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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

ABI wskaznik kostka-rami¢/ankle brachial index

Acil enzym restrykcyjny / restriction enzyme

AE bufor do elucji (komercyjnie dostepny, zestaw Qiagen)/
elution buffer-commercially available, Qiagen set

AGE zaawansowane produkty glikacji/advanced glycation end
products

AL bufor do lizy (komercyjnie dostgpny, zestaw Qiagen)/
lysis buffer-commercially available, Qiagen set

AP projekcja przednio-tylna/anterior-posterior

ATP adenozyno-5'-trifosforan/adenosine triphosphate

AW bufor do ptukania 1-komercyjnie dostepny, zestaw Qiagen/
wash buffer-commercially available, Qiagen set

AW? bufor do ptukania 2-komercyjnie dostepny, zestaw Qiagen/
wash buffer-commercially available, Qiagen set

BMD gestos¢ mineralna ko$ci/bone mineral density

BMI wskaznik masy ciata/body mass index

BMU podstawowa jednostka wielokomorkowa /basic multicellular
unit)

C grupa kontrolna /control group

AMP cykliczny adenozyno monofosforan /cyclic adenosine mono-

c
phosphate

CAP kalpaina/calpain

CD4 T-helper

antygen réznicowania komorkowego na powierzchni limfo-
cytu T pomocniczego/cell surface markers expressed by T-
helper lymphocytes

CGRP

peptyd zwiazany z genem kalcytoniny/calcitonine gene rela-
ted polipeptide
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CN neuroosteoartropatia Charcota /Charcot
neuroosteoarthropathy

CRP biatko C-reaktywne/C-reactive protein

CSF czynnik stymulujacy powstawanie kolonii/colony stmulating
factor

D grupa z cukrzyca bez neuropatii/ diabetes without neuropa-
thy group

JATP trojfosforan dezoksyrybozo adeninowy/deoxyadenosine tri-
phosphate

JCTP trojfosforan  deoksyrybozocytozyny/deoxycytidine  tripho-
sphate

ddNTP dideoksynukleotyd/dideoxynucleotide

dGTP trifosforan guanozyny/deoxyguanosine triphosphate

dNTP deoksynukleotydy/deoxynucleotide

dTTP trifosforan deoksytymidyny /deoxythymidine triphosphate

EDTA kwas etyle.:noc.iiaminotetraoctowy/
ethylenediaminetetraacetate

ELISA test immunoenzymosorbeyjny/enzym-linked immunosorbent
assay

Exol egzonukleaza I/exonuclease
egzonukleza i alkaliczna fosfataza /exonuclease and alkaline

ExoSap
phosphatase

fCSI wskaznik wytrzymatosci szyjki kosci udowej /femoral neck
compression strength index

FFA wolne kwasy tluszczowe/free fatty acids

FGF-2 czynnik wzrostu fibroblastow /fibroblast growth factor

GAD przeciwciata przeciw dekarboksylazie kwasu glutaminowe-
go/glutaminic acid decarboxylase antibodies

GKS glikokortykosterydy/glucocorticoids
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HbAlc hemoglobina glikowana/glycated hemoglobin

Hincll enzym restrykeyjnyll /restriction enzyme 11

Hinfl enzym restrykcyjnyl/restriction enzyme 1

HLA uktad zgodnosci tkankowej/Human Leucocyte Antigen

HLA-DR ludz.kle antygeny leukocytarne rejonu DR/Human Leukocyte
Antigen DR

HPLC wysokosprawna chromatografia cieczowa/High Performance
Liquid Chromatography

A fosfataza tyrozyny bialkowej/protein tyrosine phosphatase-
like protein

IAA autoprzeciwciata przeciw insulinie/insulin autoantibodies

IAPP amylina/islet amyloid polipeptyde

ICA przeciwciata przeciwwyspowe/islet cells antybodies

IGF-1 insulinopodobny czynnik wzrostuw/insulin-like growth factor
1

IgG immunoglobulina G/immunoglobulin G

IgM immunoglobulina M/immunoglobulin M

IL-1 interleukina 1/interleukin 1

IL-11 interleukina 11/interleukin 11

IL-6 interleukina 6 /interleukin 6

IMT grubo$¢ blony wewnetrznej 1 srodkowej/intima media
thickness

kDa kilodalton

LADA cukrzyca typu LADA/latent autoimmune diabetes in adult

LD niezrownowazenie sprze¢zen/linkage disequilibrium
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LIF czynnik hamujacy biataczke/leucaemia inhibitory factor
MRI magnetic resonance imaging
RNA matrycowy (informacyjny, przekaznikowy) kwas rybonukle-
m
inowy/messenger ribonucleic acid
N grupa chorych z neuropatia bez neuroosteoartropa-
tii/neuropaty withouth Charcot neuroarthopathy group
dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy/nicotinamide adenine
NAD ) .
dinucleotide
NFAT-cl czynnik j.e}drowy aktywowanych limfocytow T/nuclear fac-
tor of activated T-cells
NF-xB czynnik jadrowy kappaB/nuclear factor kappa B
NGF czynnik wzrostu nerwu/nerve growth factor
ODF czynnik réznicowania osteoklastow/osteoclast differentiation
factor
OPG osteoprotegeryna/osteoprotegerin
PCR reakcja tancuchowej polimerazy/polymerase chain reaction
PET pozytonowa emisyjna tomografia komputerowa/positron
emission tomography
PGE prostaglandyna E/prostaglandin E
PKC kinaza proteinowa C/protein kinase C
receptor aktywowany przez czynniki wywotujace prolifera-
PPAR cj¢ peroksysomow /peroxisome proliferator-activated recep-
tor
PTD Polskie Towarzystwo Diabetologiczne/Polish Diabetic Asso-
ciation
PTH parathormon/parathormone
PTHrP peptyd PTH-podobny/PTH -related peptide
PTPIB ltaialk;);va fosfataza tyrozynowa 1B/protein-tyrosine phospha-
ase
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aktywator receptora jadrowego czynnika k B/receptor acti-

RANK
vator of nuclear factor kappa-B

RANKL ligand aktngtora receptora  jagdrowego .czynnika K
B/receptor activator of nuclear factor kappa-B ligand
metoda identyfikacji polimorfizmoéw z wykorzystaniem en-

RFLP zymow restrykcyjnych/Restriction Fragment Length Poly-
morphism

RZS reumatoidalne zapalenie stawow/rheumatoid arthritis

SAP alkaliczna fosfataza z krewetek /shrimp alkaline phosphatase

SNP polimorfizm pojedynczego nukleotydu/single nucleotide
polymorphism

TBE roztwor buforowy o sktadzie Tris, kwas borowy i
EDTA/Tris/Borate/EDTA Buffer

TCC opatrunek gipsowy/total contact cast

TGF-p transformujgcy czynnik wzrostu-B1/Transforming Growth
Factor beta

TNF-a czynnik martwicy guza o /Tumor Necrosis Factor a.

TNF-aR receptor czynnika martwicy guza o /Tumor Necrosis Factor
o receptor)

TRAF-6 cwnik zwigzany z receptorem TNF6 /TNFreceptor asso-
ciated factor 6

TRAIL ligand czynnika martwicy nowotworu indukujacy apoptoze
/tumor necrosis factor-related apoptosis—inducing ligand

TRANCE tumor necrosis factor-related activation-induced cytokine

VLDL lipopr.oteiny o bardzo niskiej gestosci/very low density lipo-
protein

VSMCs komorki migsniowki gtadkiej naczyn krwiono$nych/
vascular smooth muscle cells

WHO Swiatowa Organizacja Zdrowia /World Health Organization

ZSC zespot stopy cukrzycowej/diabetic foot syndrome
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1. WSTEP
1.1. Rozwazania ogdlne
1.1.1. Epidemiologia cukrzycy

Cukrzyce okresla si¢ wspotczesnie jako ,,globalng epidemi¢” naszego wieku.
Na catym $wiecie obserwuje si¢ lawinowy wzrost zachorowan na t¢ chorobe.
Najliczniejsze badania epidemiologiczne dotycza cukrzycy typu 2, wystepujacej
najczescie;.

