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SAZETAK. Cilj: Idiopatska osteoporoza u muskaraca prvenstveno je posljedica niske vrine
kostane mase koja je genetski uvjetovana. S obzirom na njegovu vaznu ulogu u metabolizmu
kosti, izmedu brojnih gena kandidata u patogenezi osteoporoze, od posebnog je interesa gen
za Cimbenik rasta sli¢an inzulinu (IGF-1). Prethodna istrazivanja pokazala su da je polimorfizam
mikrosatelitne regije citozin-adenin (CA) unutar gena za IGF-1 povezan sa serumskom koncen-
tracijom IGF-I, stoga je primarni cilj ovog istraZivanja bio analizirati utjecaj ovog polimorfizma
na vrsnu kostanu masu u muskaraca. Metode: U istraZivanje su uklju¢ena 92 zdrava muskarca
u dobi od 21 do 35 godina. Svakom je ispitaniku izmjerena mineralna gustoca kosti (BMD) u
lumbalnoj kraljeznici i proksimalnom dijelu bedrene kosti, koncentracije biljega kostane pre-
gradnje, 25-OHD i spolnih hormona. Rezultati: Ispitanici u kojih je naden alel (CA),, (genotip
18+) imali su nizi BMD u svim mjerenim podrucjima, no razlike izmedu ispitivanih skupina nisu
bile statisticki znacajne. Ipak, u homozigota (CA),, naden je znacajno nizi BMD u podrucju vra-
ta bedrene kosti (P=0,03), trohantera (P=0,01) i proksimalnog dijela bedrene kosti (P=0,04),
dok razlike u koncentracijama biljega kostane pregradnje, 25-OHD, slobodnog testosterona i
estradiola nisu bile statisticki znacajne. Rasprava: Rezultati ovog istrazivanja ukazali su na
moguci negativan utjecaj alela IGF-1 (CA),, na vrinu koStanu masu u muskaraca. Ipak, za de-
finitivne zakljucke o ulozi tog polimorfizma u patogenezi osteoporoze potrebna su daljnja
istraZivanja na vecem broju ispitanika i u razli¢itim populacijama.

Kljucne rijeci: gen za IGF-1, mineralna gustoca kosti, muskarci, osteoporoza, vrSna kostana masa

ABSTRACT. Aim: Idiopathic osteoporosis in males is influenced predominantly by low peak
bone mass as a feature under a strong genetic control. Among number of candidate genes,
IGF-1 gene is of particular interest due to its important role in bone metabolism. It has been
reported that IGF-1 citozin-adenin (CA)_polymorphism is related to serum IGF-1 concentra-
tion. Therefore, in the present study we examined the influence of certain IGF-1 (CA) alleles
on peak bone mass attainment in males. Methods: Study sample consisted of 92 unrelated
healthy male volunteers, aged 21-35. In each subject, lumba spine and proximal femur bone
mineral density (BMD), bone turnover markers, 25-OHD and sex hormones levels were
measured. Results: IGF-1 (CA) . allele (genotype 18+) were found to be associated with low-
er BMD in all measured areas but the differences between analysed groups were not signifi-
cant. However, homozygotes (CA),, had significantly lower femoral neck (P=0,03), trochanter
(P=0,01) and total hip (P=0,04) BMD whereas differences in bone turnover markers, 25-OHD,
free testosterone and estradiol concentrations were not significant. Discussion: The results
of the present study suggested possible negative effect of the IGF-1 (CA),, allele on the peak
bone mass attainment in males. However, for definitive conclusion about the role of this
polymorphism in the pathogenesis of osteoporosis further studies in different populations
and with larger number of participants are needed.
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Posljednjih nekoliko godina problem osteoporoze
u muskaraca sve vise zaokuplja paznju struc¢njaka.
Na temelju malog broja dosadasnjih istrazivanja,
tesko je precizno odrediti ucestalost ove bolesti u
muskaraca. Rezultati nedavnog istrazivanja u hr-
vatskoj populaciji pokazali su da 16,2 % muskara-
ca starijih od 50 godina ima osteoporozu®.
Idiopatska osteoporoza, naj¢esci oblik ove bolesti
u muskaraca, uzrokovana je ponajprije niskom
vrénom kos$tanom masom. Citav niz gena utjece
na postizanje vrSne kosStane
mase, a time i na nastanak
osteoporoze u kasnijoj dobi.
Istrazivanja na blizancima po-
kazala su da je 50 — 85 % vari-
jacija mineralne gustoce kosti
(engl. bone mineral density —
BMD) odredeno genetskim
¢imbenicima?3. Popis gena koji
su istrazeni kao moguci kandi-
dati u patogenezi osteoporoze
prikazan je u tablici 1% Razu-
mijevanje mehanizama kojima geni odreduju
sklonost nastanku osteoporoze moglo bi imati
znacajnu ulogu u klinickom radu: pojedini geni
mogli bi se koristiti kao dijagnosticki biljezi u pro-
cjeni rizika nastanka osteoporoze, a mogli bi biti i
potencijalna “meta” u dizajniranju novih lijekova
za lijeCenje osteoporoze. Uz to, postoje dokazi
koji ukazuju da geni moduliraju ucinkovitost lije-
kova za osteoporozu®.

