCCCCATI[C/TIAATTCCCTGGTCTAGAAGTTAGACT

polymorfizmus: C/T transmisia

symbol génu: TNFRSF11B OPG; TR1; OCIF (www.bioinfo.appliedbiosystems.com)
4. Parametre jednotlivych cyklov:

| | pred PCR | teplotné cykly | Post-PCR |
) i ) , | 50 cyklov | ) i
krok |holding faza|holding faza — ——|holding faza
|denatura01a||anealmg|
lteplota| 60°C || 95°c || 92°c || e0°c | 60°C |
| ¢és || 0030 || 1000 | 05 || 1:30 | 1:30 |
|zber dét” ano || nie || nie || ano || ano |

4. Vysledky a diskusia

Analyzovany subor tvorilo 110 jedincov s diagnostikovanou osteopordzou. Analyzu
vzoriek sme vykonali pomocou real-time PCR metddy. V tejto studii sme sledovali
polymorfizmus OPG génu A163G, ktory je najCastejSie popisovany v asociacii s
osteoporozou.

Tab. 1 Priemerné vekové zlozenie jedincov analyzovaného stuboru

| || zeny || muzi |
Ipoet jedincov analyzovaného stiborul| 101 || 9 |
| percentualny podiel || 91,8% || 8,2% |
| vekové rozpatie 133-83 1.|47-79 1.|
| priemerny vek || 64 1. || 61r. |

Najvyssiu frekvenciu vyskytu v analyzovanej skupine sme zaznamenali pri genotype
AA s frekvenciou 74,55%. Vyskyt genotypu GG sme detekovali s frekvenciou 4,55%.
Genotyp AG bol identifikovany v 20,90% analyzovanych vzoriek. Distribucia
jednotlivych genotypov bola podla Hardy- Weinbergovho zdkona v rovnovahe, ako to
dokumentuje aj vysledok Chi-kvadrat testu. Porovnanim alelovych frekvencii sme
detekovali v analyzovanom subore vysSiu frekvenciu vyskytu alely A, ktora sa
vyskytovala vo frekvencii 0,85. Frekvencia vyskytu alely G bola 0,15.

Tab. 2 Frekvencia genotypov a alel A163G polymorfizmu v OPG géne

D|Poéet jedincov”Frekvencie genotypov” )& ||Frekvencie alel|
i [AG ]| Aa ][ Go | A [ o |
L s e as
174,55%]120,90%]|4,55%|[P= 0,06578|| 0,85 | 0,15
[ 79,5 ][ 28,05 ] 2,5 |

P - P hodnota, A - absolutny pocet, S - pozorované frekvencie v percentach, T -
teoreticky pocet podla Hardy-Weinbergovho zdkona.
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Ziskané vysledky su porovnatelné s vysledkami Studii inych autorov, ako napr. s
analyzou Zajickovej et al. (2008), ktori vo svojej studii analyzovali 165 vzoriek pre
pritomnost polymorfizmov A163G, T245G, G1181C.
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Graf 1. Porovnanie percentudlnych podielovjednotlivych' genotypov [6]

Bentle et al. (2002) pri Stadii, ktora sa zaoberala polymorfizmom OPG v asociacii s
osteoporotickymi fraktirami venoval pozornost aj A163G polymorfizmus. Frekvencia
genotypov bola nasledovna: AA:66,5%, AG:27,9%, GG:5,6%. Vo svojej studii
analyzovali zaroven kontrolné vzorky. V porovnani s osteoporotickou skupinou
zaznamenali vysSiu frekvenciu genotypu AA: 74,4% a nizsi vyskyt heterozygotov AG:
22,8% a homozygotov GG: 2,8%.
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Graf 2. Porovnanie geontypov Studie Bentle L. et al. a na§ej analyzy [5]
5. Zaver

Osteopordza je v sucasnosti zavaznym problémom dnesSnej populdcie celého sveta.
Predstavuje obrovsky zdravotnicky a socialno-ekonomicky problém. Néklady spojené s
liecbou osteopordzy su vysoké. Malé percento populacie je informovanych o tom, ze
osteoporoza je povazovana za civilizacné ochorenie, ktoré vedie k rapidnemu znizeniu
kvality zivota a v mnohych pripadoch je pri¢inou umrtia. Z tychto dévodov je lepSie
tomuto ochoreniu predchadzat ak je to mozné.

OPG gén predstavuje jeden z ,kandidatnych génov” v spojitosti s genetickymi
predispoziciami k osteopordze. Polymorfizmy v tomto géne koreluju s roznymi
fenotypmi kosti, vratane zlomenin. Tieto vysledky a zavery su len prvym krokom k
prevencii osteopordzy. Osteopordze je mozné predchadzat spravnym zivotnym Stylom.
Vyznamnu tlohu tu zohrdva spravna zivotosprava, ktord predstavuje dostatok
konzumacie mlieCnych vyrobkov a ryb, prijmu vitaminu D a dostatok pohybu.
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