Ostatnie badania (2011 r.) wykazaly, ze chorych na cukrzyce jest obecnie
okoto 366 milionow, a w 2030 r. przewiduje si¢ wzrost zachorowan do 552 mi-
lionow chorych [1].

Definicja cukrzycy zostata sformutowana przez Amerykanskie Towarzystwo
Diabetologiczne w 1977 r.: ,,Cukrzyca, to grupa heterogennych zaburzen meta-
bolicznych z towarzyszaca hiperglikemia, spowodowang niedostateczng utyliza-
cja glukozy w wyniku defektu wydzielania insuliny lub jej dziatania. Przewlekta
hiperglikemia prowadzi do zmniejszenia zdolno$ci komorek B trzustki do pro-
dukcji insuliny, ale takze insulinoopornosci tkanek i zwigkszonej produkcji glu-
kozy w watrobie”. Mimo uptywu lat definicja ta jest nadal aktualna [2, 3].

W krajach europejskich czgsto$¢ wystepowania cukrzycy ocenia si¢ prze-
cigtnie na 5-7% ludnosci, a w Stanach Zjednoczonych jest ona jeszcze wigksza
[2]. ,

Smiertelno$¢ z powodu powiklan cukrzycy, mimo coraz wczesniejszego
ustalania rozpoznania oraz coraz bardziej skutecznego leczenia, wzrosta w
ostatnich latach o 30%, podczas gdy z powodu innych choréb zmalata [4]. U
podstaw narastania liczby chorych lezy najprawdopodobniej wzrost ilosci ludzi
otylych oraz zmiana trybu zycia, polegajgca na znacznym zmniejszeniu aktyw-
nosci fizycznej, globalizacji i industrializacji. Te zmiany dotycza wszystkich
spoteczenstw.

Zwigkszenie liczby rozpoznawanych przypadkow cukrzycy wigze sie takze
ze zmienionymi i rozszerzonymi kryteriami diagnostycznymi ustalonymi w
ostatnich latach przez WHO [5] oraz Amerykanskie Towarzystwo Diabetolo-
giczne [3], polegajacymi na obnizeniu progu glikemii koniecznej do ustalenia
rozpoznania.
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W ostatnich latach obserwuje si¢ takze wzrost zapadalnosci na cukrzyce ty-
pu 2, takze u dzieci i mtodziezy [6, 7, 8]. Uwaza sig, ze liczba chorych dzieci i
mlodziezy na t¢ posta¢ cukrzycy jest nadal niedoszacowana.

Na cukrzyce typu 1 choruje okoto 20 milionéw 0séb, w tym w Polsce okoto
150 tys. [9]. Cukrzyca typu 1 jest jedna z najczestszych chorob przewlektych
wieku rozwojowego i dotyczy jednego na 300 dzieci [10]. Czesto wystepujace w
tej postaci cukrzycy powazne powiktania: choroby nerek, narzadu wzroku, ukta-
du sercowo-naczyniowego oraz nasilone, trudne do wyréwnania, ostre zaburze-
nia metaboliczne w postaci ketozy i $§pigczki powoduja, Ze jest ona jedng z waz-
nych przyczyn $miertelnosci w mtodym wieku.

Rejestry nowych zachorowan wykazujg state zwigkszanie si¢, o 5-8% rocz-
nie, nowych przypadkow cukrzycy typu 1 [10, 11]. Wzrost zachorowalnosci
dotyczy dzieci we wszystkich grupach wiekowych, a ostatnio obserwuje si¢
szczegodlnie czgste zachorowania w wieku przedszkolnym (ponizej 5 r.z.) [12].
Badania epidemiologiczne ostatnich lat wykazuja, ze u dzieci, zwlaszcza powy-
zej 10. roku zycia (30-60%), stwierdza si¢ coraz czgSciej takze inne postaci cu-
krzycy [13].

W literaturze coraz czgéciej poruszane jest zagadnienie dotyczace zachoro-
wan na cukrzyce typu 1 u ludzi dorostych (LADA — latent autoimmune diabetes
in adult) [14]. Posta¢ ta dotyczy najczeSciej osob w wieku 35-60 lat, czesto
stwierdza si¢ w wywiadzie rodzinnym obecno$¢ chorob autoimmunologicznych
lub cukrzycy typu 1. Charakterystyczne jest u tych chorych nie wystgpowanie
otytosci oraz szczegoOlnie czgsta obecnos¢ przeciwcial anty GAD (glutaminic
acid decarboxylase antibodies). U podtoza tej postaci cukrzycy lezg zjawiska
autoimmunologiczne.

Ze wzgledu na bardzo duzy wzrost zachorowan na calym $wiecie cukrzyca
jest uwazana obecnie za chorobg¢ spoteczng [15]. Przyczyny tak duzego wzrostu
zachorowan w ostatnich latach nie zostaly do tej pory ostatecznie wyjasnione.
Nadmierne spozywanie thuszczoéw zwierzecych i weglowodanow, prowadzace
do otylos$ci (zwlaszcza trzewnej), spozywanie Zywnosci wysoko przetworzonej z
konserwantami oraz siedzacy tryb zycia, najprawdopodobniej leza u podloza
lawinowo narastajacych zachorowan na cukrzyce typu 2.
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1.1.2. Niektore czynniki patogenetyczne cukrzycy. Aspekty genetyczne

Jedna z charakterystycznych cech cukrzycy jest roznica w liczbie zachoro-
wan, w zaleznosci od regionu $wiata. Dotyczy to zwlaszcza cukrzycy typu 1,
ktoéra najczesciej wystepuje u dzieci w krajach skandynawskich. Obserwuje si¢
roéwniez inng czesto$¢ zachorowan wsrdd roznych grup etnicznych, np. zamiesz-
kujacych Stany Zjednoczone [16, 17]. Fakt ten sugeruje istnienie czynnikow
predysponujacych, takich jak czynniki genetyczne oraz zwigzane ze $Srodowi-
skiem. Zauwazono sezonowo$¢ nasilenia zachorowan na cukrzyce u dzieci, co
moze sugerowa¢ wplyw pewnych prodiabetogennych stanow inicjujgcych,
zwlaszcza u dzieci z podatnos$cia genetyczng. Obserwacje dotyczace rodzinnego
wystepowania cukrzycy oraz pojawianie si¢ jej u 2/3 bliznigt jednojajowych
potwierdzajg takze istnienie powigzan genetycznych. Obecnos$¢ cukrzycy typu 1
w rodzinie jest waznym wskaznikiem mozliwosci rozwinigcia si¢ cukrzycy w
przysztosci. Ryzyko wystapienia cukrzycy u potomstwa, gdy ojciec choruje na
cukrzyce typu 1, wynosi 12%, a w wypadku matki 6%. Cukrzyca typu 1 moze
rowniez wystapi¢ u 6% rodzefistwa osob z tym rozpoznaniem, podczas gdy w
populacji ogolnej ryzyko to wynosi 0,4% [18].

Sposob dziedziczenia cukrzycy typu 1 jest wielogenowy. Loci warunkujgce
sktonnos¢ rodzinng do wystgpowania cukrzycy insulinozaleznej znajdujg si¢ w
obregbie regionow HLA-DR i DQ [19, 20, 21]. Allele DR-3/DR-4/DQ-B1 szcze-
goblnie predysponuja do ujawnienia cukrzycy. Znajduje si¢ je u 95% chorych na
cukrzyce typu 1 [22, 23]. Istnieja doniesienia o roli patogenetycznej gendw spo-
za uktadu HLA, co potwierdzaloby wielogenowy sposob dziedziczenia tej cho-
roby [24, 25, 26, 27].