Istrazivanja povezanosti pojedinih gena s nastan-
kom osteoporoze (asocijacijske studije) ukazala su
na niz polimorfizama koji su udruzeni s BMD-om,
gubitkom koStane mase i osteoporoti¢nim prije-
lomima. IstraZivanja provedena u hrvatskoj popu-
laciji ukazala su na znacajan utjecaj delecije/
insercije 3-pb unutar Cetvrtog introna gena za
aromatazu®, te polimorfizma mikrosatelitnog lo-
kusa TA unutar gena za alfa receptor za estrogen’
na vrinu kostanu masu.

Stimuliranjem funkcije osteoblasta i sprjecava-
njem degradacije kolagenog matriksa kosti, inzu-
linu slican ¢imbenik rasta | (engl. insulin-like
growth factor I; IGF-1) ima jednu od klju¢nih uloga
u metabolizmu kostanog tkiva. Kost je ciljno tkivo
anaboli¢kog djelovanja IGF-I, sto potvrduje i na-
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zocnost receptora za IGF-I na osteoblastima. Kon-
centracija IGF-l u serumu neovisni je predskaza-
telj vrijednosti BMD-a u lumbalnoj kraljeznici i
Wardovom trokutu®. Nedavno objavljeno istrazi-
vanje pokazalo je da je polimorfizam mikrosate-
litne regije citozin-adenin (CA) , udaljene jednu
kilobazu od transkripcijskog mjesta za IGF-I, po-
vezan sa serumskom koncentracijom IGF-I°, stoga
je primarni cilj ovog istraZzivanja bio analizirati
utjecaj polimorfizma mikrosatelitnog lokusa CA
na vrinu kostanu masu u muskaraca.

ISPITANICI

U istraZivanje su ukljuc¢ena 92 muskarca u dobi od
21 do 35 godina. Ispitanici su bili upoznati s pro-
tokolom i ciljevima istrazivanja, a prije ukljuciva-
nja u istrazivanje potpisali su informirani prista-
nak. IstraZivanje je odobrilo Eticko povjerenstvo
KBC-a “Zagreb” i Eticko povjerenstvo Medicinskog
fakulteta Sveucilista u Zagrebu. Nitko od ispitani-
ka nije imao bolest ili uzimao lijekove koji utjecu
na metabolizam kosti.

METODE

BMD lumbalne kraljeznice i proksimalnog dijela
bedrene kosti izmjeren je aparatom QDR Delphi
(Hologic). T-vrijednost je izraCunata na temelju
podataka proizvodaca.

Svim ispitanicima odredene su serumske koncen-
tracije kostanog izoenzima alkalne fosfataze
(K-AP) i osteokalcina kao biljega kosStane izgrad-
nje, te B-crosslapsa kao biljega koStane razgrad-
nje. Sva tri biljega odredena su metodom ELISA
tvrtke Nordic Bioscience Diagnostics.

Estradiol (E,) je odreden metodom ELISA koristeci
ligande tvrtke Ortho Johnson & Johnson,
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Idiopatska osteoporoza, najcesci oblik ove bolesti u muskaraca, uzroko-
vana je ponajprije niskom vrsnom kostanom masom. Citav niz gena utje-
¢e na postizanje vrSne kostane mase, a time i na nastanak osteoporoze u
kasnijoj dobi. Razumijevanje mehanizama kojima geni odreduju sklonost
nastanku osteoporoze moglo bi imati znacajnu ulogu u klinickom radu:
pojedini geni mogli bi se koristiti kao dijagnosticki biljezi u procjeni rizika
nastanka osteoporoze, a mogli bi biti i potencijalna “meta” u dizajniranju
novih lijekova za lijecenje osteoporoze.
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slobodni testosteron je odreden radioimunokemij-
skom metodom tvrtke DPC, a 25-OHD je odreden
metodom ELISA tvrtke IDS.

