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POLYMORFIZMUS G1181C (rs2073618) OPG QENU VO VZTAHU
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Abstract: G1181C polymorphism of OPG gene in relation to bone density and incidence fracture in
a cohort of Slovak postmenopausal women from the Presov Region. Osteoporosis is a common
metabolic bone disease where the genetic component plays an important role. The aim of this study
was to determine the relationship between G1181 single nucleotid polymorphism in the first exon of
the OPG gene and bone mineral density and fracture incidence in the cohort of 152 Slovak
postmenopausal women from the PreSov Region. Genomic DNA was isolated from peripheral blood
using by commercial kit NucleoSpin® Blood Macherey-Nagel. Molecular-genetic analysis of
G1181C polymorphism was performed by Real-time PCR. The frequencies of genotypes were
26.97%, 53.29%, and 19.40% for GG, CG and CC, respectively. Statistically significant association
of G1181C single nucleotid polymorphism with fracture incidence was observed (vertebral fracture:
p=0.003). The effect of G1181C polymorphism on bone mineral density has not been demonstrated.
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Uvod

Osteopordza je metabolické ochorenie skeletu, ktoré je charakterizované ubytkom mnozstva
kostnej hmoty a celkovym zhorSenim kvality kostného tkaniva. V dosledku tychto poSkodeni je
narusend mechanickd odolnost’ kosti a zvysSuje sa riziko vzniku fraktary uz pri minimalnom traze
(Vyttisalova a Palicka 2014). Osteoporotické zlomeniny postihuji takmer kazdého piateho muza
a kazda tretiu Zenu vo veku 50 a viac rokov, z ¢oho vyplyva, Ze Zenské pohlavie je vyznamnym
rizikovym faktorom vzniku osteopordzy a naslednej fraktury (Johnell a Kanis 2005). Pre svoje
zéavazné komplikdcie v zmysle zlomenin a bolestivych symptomov spdsobuje vyrazné funkcéné
obmedzenia, zvySuje finan¢né naklady na zdravotnu, najmé ustavn( starostlivost’ a v neposlednom
rade zvysuje imrtnost’ postihnutych jedincov (Stefiova, Stefio a Brnka 2008, Payer et al. 2012).

Z doterajSich vedeckych stadii vyplyva, Ze osteopor6za je ochorenie vyznacujuce Sa
multifaktorialnou etiologiou, v ktorej genetickd vybava jedinca zohrava signifikantnii ulohu
(Ralston 2005, Stazi, Trecca a Trinti 2008). Genetické faktory, uplatiujice sa v patogenéze
uvedeného ochorenia, podmiefiuji nielen hustotu kostného minerdlu, ale aj Uroveil kostnej
prestavby, kostnll geometriu ¢i riziko fraktir (Payer et al. 2012). S rozvojom molekularnej biologie
bol zaznamenany aj vyznamny pokrok v oblasti vyskumu genetickej determinacie osteopordzy
s cielom identifikovat’ konkrétne gény, ktorych mutacie vedu k vzniku a rozvoju tohto zavazného
ochorenia. Jednym z kandidatnych génov osteopordzy je gén pre osteoprotegerin (OPG), ktory
zohrava dolezitu tlohu v regulacii kostnej resorpcie (Riggs a Melton 1995, Hofbauer et al. 2010).
V ramci OPG génu bolo detegovanych niekol’ko jednonukleotidovych polymorfizmov (SNPs —
single nucleotid polymorphisms), a to najmi vo vztahu ku kostnej denzite (BMD — Body Mass
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Density) a riziku fraktur. NajcastejSiec sa Studuje geneticky variant G1181C (rs2073618)
lokalizovany v prvom exéne OPG génu. V uvedenom polymorfizme dochadza k nukleotidovej
zamene cytozinu (C) za guanin (G), vysledkom ¢oho je zdmena aminokyseliny asparagin (Asn)
za lyzin (Lys; Moffett el al. 2008).

Ciel'om naSej Studie bolo testovanie asociacie G1181C (rs2073618) polymorfizmu OPG génu
s kostnou denzitou a vyskytom osteoporotickych fraktur v subore postmenopauzalnych Zzien
Z Presovského kraja.

Subor a metody

Do studie bolo zaradenych 152 postmenopauzalnych zien vo veku 40 — 88 rokov (priemerny vek
66,68 + 10,12 rokov), u ktorych bola vramci diagnostického skriningu potvrdena osteopordza/
osteopénia suvisiaca s postmenopauzalnym statusom. U pacientok analyzovaného suboru sme
sledovali nasledujuce parametre: vek, vek nastupu menopauzy, telesni hmotnost, telesnu vysku,
index telesnej hmotnosti (BMI — Body Mass Index), kostni denzitu Vv oblasti lumbalnej chrbtice
a proximalnej cCasti femuru, ako aj vyskyt osteoporotickych fraktar. Prezentovana S$tadia sa
realizovala v spolupraci so sukromnymi ortopedickymi ambulanciami v ramci PreSovského kraja.
Vsetci sledovani jedinci podpisali informovany sthlas potrebny pre zaradenie vzorky do vedecko-
vyskumnej Studie.