Zwiagzek wymienionych genotypow HLA, a takze ryzyka wystgpienia proce-
su autoimmunologicznego i powstawania przeciwciatl skierowanych przeciwko
komoérkom P trzustki nie zostat jeszcze ostatecznie wyjasniony. Wiadomo jedy-
nie, ze same czynniki genetyczne w cukrzycy nie sa w stanie wywota¢ kaskady
zjawisk procesu autoimmunologicznego.

»podatnych” genetycznie moga by¢ niektore infekcje wirusowe. Prowadzono
badania dotyczace wirusow wystepujacych czgsto chordb zakaznych ($winki,
odry, rézyczki), a takze niektorych szczepdw enterowirusow [28, 29, 30]. Nadal
jednak potrzebne sg dalsze obserwacje w tej dziedzinie [31]. Autoimmunolo-
giczny proces niszczenia komorek P trzustki, zapoczatkowany przez infekcje
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wirusowa, moze przebiega¢ powoli i podklinicznie, stad trudno o udowodnienie
bezposredniego zwigzku. Do grupy zakazen zaliczanych do czynnikéw etiolo-
gicznych wlaczono rozyczke wrodzong oraz wirusa cytomegalii. Addycyjny
wplyw czynnikdéw genetycznych i srodowiskowych, np. dziatanie uszkadzajace
enterowirusOw na komorki B trzustki, ujawnia si¢ glownie u 0soéb predyspono-
wanych genetycznie (allele HLA-DR i DQ). W procesie autodestrukeji immuno-
logicznej komorek B trzustki biorg udziat zarowno elementy odpornosci komor-
kowej (makrofagi, limfocyty T oraz cytokiny prozapalne), jak i humoralnej
(przeciwciala przeciwwyspowe ICA, przeciw insulinie IAA, dekarboksylazie
kw. glutaminowego GAD oraz fosfatazie tyrozyny bialkowej 1A-2). Cytokiny
uwalniane przez limfocyty T wywotujg apoptoze komorek B trzustki [32, 33].

Istniejg rowniez doniesienia o wptywie szczepien ochronnych u dzieci z ry-
zykiem genetycznym na inicjacj¢ procesu immunologicznego i ujawnienie cu-
krzycy. Jak dotychczas teorie te nie zostaly potwierdzone.

Przeprowadzano takze liczne badania dotyczace wptywu sposobu karmienia
dziecka we wczesnym niemowlectwie na rozwoj cukrzycy w wieku przedszkol-
nym. Nie znaleziono jednak korelacji migdzy dtugos$cig okresu karmienia natu-
ralnego i wystepowaniem choroby. Jedynym sugestywnym badaniem jest bada-
nie Norrisa i1 Zieglera, dotyczace wplywu wczesnej podazy produktéow zbozo-
wych (przed trzecim miesigcem zycia) na wystepowanie cukrzycy typu 1 u dzie-
ci predysponowanych genetycznie [34, 35].

Hipoteza sformulowana w 1992 r. przez Halesa podkresla powigzanie niskiej
masy urodzeniowej noworodka i zwigkszonego ryzyka rozwinigcia w zyciu do-
rostym cukrzycy typu 2 (szczeg6lnie u osob otylych). Niedozywienie w okresie
zycia ptodowego powodowac¢ ma zmiany metaboliczne, prowadzace do p6zniej-
szego nadmiernego gromadzenia ttuszczu. W stanach tych dochodzi do zmniej-
szenia liczby komorek B w wyspach trzustki i zmniejszenia wrazliwosci migs$ni
szkieletowych na insuling [36, 37]. Wszystkie te hipotezy nadal oczekuja na
potwierdzenie.

Ukazuje si¢ coraz wigcej doniesien o tym, ze niedobor wit. D3 w czasie cigzy
i niemowlectwa moze zwigksza¢ ryzyko rozwinigcia cukrzycy typu 1. Suple-
mentacja wit. D31 wielonienasyconych kwasow ttuszczowych omega-3 wigze si¢
z mniejszg zapadalnoscig na cukrzyce [38, 39, 40].

Opublikowano rowniez teori¢ o wspolnej patogenezie cukrzycy typu 1 i 2
(teoria ,,akceleratora”) [41,42].Autorzy dowodza, ze roznice miedzy dwoma
typami cukrzycy polegaja jedynie na réznym tempie destrukcji komorek
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B.Hiperglikemia moze wynika¢ z autoimmunologicznego procesu niszczenia
komorek beta, ich apoptozy lub opornosci na dzialanie insuliny. Wszystkie te
zjawiska moga wystepowac tacznie. Apoptoze komoérek wysp trzustki powodu-
ja: podatnos¢ konstytucjonalna, insulinooporno$¢ oraz reakcje autoimmunolo-
giczne. Insulinoopornos¢ moze nasila¢ apoptoze komorek beta, prowadzi¢ do
uwalniania antygenow i nasilenia reakcji autoimmunologicznej. Czynnikiem
niezbednym do inicjacji tych proceséw jest otylos¢ trzewna, ktora moze byé
zaznaczona juz we wczesnych okresach zycia (noworodek, ptod) i ktora generu-
je insulinoopornos¢ [41, 42].

Bardzo szeroko prowadzone badania nad etiologia i patogeneza cukrzycy ty-
pu 2 pozwolity na wyodrebnienie kilku do$¢ dobrze udowodnionych czynnikow
ryzyka. Naleza do nich: otyto$¢, nadci$nienie tetnicze, zaburzenia gospodarki
lipidowej oraz proces starzenia si¢ (duza zachorowalno$¢ u ludzi w wieku 60-70
lat). Rozwijajacy si¢ zespot metaboliczny przyspiesza i nasila powstawanie
miazdzycy i jej powiktan. Podobnie jak w cukrzycy typu 1, w rozwoju cukrzycy
typu 2 biorg udzial czynniki genetyczne. Obserwuje si¢ ewidentnie czgstsze
zachorowania w rodzinach. Jesli rodzice nie chorujg na cukrzyce to chorobo-
wos¢ ich potomstwa wynosi 6-10%. Przy chorobie jednego z rodzicow wzrasta
do okoto 18%, a jesli choruja oboje mozliwo$¢ zachorowania wynosi 26% [43,
44].

Dotychczas udowodniono silne zwigzek insulinoopornosci w cukrzycy typu
2 z polimorfizmem i wariantami genu kalpainy 10 (CAP N10) oraz genu PPAR
(peroxisome proliferator-activated receptor, receptor aktywowany przez czyn-
niki wywotujace proliferacj¢ peroksysomow) czynnika transkrypcyjnego biora-
cego udzial w regulacji dziatania insuliny) [45]. Do dzisiaj interesujaca jest,
sformulowana przed laty, teoria Pickupa i Crooka, ktorzy podkreslaja role czyn-
nikow zapalnych w patogenezie cukrzycy (model cukrzycy jako ,przetrwale;
reakcji ostrej fazy”). Zwigkszone wydzielanie cytokin zapalnych z tkanki thusz-
czowej, pod wptywem bodzcow pokarmowych, zapoczatkowuje reakcje ostrej
fazy i produkcj¢ biatek ostrej fazy w watrobie. Wyzej wymienione zaburzenia
przyczyniaja si¢ do hyperlipidemii, hypercholesterolemii i procesow aterogene-
zy. Niedawno po raz pierwszy poruszono role kwasé6w omega 3 w prewencji
rozwoju miazdzycy [37].

W prowadzonych badaniach wykazano, ze na ujawnienie si¢ cukrzycy typu
2 znaczacy wpltyw majg czynniki $rodowiskowe. Wpltyw ten moze by¢ nawet
wigkszy niz w przypadku czynnikow genetycznych (odwrotnie niz w cukrzycy
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typu 1). Osobnicy z predyspozycjami genetycznymi, zwlaszcza wielogenowymi,
sa szczegblnie podatni na czynniki $rodowiskowe. Sposrod nich najwicksze
znaczenie dla ujawnienia si¢ cukrzycy typu 2 ma otytosc.