Za odredivanje alela STR lokusa, svim ispitanicima
je uzeto 5 ml periferne krvi s EDTA iz kojih je izoli-
rana DNA pomoc¢u komercijalnog kita za izolaciju
DNA (Nucleospin Blood kit, Macherey-Nagel, Du-
ren, Njemacka). Redoslijed nukleotida koristenih
primera — pocetnica za umnaZanje testiranog mi-
krosatelitnog lokusa unutar gena za IGF-1 bio je
sljede¢i: GCTAGCCAGCTGGTGTTATT i ACCACTC-
TGGGAGAAGGGTA (5’ kraj primera bio je obiljeZzen
fluorescentnom bojom Cy-5). Uvjeti umnazanja tj.
lancane reakcije polimerazom (PCR) opisani su u
ranijem istrazivanju®. Nakon PCR amplifikacije u
stroju za umnazanje (GeneAmp PCR System 2700,
Applied Biosystems, Foster City, SAD) uzorci su
dalje analizirani za duzinu fragmenata u aparatu za
automatsko odredivanje duZine pojedine sekvence
(ALFexpress, Pharmacia-Amersham, Uppsala,
Svedska). Duzina fragmenata, odnosno alela odre-
divana je pomocu laserom pobudene fluorescen-
cije i programa AlleleLocator-a (ALFexpress, Phar-
macia-Amersham, Uppsala, Svedska).

70

STATISTICKA ANALIZA

Za statisticku analizu meduovisnosti genetskih
polimorfizama, BMD-a, koncentracije biljega kos-
tane pregradnje i koncentracije hormona koris-
teni su t-test za broj¢ane podatke s normalnom
distribucijom i Mann-Whitney test za podatke
koji ne pokazuju normalnu distribuciju. U analizi
je koristen statisticki paket SAS 8.0.2, s razinom
statisticke znacajnosti p< 0,05.

REZULTATI

UCestalost alela IGF-1 (CA) u populaciji prikazana
je na grafikonu 1. Sedam razli¢itih alela oznaceno
je brojevima od 17 do 23, ovisno o broju ponav-
lianja sekvence CA. Najveéu ucestalost pojavljiva-
nja u populaciji imao je alel (CA),, (61,2 %), dok
su aleli (CA),,, (CA),, i (CA),, bili zastupljeni u po-
pulaciji s u€estalo$¢u manjom od 2 %.

Ispitanici u kojih je naden alel (CA),, (genotip 18+)

17’

imali su niZzi BMD u svim mjerenim podrucjima,
no razlike izmedu ispitivanih skupina nisu bile sta-
tisticki znacajne (tablica 2). Bududi da su ovi re-
zultati upucivali na moguci utjecaj alela (CA), , na

60

50

40

talost (%)

30

uces

20

) l I
0 | | | | | | . | | | — - E.
17 18 19 20 21 22 23

alel

Grafikon 1. Ucestalost alela mikrosatelita (CA) unutar gena za IGF-l u muskaraca u Hrvatskoj
Graph 1 Distribution of IGF-1 (CA) alleles in the Croatian male population
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Tablica 1. Geni-kandidati u patogenezi osteoporoze

Table 1 Candidate genes in the osteoporosis pathogenesis

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, Ccimbenici rasta i receptori
Transformirajuci ¢imbenik rasta beta 1 TGFP1
Cimbenik rasta sli¢an inzulinu IGF-I1
Interleukin-6 IL6
Inerleukin 13 IL-1B3
Antagonist receptora za interleukin 1 IL-1 RA
Tip 2 receptora za ¢imbenik 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

vr$nu koStanu masu, u daljnjoj analizi ucinjena je
usporedba izmedu homozigota (CA), i ostalih is-
pitanika (tablica 3). U homozigota (CA),, naden je
znacajno nizi BMD u podrucju vrata bedrene kosti
(P=0,03), trohantera (P=0,01) i proksimalnog dije-
la bedrene kosti (P=0,04), dok razlike u koncen-
tracijama biljega koStane pregradnje, 25-OHD,
slobodnog testosterona i estradiola nisu bile sta-
tisticki znacajne.