Genomicka DNA bola izolovand zo vzoriek periférnej krvi pomocou komeréného kitu
NucleoSpin® Blood Macherey-Nagel podla Standardného protokolu. Genotypova analyza
vybraného polymorfizmu G1181C (rs2073618) OPG génu sa uskuto¢nila metédou real-time PCR
s pouzitim TagMan® SNP Genotyping Assay Mix (C_ 1971047 40) na pristroji Applied
Biosystems StepOne Real-time PCR System podra prislusného protokolu.

Rozdiely v priemernych hodnotach sledovanych parametrov medzi jednotlivymi skupinami sa
testovali analyzou rozptylu (ANOVA). Rozdiely v distribucii alel a genotypov medzi sledovanymi
skupinami jedincov boli stanovené Pearsonovym chi-kvadrat testom. Pri vyhodnocovani ziskanych
udajov sme pouzili Statistické programy Social Science Statistics 2019 a Free Statistic Calculator
verzia 4.0. Za kritérium Statistickej vyznamnosti bola zvolend hodnota p < 0,05.

VysledKky a diskusia

Frekvencie alel a genotypov analyzovaného polymorfizmu G1181C (rs2073618) OPG génu
uvadzame v tab. 1. V sledovanom stbore sa najcastejSie vyskytoval heterozygotny genotyp CG
(53,29%), homozygotné genotypy sa vyskytovali vo frekvencii 26,97 % (GG) a 19,74 % (CC).
Prostrednictvom x* testu sme nezistili Statisticky vyznamnu odchylku od Hardy-Weinbergovej
rovnovahy (p = 0,379).

V tab. 2 uvadzame klinické charakteristiky pacientok analyzovaného suboru rozdelenych podla
genotypov G1181C (rs2073618) polymorfizmu OPG génu. Statistickou analyzou sa nepotvrdili
signifikantne vyznamné rozdiely priemernych hodnot sledovanych parametrov medzi jednotlivymi
genotypmi G1181C (rs2073618) polymorfizmu OPG génu. Vysledky viacerych zahrani¢nych §tudii
preukazali, Ze jedinci s genotypmi GG a CG mali v porovnani s jedincami s homozygotnym
genotypom CC S$tatisticky vyznamne niz§ie priemerné hodnoty BMD v oblasti lumbélnej chrbtice
(Langhdal et al. 2002, Kim et al. 2007). Podobne ako $tudie od Ohmoriho et al. (2002) a Uelanda et
al. (2007), naSe zistenia tto asociaciu nepotvrdili.
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Tab. 1: Alelové agenotypové frekvencie G1181C (rs2073618) polymorfizmu OPG génu
Vv sledovanom stubore postmenopauzéalnych zien

Table 1: Allele and genotypes frequencies of G1181C (rs2073618) polymorphism of OPG gene in
the whole group of postmenopausal women

Genotyp N %
GG 41 26,97
Frekvencie genotypov CG 81 53,29
CC 30 19,74
. G 163 53,62
Frekvencie alel c 141 46.38
HWR x> =0,775, df = 2, p = 0,379

N — pocet jedincov, HWR — Hardy-Weinbergova rovnovaha, x2 — chi-kvadrat, df — stupen vol'nosti,
p — hodnota Statistickej vyznamnosti
N — number of individuals, HWR — Hardy-Weinberg equilibrium, »* — Chi-square test, df — degree
of freedom, p — value of significance

Tab. 2: Klinické parametre vo vztahu ku genotypom G1181C (rs2073618) polymorfizmu OPG
génu v sledovanom subore postmenopauzalnych Zien
Table 2: Clinical parameters in relation to genotypes of G1181C (rs2073618) polymorphism of
OPG gene in whole group of postmenopausal women