Zwiazek otylosci 1 zwigkszonego ryzyka wystgpienia cukrzycy typu 2 nie
zostal do tej pory ostatecznie wyjasniony. Najwazniejszym czynnikiem predyk-
cyjnym, jest warto$¢ wskaznika masy ciata BMI (body mass index) [43], ktory
jest nieprawidtowy u okoto 80% o0so6b chorujacych na cukrzyce (BMI >
25 kg/m®). Towarzysza temu czgsto zaburzenia lipidowe i nadcignienie tetnicze.

W 1962 r. Neel, a potem Hales [36], probowali wyttumaczy¢ czesto$¢ nad-
wagi u tych chorych teorig ,,ewolucyjna”: cechy genetyczne, ktore w przesziosci
przy ograniczeniu dostgpnosci pokarmu warunkowaty prawidtowy metabolizm,
w obecnych warunkach cywilizacyjnych i nadmiarze pozywienia oraz braku
aktywnosci fizycznej przyczyniaja si¢ do rozwoju cukrzycy (teoria ,,0szczedne-
go genotypu” — thrifty genes). Teoria ta jednak nie wyjasnia ostatecznie mecha-
nizmu wspotczesnego, lawinowego narastania czg¢stosci wystepowania otytosci.
Stopien zagrozenia cukrzycg nie zalezy jednak tylko od ilosci tkanki ttuszczowe;j
w organizmie, ale takze od jej rozmieszczenia.

Insulinooporno$¢ w sposob szczegdlny towarzyszy otylosci trzewnej
(brzusznej, androidalnej). Tkanka tluszczowa jamy brzusznej wykazuje podwyz-
szong aktywnosc¢ fosfataz tyrozynowych (PTP1B — protein-tyrosine phosphatase
1B), co powoduje jej zwickszona oporno$¢ na insuling. Enzym ten jest modula-
torem wewnatrzkomorkowej kaskady sygnalow insuliny, a jego aktywnosc¢ jest
$cisle powigzana z BMI [47]. Tkanka tluszczowa przejawia takze dzialanie we-
wnatrzwydzielnicze, wytwarza adipocytokiny (leptyna, TNF-q, IL-6, TGF-f 1
in.) przyczyniajace si¢ do powstawania insulinoopornosci, a takze powiktan w
przebiegu cukrzycy [48].

Wazna role w rozwoju zespotu metabolicznego odgrywajag wolne kwasy
thuszczowe FFA (firee fatty acids). U osdb z otytoscia ich poziom w surowicy
krwi jest podwyzszony (aktywnos¢ lipolityczna tkanki thuszczowej trzewnej).
Nadmierna mobilizacja kwasow tluszczowych powoduje ich zwickszony trans-
port do watroby i zmniejszenie wigzania insuliny przez receptory komorek wa-
trobowych (teoria watrobowa) [49]. Wysokie stg¢zenie FFA 1 zwigkszony ich
naptyw do watroby przyczynia si¢ takze do powstawania insulinoopornosci.
Wydzielane przez tkanke ttuszczowa adipocytokiny odgrywajg role w regulacji
procesow metabolicznych 1 mogg mie¢ wptyw na rozwdj miazdzycy. Wigkszos¢
z nich (za wyjatkiem adiponektyny) sprzyja aterogenezie.
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Poza otytoscig brak aktywnosci fizycznej jest drugim waznym czynnikiem
przyczyniajagcym si¢ do rozwoju cukrzycy. W wielu szerokich opracowaniach
stwierdzono odwrotng zalezno$¢ pomigdzy ryzykiem zachorowania na cukrzyce
typu 2 a nasileniem aktywnosci fizycznej. Jest ona jednym z najwazniejszych
czynnikow protekcyjnych, poniewaz poprawia tolerancje glukozy i zwigksza
wrazliwo$¢ na insuling [50].

Mimo ogromnego postepu wiedzy na temat etiopatogenezy cukrzycy, do-
stepnosci nowych technik badawczych w zakresie biologii molekularnej i gene-
tyki, pytanie dotyczace przyczyny wystgpowania insulinoopornosci w cukrzycy
typu 2 jest nadal aktualne. Wrazliwos$¢ na insuling jest uwarunkowana genetycz-
nie, a mozliwo$¢ wystgpienia zaburzen molekularnych dotyczyé moze kazdego
etapu, skomplikowanych proceséw zwigzanych z aktywnoS$cig insuliny w ustro-
ju. Najczesciej spotykane defekty genetyczne dotycza receptora insuliny i glu-
kokinazy. Mutacje majac wptyw na czasteczke insuliny wystepuja sporadycznie.
Liczne badania in vitro wykazaty, ze w cukrzycy typu 2 insulinoopornos¢ doty-
czy wszystkich narzadow i tkanek bedacych celem jej dziatania [51, 52].

1.1.3. Powiktania cukrzycy

Gléwnym czynnikiem powodujacym uszkodzenie tkanek i1 wystapienie
przewlektych powiklan w cukrzycy jest nasilenie i czas trwania hiperglikemii. U
niektorych pacjentow, mimo braku wyrownania metabolicznego i wysokich
pozioméw glukozy we krwi, sklonno$¢ do powiktan jest mniejsza, u innych
wystepuja one juz bardzo wczesnie (sktonnos¢ osobnicza).

Wprowadzanie do terapii nowych lekow i programow leczenia przyczynito
si¢ do znacznego zmniejszenia $Smiertelnos¢ spowodowanej ostrymi powikla-
niami niewyréwnania cukrzycy ($pigczka hiper- i hipoglikemiczna), natomiast
jej powiklania p6zne w postaci mikro- i makroangiopatii, a zwlaszcza neuropa-
tii, stanowia nadal istotny problem kliniczny [53].

1.1.3.1. Powiklania naczyniowe

Powiktania zalezne od hiperglikemii dotycza gtdéwnie naczyn. Wiadomo ze
prawidtowe leczenie cukrzycy i uzyskanie normoglikemii moze zmniejsza¢ nasi-
lenie powiktan naczyniowych lub op6znia¢ czas ich wystgpienia, ale im catko-
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wicie nie zapobiega. Oprocz zwigkszonego poziomu glukozy we krwi pehnig tu
destrukcyjna rolg istniejace zaburzenia metaboliczne, jak hiperinsulinemia, hi-
perlipidemia, podwyzszony poziom koncowych produktéw glikacji, a zwtaszcza
nieprawidlowy przeplyw krwi przez mate naczynia [54, 55]. Inne potencjalne
czynniki ryzyka uszkodzenia naczyn w cukrzycy to nadcis$nienie, dyslipidemia,
otytos¢ [56]. Pod wplywem wszystkich tych zaburzen §wiatlo naczyn ulega
zwezeniu, a w koncu zamknieciu. Dochodzi réwniez do zwigkszonej przepusz-
czalnosci naczyn dla biatek surowicy oraz zwigkszenia ich aktywnosci skurczo-
wej [57].

Drobne naczynia kiebkoéw nerkowych i siatkowki oka oraz naczynia zaopa-
trujgce nerwy (vasa nervorum) ulegaja uszkodzeniu najwczes$niej, a ich btona
podstawna ulega hipertrofii. W naczyniach kl¢bkdéw nerkowych, na skutek
wzrostu poziomu czynnika wzrostu Bl (TGF-B1 — Transforming growth factor
beta 1), dochodzi do zgrubienia btony podstawnej, powstawania zlogéow biatko-
wych, (kolagen, fibronektyna, laminina) i zwigkszenia ich przepuszczalnosci
(mikroalbuminuria). Zmiany w vasa nervorum s3 odpowiedzialne takze za roz-
woj neuropatii cukrzycowej (niedotlenienie neuronow). Tkanka nerwowa jest
szczegodlnie podatna na niekorzystny wptyw wysokich poziomow glikemii, po-
niewaz transport glukozy do wnetrza jej komorek jest tu niezalezny od obecno-
$ci insuliny [58].