RASPRAVA

IGF-I je vazan regulator metabolizma kosti upravo
svojim utjecajem na diferencijaciju, sazrijevanje i
novacenje osteoblastal®!!, te poticanjem sinteze
specificnih kostanih proteina®?. Osim u jetri, sinteti-
zira se i lokalno, u kostanom tkivu. Nekoliko istraZi-
vanja ukazalo je na nize koncentracije IGF-I u bole-
snika s idiopatskom osteoporozom?*, |straZivanje
Rosena i sur. pokazalo je i da varijacije u koncentra-
ciji IGF-1 mogu biti posljedica polimorfizma mikro-
satelita (CA)_ unutar gena za IGF-1'. Ova mikrosa-
telitna regija nalazi se 1000 pb ispred mjesta
pocetka transkripcije i ima specificnu regulatornu
ulogu®, pa je stoga i razumljivo da alelske varijacije
ovog mikrosatelita mogu mijenjati transkripciju
IGF-I'6. Alternativna je mogucnost da je ovaj poli-
morfizam u neravnotezi udruZivanja s nekom dru-
gom kromosomskom regijom koja utjece na stabil-

Tablica 2. Znacajke ispitanika ovisno o nazocnosti alela IGF-1 (CA)

Table 2 The characteristics of the study subjects with the presence or absence of IGF-1 (CA),, allele

genotip 18+ genotip 18 — P vrijednost
(n=15) (n=77)
Dob (god.) 29,4%3,7 30,545,3 NS
Visina (cm) 184,4+6,8 181,1+6,6 NS
Tezina (kg) 85,2+10,2 80,1+10,6 NS
BMI (kg/m?) 25,1+3,2 24,4+2,4 NS
K-AP (1U/L) 9,8+2,8 9,8%2,2 NS
Estradiol (pmol/I) 57,6+19,5 58,6+27,3 NS
Sl. testosteron (pmol/l) 51,3+13,7 53,0+15,8 NS
25(0OH)D3 (nmol/l) 34,6+18,2 48,4+27,4 0,02
Osteokalcin (ug/l) 12,2+4,3 11,4+4,7 NS
B-crosslaps (ug/1) 0,24+0,09 0,21+0.10 NS
LS BMD (g/cm?) 1,05+0,13 1,0840,14 NS
Femoral neck BMD (g/cm?) 0,88+0,13 0,93+0,14 NS
Total hip BMD (g/cm?) 1,05£0,15 1,08+0,15 NS
Trochanter BMD (g/cm?) 0,78+0,15 0,81+0,13 NS
NS — nije statisticki znacajno; BMI — indeks tjelesne mase; K-AP — koStana alkalna fosfataza; LS — lumbalna kraljeZnica;

BMD — mineralna gustoda kosti.
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Tablica 3. Usporedba homozigota IGF-1 (CA),, i ostalih ispitanika

Table 3 Comparison between IGF-1 (CA),.homozygotes and other participants

Homozigoti Ostali P vrijednost
(n=89)
Dob (god.) 30,3%3,2 30,3#5,1 NS
Visina (cm) 179,848,8 181,746,7 NS
Tezina (kg) 82,6123 80,9+£10,6 NS
BMI (kg/m?) 25,6+4,0 24,4+2,5 NS
K-AP (1U/L) 9,5+2,1 9,5+2,4 NS
Estradiol (pmol/l) 54,3+22,7 58,6+26,4 NS
Sl. testosteron (pmol/l) 48,7+12,4 57,8+15,6 NS
25(0OH)D3 (nmol/l) 27,8+11,8 54,2+27,0 NS
Osteokalcin (ug/l) 11,5+2,2 11,9+4,7 NS
[B-crosslaps (ug/1) 0,17+0,06 0,2310,10 NS
LS BMD (g/cm?) 0,95+0,06 1,08+0,14 NS
Femoral neck BMD (g/cm?) 0,75+0,08 0,93+0,13 0,03
Total hip BMD (g/cm?) 0,91+0,07 1,08+0,14 0,04
Trochanter BMD (g/cm?) 0,62+0,03 0,81+0,13 0,01
NS — nije statisticki znacajno; BMI — indeks tjelesne mase; K-AP — kosStana alkalna fosfataza; LS — lumbalna kraljeznica;

BMD — mineralna gustoda kosti.

nost molekule IGF-1, odnosno na vrijeme poluZivota
IGF-1 u serumu?. Za razliku od rezultata Rosena i
sur., Kato i sur. u svom istraZivanju nisu utvrdili po-
vezanost izmedu polimorfizma mikrosatelita (CA) i
koncentracije IGF-1*. Ipak, potrebno je istaknuti da
su rezultati obje studije ograniceni relativno malim
brojem ispitanika, pa je za konacni zaklju¢ak po-
trebno sacekati nova istrazivanja na veéem broju
ispitanika. Pored toga, potrebno je odgovoriti i na
pitanje je li serumska koncentracija IGF-I povezana
s tkivnom ekspresijom ovog hormona.