, . G1181C polymorfizmus OPG génu
Stbor pacientiek

GG CG CcC
(N=152) (N =41) (N =81) (N =30) p
X SD X SD X SD X SD
Vek (roky) 66,68 10,12 68,88 10,16 65,89 10,20 65,80 9,39 0,262
Vek NM (roky) 49,33 3,81 49,27 3,84 49,32 4,08 4943 2,86 0,984
TH (kg) 68,46 11,75 66,68 10,63 68,80 12,42 69,97 11,01 0,470
TV (cm) 161,05 6,12 160,98 563 161,32 6,25 160,43 6,35 0,790
BMI (kg/m®) 26,40 439 2570 3,79 26,46 4,63 27,20 436 0,357
BMD L,-L; (g/cm?) 0,90 0,14 0,91 0,14 0,91 0,13 0,87 0,13 0,338
T-skére L;-L, 2,32 1,11 2,21 1,13 2,28 1,10 2,59 1,07 0,317
BMD FN (g/cm?) 0,80 0,11 0,79 0,09 0,79 0,11 0,81 0,14 0,681
T-skore FN -1,72 0,79 -1,73 0,65 -1,74 0,77 -1,70 0,98 0,972
BMD FT (g/cm®) 0,84 0,11 0,85 0,10 0,84 0,11 0,83 0,12 0,747
T-skore FT -1,32 0,87 -1,26 0,80 -1,33 0,88 -1,40 0,92 0,796

N — pocet jedincov, x — priemer, SD — smerodajna odchylka, NM — nastup menopauzy, TH —
telesna hmotnost, TV — telesna vyska, BMI — index telesnej hmotnosti, BMD — kostna denzita, L; —
Ls— prvy az Stvrty lumbalny stavec, FN — kréek femuru, FT — proximalna ¢ast’ femuru

N — number of individuals, x — average, SD — standard deviation, NM — age at menopause, TH —
body weight, TV — body height, BMI — Body Mass Index, BMD — Bone Mineral Density, L; — L4 —
first to fourth lumbal vertebrae, FN — femur neck, FT — femur total

V ramci asocia¢nej analyzy medzi genetickym variantom G1181C (rs2073618) OPG génu
a vyskytom osteoporotickych fraktar sme zistili Statisticky vyznamné rozdiely medzi sledovanymi
skupinami postmenopauzalnych Zien (tab. 3 a4). Najvyssi vyskyt osteoporotickych fraktir sme
(22,37%). U Zien s pritomnou alelou C v genotype sme zaznamenali $tatisticky vyznamny rozdiel
vo vyskyte verebralnych fraktar (p = 0,002). Moffett et al. (2008) vo svojej studii taktiez potvrdili
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asociaciu medzi homozygotnym genotypom CC a zvysenym rizikom fraktar, avSak len vo vztahu
k frakturam krcka stehnovej kosti.

Tab. 3: Vyskyt osteoporotickych fraktir vo vztahu ku genotypom G1181C (rs2073618)
polymorfizmu OPG génu v sledovanom stibore postmenopauzalnych zien
Table 3: Incidence of osteoporotic fractures in relation to genotypes of G1181C (rs2073618)
polymorphism of OPG gene in whole group of postmenopausal women

G1181C polymorfizmus OPG génu

GG CG cC o p
(N=41) (N=81) (N=30)
Ber fraktir ” o 3408 0,188
Begverieoraliyel i A1 B L
Bes mon-ver(ebrilnyeh ke 6 7 09247 0630

N — pocet, XZ — chi-kvadrat, p — hodnota Statistickej vyznamnosti
N — number of individuals, * — Chi-square test, p — value of significance

Tab. 4: Vyskyt osteoporotickych fraktir vo vztahu k alelam G1181C (rs2073618) polymorfizmu
OPG génu v sledovanom stibore postmenopauzalnych zien
Table 4: Incidence of osteoporotic fractures in relation to alleles of G1181C (rs2073618)
polymophism of OPG gene in whole group of postmenopausal women

G1181C polymorfizmus OPG génu

G C 1 p
(N =163) (N =141)
Ber fraktir 9 1 20761 0085
ggt s::till?:éfflz;lgnugaktﬁr 122 SS 9,5499 0,002
Bez non-vertebrilnyeh fraktir 06 75 03951 0530

N — pocet, XZ — chi-kvadrat, p — hodnota Statistickej vyznamnosti
N — number of individuals, y* — Chi-square test, p — value of significance

Zaver

Na zaklade vysledkov molekularno-genetickych analyz sme Vv sledovanom subore
postmenopauzalnych Zien potvrdili asociaciu medzi jednonukleotidovym polymorfizmom G1181C
(rs2073618) OPG génu arizikom vertebralnych fraktar. Je vSak nutné zdoraznit, ze istym
limitujucim faktorom prezentovanej Stidie mohla byt velkost sledovan¢ho suboru, preto je
potrebné, aby bola v buducnosti uskuto¢nend rozsiahlejSia Studia, ktora by jednoznacne preukazala,
ze geneticky variant G1181C (rs2073618) OPG génu zvySuje riziko osteoporotickych fraktir
V populacii slovenskych postmenopauzélnych zien.
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