Patomechanizm rozwoju przewlektych powiktan cukrzycy nie zostat dotych-
czas ostatecznie wyjasniony. W chwili obecnej przyjmuje sig, ze u podstaw me-
chanizmow biochemicznych uszkodzenia tkanek w hiperglikemii lezg:

— stres oksydacyjny (uszkadzajace dziatanie wolnych rodnikow).

— wlaczenie do proceséw metabolicznych ,,szlaku poliowego” — po-
wodujacego wzrost stezenia sorbitolu oraz nadmierng mobilizacje
kofaktoréw reakcji tego szlaku (fosforany dwunukleotyddéw nikoty-
noaminoadeninowych NAD), ktérym przypisywana jest posrednia
rola destrukcyjna (zaburzenie reakcji redukcji glutationu).

— nadmierna aktywacja kinazy biatkowej C PKC (protein kinase C)
powodujaca wzrost syntezy cytokin, substancji o dziataniu zwezaja-
cym naczynia, czynnikow wzrostu srodblonka.

— uposledzajacy wpltyw koncowych produktow glikacji AGE (advan-
ced glycation end products) na funkcje niektorych biatek.

— wzrost aktywnoS$ci przemian metabolicznych drogg szlaku heksoza-
minowego [59].
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Hiperglikemia odgrywa roéwniez istotng rol¢ w patogenezie uszkodzenia du-
zych naczyn — ryzyko makroangiopatii wzrasta juz w okresie nieprawidlowe;
tolerancji glukozy.

Poza hiperglikemia, do czynnikow ryzyka makroangiopatii nalezg dyslipi-
demia — zwigkszony poziom trojglicerydoéw i lipoprotein o matej gestosci VLDL
(very low density lipoproteine), ktora prawdopodobnie ma znaczenie szczegdlnie
na poczatku rozwoju zmian oraz nadcisnienie tetnicze przyczyniajace si¢ wraz z
hiperglikemig do szybkiej progresji miazdzycy [60]. Udowodniono korzystny
wplyw statyn na zmniejszenie zaawansowania zmian naczyniowych w cukrzycy
[61].

Najnowsze badania wykazaly wplyw podwyzszonego poziomu homocyste-
iny we krwi chorych z cukrzycg na procesy destrukcyjne w naczyniach. To za-
gadnienie jest przedmiotem intensywnych badan [62].

W inicjowaniu proceséw aterogenezy w cukrzycy bardzo duza role odgrywa
zapalenie, ktore ,,przygotowuje” Srodbtonek naczyn do powstawania nawar-
stwiajacych si¢ blaszek miazdzycowych. Manifestuje si¢ to wzrostem markerow
stanu zapalnego (CRP, TNF-q, 1L-6). Obecnie uwaza si¢, ze z wyzej wymienio-
nych czynnikow koncowe produkty glikacji bialek (AGE) i stres oksydacyjny
odgrywajg istotna role w rozwoju zaréwno mikro- i makroangiopatii [63, 64].

U chorych na cukrzyce choroby serca i naczyn wywotane miazdzyca (np.
choroba niedokrwienna serca) wystepuja kilkakrotnie czgsciej niz w calej popu-
lacji [65]. Szczegolnie nasilone sg zmiany zwapniajace w blaszkach miazdzy-
cowych naczyn serca [66]. Czgsciej tez wystepuja w tej grupie chorych udary
moézgu i niedokrwienie konczyn dolnych.

Badania ostatnich lat sugeruja, ze kalcyfikacja naczyn w cukrzycy, nasi-
lona zwlaszcza w neuroosteoartropatii Charcota-CN (Charcot neuroosteoar-
thropathy), moze by¢ powigzana z nieprawidlowg funkcjg niedawno odkry-
tej osi metabolicznej OPG/RANK/RANKL [67, 68, 69, 70]. Dotyczy to za-
rowno zmian w kompleksie intima media naczyn, jak i procesu kalcyfikacji bla-
szek miazdzycowych. W zwigzku ze zmianami w naczyniach wiencowych
obecnoscig neuropatii wegetatywnej oraz zaburzeniami metabolicznymi w ko-
moérkach migsnia serca w cukrzycy, u pacjentdw rozwija¢ si¢ moze rozlegla
kardiomiopatia. W proces ten zaangazowana jest rOwniez neuropatia wegeta-
tywna [71].

Wystapienie powiktan naczyniowych w cukrzycy zalezy nie tylko od czasu
trwania choroby, stopnia towarzyszacej hiperglikemii, ale réwniez od osobni-
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czych sktonnosci, u podioza ktorych najprawdopodobniej leza czynniki gene-
tyczne [53, 55, 65].

Do tej pory najsilniejsze powigzania genetyczne wykazano miedzy hipergli-
kemig a uszkodzeniem naczyn nerek i serca. Powiklania te czesto wystepuja
wsrod cztonkoéw jednej rodziny [53, 54]. Wykazano rowniez zwigzek migdzy
nefropatia w cukrzycy a polimorfizmem genu konwertazy angiotensyny [72].
Ryzyko wystapienia autonomicznej neuropatii uktadu sercowo-naczyniowego
stwierdzano czesciej u 0sob z fenotypem HLA-DR 3/4 [73]. Zauwazono ponadto
u chorych na cukrzyce wystepowanie pewnej korelacji migedzy powiktaniami ze
strony nerek oraz zapadalno$cig na chorobe wiencowa [74].

1.1.3.2. Neuropatia

Neuropatia jest bardzo czestym powiklaniem cukrzycy. Jeszcze nie tak daw-
no uwazano, ze cukrzyca jest skutkiem, a nie przyczyng uszkodzenia systemu
nerwowego. Konsensus w sprawie neuropatii cukrzycowej ustalono w 1988 r. na
konferencji Amerykanskiego Towarzystwa Diabetologicznego w San Antonio.
Stwierdzono, ze neuropatia cukrzycowa to zaburzenia czynno$ci nerwéw obwo-
dowych (neuropatia obwodowa) w przebiegu cukrzycy, ktore nie moga by¢ wy-
thumaczone innymi czynnikami przyczynowymi [75].

Wedlug opublikowanych wynikéw roznych badan epidemiologicznych,
liczba przypadkéw neuropatii obwodowej wsrdéd chorych na cukrzyce wynosi
5-60%. Tak duza rozpigto$¢ wartosci wynika przede wszystkim z niejednolitych
kryteriow diagnostycznych [76, 77, 78, 79]. Mimo tych rozbieznosci wiadomo
jednak z catg pewnoscig, ze po 25 latach trwania choroby cechy polineuropatii
stwierdza si¢ u ponad 50% chorych, a czgstos¢ jej wystgpowania ros$nie z wie-
kiem [7]. W badaniach Diabetes Control i Complication Trial Group z 1995 r.
wykazano u okoto 25% pacjentow, juz po 2-3 latach trwania cukrzycy, istnienie
stwierdzalnych badaniem klinicznym nieprawidtowo$ci neurologicznych. Po
8 latach trwania choroby zmiany dotyczyly 40% chorych. Potwierdzono ponadto
zalezno$¢ nasilenia neuropatii od wyréwnania zaburzen metabolicznych i czasu
trwania cukrzycy [80, 81]. Do czynnikdéw ryzyka neuropatii, poza hiperglikemig
nalezg rowniez wiek pacjenta, wystepowanie nadci$nienia tetniczego i dyslipi-
demia [56].
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Sposrod wszystkich powiktan cukrzycy, uszkodzenie obwodowego systemu
nerwowego oraz bedace jego konsekwencjg zmiany powstajace w obrebie stop,
doprowadzajace niejednokrotnie do amputacji konczyn, sg jedng z gtownych
przyczyn dtugotrwatych hospitalizacji oraz inwalidztwa pacjentow [81].