U posljednje je vrijeme nekoliko istraZivanja anali-
ziralo povezanost izmedu broja ponavljanja se-
kvence CA unutar gena za IGF-I i BMD-a'**%%®, no

dobiveni rezultati su neujednaceni. Naime, Kim i
sur. su u studiji koja je ukljucivala 300 postmeno-
pauzalnih Zena nasli da homozigoti za alel (CA),,
imaju veci BMD lumbalne kraljeznice i proksimalog
dijela bedrene kosti u odnosu na ostalu populaci-
ju®. U istrazivanju Rosena i sur. naden je nizi BMD u
lumbalnoj kraljeznici i bedrenoj kosti, kao i niza
koncentracija IGF-1 u homozigota za alel (CA) **.
Nasuprot tome, u druga dva istrazivanja nije nade-
na povezanost izmedu polimorfizma mikrosatelita
(CA), i BMD-a"%, iako je u istrazivanju provede-
nom u japanskoj populaciji mala skupina postme-
nopauzalnih Zena (n=4) koje su bile homozigoti za
alel (CA),, imala znacajno manji BMD i u lumbalnoj
kraljeznici i u bedrenoj kosti®.
Za razliku od spomenutih

lako u nasem istraZivanju nismo nasli statisticki znac¢ajnu povezanost iz-
medu pojedinih alela IGF-1 (CA) i BMD-a, Cini se da postoji negativan
utjecaj alela (CA),, na vrSnu kostanu masu u muskaraca. Naime, u uspo-
redbi s ostalim ispitanicima, homozigoti (CA),, imali su znacajno niZzi BMD
u podrucdju vrata bedrene kosti, trohantera bedrene kosti i proksimalnog
dijela bedrene kosti, stoga bi se ovaj genotip mogao koristiti kao biljeg
povecanog rizika za osteoporozu. Ipak, za definitivne zakljucke o ulozi
ovog polimorfizma u patogenezi osteoporoze potrebna su nova istraziva-
nja na vec¢em broju ispitanika i u razli¢itim populacijama.

istrazivanja u kojima su ispita-
nici bile starije osobe, u nase
istrazivanje ukljuceni su bili
zdravi muskarci u dobi formi-
ranja vr$ne koStane mase. Na-
ime, u ispitivanjima na knock-
-out miSevima za gen za IGF-1
zamijecen je zakasnjeli razvoj
kosti?. To navodi na zakljucak
da IGF-1 prvenstveno utjece
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na stvaranje kosti u mladosti, a znatno manje na
gubitak koStane mase u starijoj dobi, kada brojni
drugi genetski ¢imbenici, kao i ¢imbenici okoline,
umanjuju njegov ucinak na kost.

Rezultati naseg istrazivanja ukazali su na nizi BMD
u svim mjerenim podrucjima u ispitanika s alelom
(CA)q
Ipak, u homozigota (CA),, naden je znalajno niZi
BMD u podrucju vrata bedrene kosti (P=0,03), tro-
hantera bedrene kosti (P=0,01) i proksimalnog dije-

no ove razlike nisu bile statisticki znacajne.

la bedrene kosti (P=0,04). Slicne rezultate polucilo
je istraZivanje koje su proveli Miyao i sur. u popula-
ciji Zena s postmenopauzalnom osteoporozom?,
Rezultati istrazivanja dijelom su ograniceni Cinje-
nicom da je ono provedeno na relativno malom
uzorku ispitanika, te stoga statisticka snaga istra-
Zivanja nije dovoljna za donosenje konacnih za-
klju¢aka o povezanosti polimorfizma mikrosateli-
ta (CA) unutar gena za IGF-1 i vrine koStane
mase. Ipak, misljenja smo da istraZivanje u zna-
¢ajnoj mjeri prosiruje dosadasnje spoznaje.

ZAKLJUCAK

lako u nasem istraZivanju nismo nasli statisticki
znacajnu povezanost izmedu pojedinih alela IGF-1
(CA), i BMD-j, Cini se da postoji negativan utjecaj
alela (CA),, na vrSnu koStanu masu u muskaraca.
Naime, u usporedbi s ostalim ispitanicima, homo-
zigoti (CA),, imali su znacajno nizi BMD u podrucju
vrata bedrene kosti, trohantera bedrene kosti i
proksimalnog dijela bedrene kosti, stoga bi se ovaj
genotip mogao koristiti kao biljeg poveéanog rizika
za osteoporozu. Ipak, za definitivne zakljucke o
ulozi ovog polimorfizma u patogenezi osteoporoze
potrebna su nova istraZivanja na ve¢em broju ispi-
tanika i u razli¢itim populacijama.
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