Neuropatia przez dtuzszy okres rozwija si¢ podklinicznie. Dochodzi do na-
gromadzenia sorbitolu wewnatrz neuronu, zmniejszenia szybkosci przewodnic-
twa nerwowego [82].

Istniejg rdézne podziaty neuropatii. Uwzgledniaja one rézne czynniki etiolo-
giczne, lokalizacje zmian, ich dynamike oraz objawy kliniczne. Najczesciej sto-
suje si¢ klasyfikacje Tomasa [83], a w naszym kraju dla celéw klinicznych kla-
syfikacje wg zalecen Polskiego Towarzystwa Diabetologicznego z 2006 r. [79].
Wyréznia ona polineuropatie uogdlniong symetryczng (czuciowa, czuciowo-
ruchowg i autonomiczng) oraz neuropati¢ ogniskowg i wieloogniskowa.

Etiopatogeneza zmian w uktadzie nerwowym w cukrzycy nie zostata do-
tychczas catkowicie wyjasniona.

Pierwotnym czynnikiem sprawczym jest na pewno hiperglikemia oraz zmia-
ny w neuronie wywotane poprzez nadmiar glukozy dostajacej si¢ do jego wne-
trza bez udziatu insuliny (w ilo$ci proporcjonalnej do zawarto$ci w osoczu). W
tej sytuacji przemiana glukozy dokonuje si¢ poprzez szlak poliowy (aktywacja
reduktazg aldozowa) z kumulacja sorbitolu oraz fruktozy. Ci§nienie osmotyczne
wewnatrz neuronu wzrasta i dochodzi do gromadzenia nadmiaru wody [84].

Wewnatrzkomorkowej akumulacji sorbitolu towarzyszy stres oksydacyjny i
wytwarzanie nadmiernej iloci wolnych rodnikow. Na skutek aktywacji szlaku
poliowego dochodzi réwniez do zmniejszenia zawarto$ci mioinozytolu w ko-
moérce nerwowej, hamowania aktywno$ci ATP-azy sodowo-potasowej, zwigk-
szenia st¢zenia jonéw sodowych oraz obrzeku i destrukcji komorki nerwowe;.

Poza wymienionymi czynnikami bardzo istotng rol¢ odgrywaja wspomniane
juz zmiany w naczyniach doprowadzajacych krew do neurondéw (vasa nervo-
rum). Zmiany w vasa nervorum poprzedzajg zaburzenia ze strony nerwow ob-
wodowych. Neuropatia i zaburzenia mikrokrgzenia sg ze sobg $cisle powigzane.
Wiele badan wskazuje, ze neuropatia jest pierwotng chorobg neuronaczyniowsg, a
z drugiej strony sama nasila zaburzenia w mikrokrazeniu. Stwierdzono korelacje¢
miedzy zmianami w drobnych naczyniach a nasileniem dysfunkcji neuronow
[57].

Zwigkszona aktywnos$¢ kinazy biatkowej C (PKC) oraz jej p izoformy (we-
dtug Brownlee) [85], powoduje skurcz naczyn krwionosnych, gtownie drogg
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zaburzen syntezy tlenku azotu przez komorki srodblonka (tlenek azotu jest waz-
nym dylatatorem drobnych tetniczek). Zwicksza ona takze ekspresje czynnika
jadrowego NF-xB (nuclear factor kappa B) nasilajgc odczyn zapalny droga ge-
nerowania cytokin prozapalnych [85, 86]. Aktywacja [ izoformy PKC powoduje
nadmierny wzrost proliferacji komorek srodblonka naczyniowego, co zmniejsza
$wiatto vasa nervorum. Niedotlenienie neurondéw jest przyczyng wtornie zwigk-
szonej lipolizy tkanki ttuszczowej, wchodzacej w sktad ich ostonek i zwigksze-
nia ilo$ci kwasu linolenowego i arachidonowego. W wyniku ich oksydacji po-
wstaje 4-hydroksynonenal przyczyniajacy sie do apoptozy neuronow [57].

Oproécz zjawisk destrukcji w neuronie, spowodowanych wymienionymi wy-
zej przyczynami, dochodzi takze do spowolnienia regeneracji wiokien nerwo-
wych na skutek niedoboru neuronalnego czynnika wzrostu NGF (nerve growth
factor, czynnik wzrostu nerwu). Istnieje réwniez hipoteza immunologiczna
uszkodzenia widkien nerwowych (nadmierne gromadzenie si¢ IgG i IgM). We
krwi stwierdzano takze pojawianie si¢ przeciwcial antylipidowych [87] uszka-
dzajacych sktadniki lipidowe ostonek nerwowych. Wczesne postacie neuropatii
wspolistniejg czesto z retinopatig i mikroalbuminuriag [76, 88].

Objawy kliniczne dotycza gtéwnie stop, co ma prawdopodobnie zwiazek z
dtugoscig neuronéw. Chory moze nie zgtasza¢ zadnych dolegliwosci, a ustalenie
rozpoznania istniejgcej neuropatii wymaga aktywnego postepowania diagno-
stycznego. W badaniu fizykalnym stwierdza si¢ zaburzenia czucia bolu, a takze
dotyku, wibracji, temperatury, ostabienie odruchéw $ciegnistych oraz deforma-
cje stopy.

Posta¢ bolesna neuropatii, przebiegajaca z bardzo nasilonymi dolegliwo-
$ciami w zakresie konczyn dolnych, prawdopodobnie ma nieco inng patogeneze,
poniewaz jej przebieg nie jest zwigzany z czasem trwania cukrzycy i jej wyrow-
naniem. Przewaza tu komponenta zapalna [89]. Z praktyki klinicznej wiadomo,
7e ustgpienie zmian bolowych wigze si¢ czgsto z progresja zmian w neuronach
czuciowych.

Dolegliwosci bolowe, spowodowane neuropatia cukrzycowa, wystepuja u
okoto 10% pacjentdéw. Moga si¢ one rowniez pojawia¢ u chorych, u ktorych
doszto do nagtej poprawy wyrownania glikemii (tzw. insulin neuritis) [90].

Na skutek neuropatii czuciowo-ruchowej dochodzi do zmian architektury
stopy i jej deformacji, a zaburzenia czucia prowadza do niezauwazalnych przez
chorego mikrourazéw. Dolaczajaca si¢ neuropatia autonomiczna przyczynia si¢
do powstania zmian troficznych skory (sucho$é, pekanie naskorka) [91, 92].
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Uszkodzenie autonomicznego ukladu nerwowego w neuropatii cukrzyco-
wej dotyczy zarowno czgéci wspolczulnej jak 1 przywspotczulnej. Towarzyszy
ono zwykle symetrycznej dystalnej polineuropatii az w 70%. Objawy kliniczne
tej postaci neuropatii wyrazone sg gltdwnie zaburzeniami czynnosci serca, ale
dotycza rowniez przewodu pokarmowego, uktadu moczowo-ptciowego, termo-
regulacji. Czgstos¢ wystgpowania neuropatii autonomicznej jest oceniana roznie
w roéznych badaniach — 7,7-40% chorych [76, 92, 93, 94, 95]. W pracach tych
badane byly najczeSciej takie parametry jak: zmienno$¢ rytmu serca w czasie
intensywnego oddychania i proby Valsalvy, zmienno$¢ cis$nienia tetniczego,
zaburzenia potliwo$ci, funkcji pecherza i jelit, zaburzenia czynno$ci zrenic. Ba-
dania dotyczyly gtownie chorych z cukrzyca z towarzyszaca symetryczng dy-
stalng polineuropatia. Smiertelno$¢ w neuropatii autonomicznej jest duza i wigze
si¢ czesto z naglym zgonem (zaburzenia czynno$ci serca — migotanie komor)
[96]. W zaawansowane]j postaci neuropatia autonomiczna moze by¢ powodem
zgonu u okoto 50% chorych [91]. W cukrzycy typu 2, zaburzenia czynno$ci
wlokien autonomicznych moga pojawiaé si¢ juz we wezesnym stadium choroby
[97], a nawet wyprzedza¢ jej rozpoznanie [98]. Czestos¢ wystgpowania neuropa-
tii autonomicznej jest wicksza w cukrzycy typu 1 [99].

Neuropatia autonomiczna w cukrzycy ma prawdopodobnie podtoze gene-
tyczne. U niektorych pacjentéw mimo nasilonych zaburzen metabolicznych
powiktanie to nie wystepuje. U innych mimo dobrego wyrdéwnania poziomow
glukozy we krwi, juz po kilku latach trwania choroby stwierdza si¢ cechy
uszkodzenia systemu nerwowego [73, 100].

Uszkodzenia wtdkien nerwowych w cukrzycy sa dystalne i dotycza wszyst-
kich wtokien nerwowych.

1.1.3.3. Stopa cukrzycowa

Zgodnie z definicja WHO ,,zesp6t stopy cukrzycowej” oznacza wystepowa-
nie infekcji, owrzodzenia (rany), destrukcji glebokich tkanek z obecnoscig cech
neuropatii i niedokrwienia o ré6znym stopniu zaawansowania. Zasadnicza rolg w
patogenezie zespotu stopy cukrzycowej odgrywa polineuropatia, u wielu cho-
rych pojawia si¢ rowniez niedokrwienie konczyn dolnych. Miazdzyca dotyczy
szczegblnie naczyn krwionosnych ponizej kolan, a jej nasilenie jest proporcjo-
nalne do czasu trwania choroby.



Wstep 27

Zmiany w tetnicach obwodowych u chorych na cukrzyce réznig si¢ od zmian
u 0sob bez hiperglikemii. Pojawiaja si¢ onewczesniej, sa obustronne i wielood-
cinkowe, nie rozwija si¢ krgzenie oboczne i dotycza najczesciej tetnicy piszcze-
lowej i strzatkowej. U 0sob bez cukrzycy zajeta jest glownie aorta i te¢tnica udo-
wa [101]. Niedokrwienie stopy objawia si¢ klinicznie brakiem t¢tna na tetnicach:
grzbietowej stopy, piszczelowej tylnej, a niekiedy rowniez podkolanowe;j. Skora
stopy staje si¢ cienka, nie wystepuje na niej owlosienie. Z powodu neuropatii u
niektorych chorych na cukrzyce nawet w przypadkach znacznego zwezenia na-
czyh moze nie wystegpowac bol i chromanie przestankowe.

W przebiegu stopy cukrzycowej mozna wyodregbnié:

—  zespo6t stopy cukrzycowej neuropatycznej, w ktorym dominuja ce-
chy uszkodzenia uktadu nerwowego a krazenie jest zachowane

— zesp6l stopy neuropatyczno-niedokrwiennej z cechami zar6wno
neuropatii jak i niedokrwienia

— rzadziej obserwuje si¢ wystepowanie samego niedokrwienia (zespot
stopy cukrzycowej niedokrwiennej) [102].

Nalezy podkresli¢ ze powiklanie to jest najczestsza przyczyna nieurazowej
amputacji konczyny.

U podtoza patologii lezy nast¢pujacy tancuch nieprawidtowosci: neuropatia,
zaburzenia czucia, deformacja stopy, uposledzenie ukrwienia, modzele, owrzo-
dzenie, infekcja, martwica doprowadzajace do amputacji konczyny. Zaburzenia
neurologiczne i pojawiajace si¢ zaniki mig¢$niowe prowadzag do deformacji sto-
py. Staje si¢ ona podatna na urazy, a zmiana jej architektury powoduje niepra-
widltowosci rozktadu sit nacisku i sprzyja powstawaniu modzeli. Sg to grube
nawarstwienia naskorka, ktore z uwagi na swoja strukture, moga powodowac
uszkodzenia lezacych glebiej tkanek i powstawanie owrzodzen. Deformacja
struktury stopy przejawia si¢ migdzy innymi: palcami mtoteczkowatymi (zgigcie
w stawach mig¢dzypaliczkowych), nadmiernym wydrazeniem tuku stopy.

Na skutek czesto niezauwazanych przez chorych urazéw powstajg rany —
sprzyjaja im wystepujace w przebiegu neuropatii zaburzenia chodu, a takze
wspolistniejgca retinopatia i pogorszenie ostro$ci wzroku. Z powodu neuropatii
czuciowej pacjenci nie odczuwajg zadnych dolegliwosci, nie maja swiadomosci
istnienia rany — dochodzi do zakazenia, zgorzeli i amputacji konczyny. Wspot-
istnienie niedokrwienia znacznie pogarsza rokowanie [103]. Zmiany patologicz-
ne dotycza wszystkich elementow stopy: skory, tkanki podskornej, migsni, $cie-
gien, nerwow, stawdw oraz kosci. Uszkodzenie uktadu nerwowego stopy doty-
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czy wiokien czuciowych, ruchowych, a takze autonomicznych [104, 105]. Nie-
prawidlowosci czucia przejawiaja si¢ klinicznie zaburzeniami odczuwania wi-
bracji, dotyku, bolu i temperatury. Niekiedy pacjenci skarza si¢ na nasilone bole
stop, zwlaszcza noca (posta¢ bolesna neuropatii).

Reasumujac, czynnikami ryzyka wystapienia powiklania, jakim jest
stopa cukrzycowa sa: zle wyrownanie cukrzycy, nasilona neuropatia, utrata
czucia bélu (bezbdélowe mikrourazy), zaburzenie ukrwienia, nieprawidlowa
mechanika stopy (deformacja, modzele), obrzek, nadwaga.

Istotne znaczenie w strategii leczenia ma rozroéznienie stopy neuropatycznej
od stopy niedokrwiennej. O rozpoznaniu niedokrwienia decyduja takie objawy
jak ucieplenie i zmiany troficzne skory, wyczuwalno$¢ tetna, wystepowanie
chromania czy bolow spoczynkowych, oraz badania dodatkowe (USG dopple-
rowskie i inne). Dolegliwo$ci mogg mie¢ takze charakter mieszany neuropa-
tyczno-niedokrwienny [93].

1.2. Neuroosteoartropatia Charcota

1.2.1. Rys historyczny

U niektérych chorych z obwodowa symetryczng dystalng neuropatig docho-
dzi do zajecia procesem chorobowym ukladu kostnego stopy. Powoduje to
catkowitg destrukcje tkanki kostnej, u podtoza ktorej lezy osteopenia, dezorgani-
zacje stawOw oraz aparatu wigzadlowego. Deformacja i niestabilno$¢ doprowa-
dza czesto do owrzodzenia, infekcji i niejednokrotnie konczy si¢ amputacja kon-
czyny [106].

Po raz pierwszy destrukcje uktadu kostnego towarzyszaca neuropatii w
przebiegu chordb wenerycznych opisat w 1703 r. Musgrave i nazwal ten stan
gonorrheal rheumatism. Kolejne doniesienia ukazaty si¢ w pierwszej potowie
XIX wieku i dotyczyty poczatkowo zaburzen funkcji nerwéw obwodowych oraz
zmian kostnych w uszkodzeniach rdzenia krggowego [107].

W 1831 r. J.K. Mitchell (w Filadelfii) opisat znieksztalcenie stopy w gruzli-
cy[108]. Byt to pierwszy opis uszkodzenia uktadu kostnego u chorego z rozpo-
znaniem neuropatii obwodowej. Zasygnalizowal on mozliwos¢ destrukcyjnego
znaczenia ostrej fazy zapalenia powstajacego na skutek nieprawidlowego uzy-
wania stopy oraz towarzyszacych temu mikro- i makrourazow [109]. W 1868 r.
Jean Martin Charcot opisat rol¢ zaburzen odzywiania kos$ci w przebiegu neuro-
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patii w tabes dorsalis. Zmiany w obrebie kosci i stawow stopy zostaly pozniej
nazwane neuroosteoartropatig Charcota [110].

Na poczatku XX wieku badania ukierunkowane byty gldwnie na wyjasnienie
patomechanizmu powiktan kostnych, towarzyszacych uszkodzeniom uktadu
nerwowego w kile oraz innych chorobach powodujacych neuropatie.

W 1916 r. Elloesser prezentujac swoje badania nad przebiegiem uszkodzen
kostno-stawowych w neuropatii podkreslit wage przypadkowego urazu w po-
wstawaniu dezintegracji stawow i kosci stopy.

W 1936 1. Jordan po raz pierwszy powigzal wystepowanie zmian kostnych z
neuropatia obwodowa w cukrzycy, a w 1947 r. Bailey i Root opisali juz catg
seri¢ pacjentow z symetryczng dystalng neuropatia w cukrzycy, powiktang wy-
stepowaniem zmian charakterystycznych dla neuroosteoartropatii [111]. W 1955
r. Miller i Lichtman rozwingli to zagadnienie [112].

W 1966 r. ortopeda S. Eichenholtz opublikowatl monografi¢ ,,Charcot Jo-
ints”, w ktorej wyodrebnil poszczegdlne stadia rozwoju choroby (stadium pro-
gresji, konsolidacji i stadium rekonstrukcji). Pozwolilo to na lepsze zrozumienie
przebiegu klinicznego neuroosteoartropatii, jak rowniez zarysowanie strategii
operacyjnej jako metody leczenia [113].

Tabela 1. Przebieg historii naturalnej neuroosteoartropatii Charcota
Table 1. Natural history of Charcot neuroosteoarthropathy

Faza ostra Faza przewlekta

Stadium 2 Stadium 3
— faza koalescencji | — faza rekonstrukcji

Stadium 1
— faza rozwoju
wydzielanie matych
fragmentow kost-

Stadium 0
— faza prodromalna

obrzek, miejscowy
wzrost ucieple-
nia,umiarkowany
brak lub minimalne
zmiany radiologicz-
ne

nych, fragmentacja
podchrzestna, sub-
luksacje, dysloka-
cje, resorpcja kost-
na, osteoliza, oste-
openia, dezorgani-
zacja struktury
kostnej, obrzek
tkanek migkkich

zmniejszenie obrzg-
ku, absorpcja drob-
nych i fuzja wigk-
szych fragmentow
kostnych, skleroty-
zacja kosci

dalsza przebudowa
kostna i fuzja du-
zych odtaméw
kostnych, zmniej-
szenie sklerotyzacji,
zwigkszenie gesto-
$ci kosci

Resorbceja kosci

Naprawa

(na podst. Frykberg R. Charcot foot consensus 2011 prezentacja podczas konferencji DFSG 2012,

Poczdam;za zgoda R. Frykberga)
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W 1990 r. Shibata zwrécit uwage na wystegpowanie w przebiegu neurooste-
oartropatii Charcota (CN) tzw. stanu prodromalnego, charakteryzujgcego si¢
wystepowaniem obrzgku, zaczerwienienia, zwigkszonego ucieplenia stopy bez
istniejagcych zmian radiologicznych (tabela 1). Stan ten stwarza ryzyko posta-
wienia mylnej diagnozy np. zapalenia kos$ci, ropowicy, zakrzepicy zylnej i in.,
co opdznia wdrozenie prawidtowego postepowania [114]. Duzg wagg wczesne-
go rozpoznania i mozliwosci zapobiegania nasilaniu si¢ zmian destrukcyjnych w
stopie podkreslit w swojej pracy Johnson [115]. Zalecat on stosowanie specjal-
nego obuwia i unikanie urazéw jako metode prewencji. Na podstawie badan
prowadzonych od 2000 r. i publikacji z tego okresu, przyjeto jako standard po-
mys$lnego rokowania, wczesne rozpoznanie i odcigzenie stopy.

W styczniu 2011 r. eksperci zebrani w budynku szpitala La Salpetriere
(gdzie w XIX wieku pracowatl Charcot), ustalili konsensus w sprawie CN oparty
na dotychczasowej wiedzy, dotyczacy ujednolicenia nomenklatury, patofizjolo-
gii, historii naturalnej oraz rekomendowanego leczenia [116]. Zesp6t ten sfor-
mutowal nastepujaca definicje: ,,Neuroosteoartropatia Charcota, potocznie na-
zywana stopa Charcota, jest stanem dotyczacym kosci, stawow, tkanek migkkich
stopy i stawu skokowego, charakteryzujacym si¢ wczesng fazg zapalng, rozwija-
jaca si¢ na podlozu neuropatii obwodowej o roznej etiologii. Zaburzeniem pier-
wotnym jest najczesciej neuropatia czuciowo-ruchowa w przebiegu cukrzycy.”
Stwierdzany zespot objawdw klinicznych kwalifikuje ten stan do nazywania go
zespotem stopy Charcota (Charcot foot syndrome) lub neuroosteoartropatig
Charcota (CN — Charcot neuroosteoarthropathy)[116].

Jak ustalono dotychczas, w patogenezie tego powiklania istotna jest in-
terakcja nastepujacych czynnikéw : obecno$é cukrzycy, neuropatii czucio-
wo-ruchowej, nieprawidlowosci metabolicznych dotyczacych tkanki kostnej
(osteopenia). Powoduje to powstawanie stanu zapalnego, manifestujacego
si¢ obrzekiem, nasilonym zaczerwienieniem oraz niewielkim, niewspolmier-
nym do obserwowanych zmian bélem. Utrzymujace si¢ zapalenie prowadzi
do uszkodzen i ztaman, subluksacji, dyslokacji elementow szkieletu stopy i
nasilonej jej deformacji.
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1.2.2. Epidemiologia

Neuroosteoartropatia Charcota zostata opisana po raz pierwszy ponad 130 lat
temu i nadal pozostaje powaznym i nie w pelni poznanym powiktaniem cukrzy-
cy. Jej definicj¢ , jak juz wspomniano, ustalono dopiero w 2011 roku.
Okoto 2/3 pacjentéw CN to chorzy z cukrzyca typu 2 [117, 118]. Fabrin i Hol-
stein stwierdzili w swoich badaniach wystepowanie obwodowej symetrycznej
neuropatii u wszystkich pacjentow z CN [119]. W ogolnej populacji chorych na
cukrzyce ocenia si¢ ze obwodowa polineuropatia dotyczy¢ moze nawet 60%
chorych podczas gdy neuroosteoartropatia Charcota wystepuje u znacznie
mniejszej liczby pacjentow [76-79,109,120]. Rozbieznos¢ ta pozostaje dotych-
czas przedmiotem licznych badan, zwlaszcza genetycznych.

Postepy w leczeniu cukrzycy powoduja ogolny wzrost dlugosci i poprawe
jakos$ci zycia chorych, jednak czestos¢ wystepowania CN nie ulega zmniejsze-
niu, a skuteczna terapia nadal pozostaje problemem. U pacjentdw z neurooste-
oartropatiag Charcota mimo leczenia obserwuje si¢ wysoka $miertelnos¢ [121].
Wedtug badan Gazis wynosita ona az 44,7% w ciagu 3,7 lat od momentu ustale-
nia rozpoznania, szczeg6lnie u tych osob, u ktérych utworzylo si¢ owrzodzenie.
Ponad 24% obserwowanych chorych wymagato amputacji konczyny [122].

W szerokich badaniach Lavery i wsp.[123] dotyczacych patologii w obrgbie
stop u 0sob z cukrzyca, u ponad 8 pacjentow na 1000 badanych stwierdzono
ewolucje zmian w kierunku neuroosteoartropatii Charcota w ciggu roku. W in-
nych publikacjach czesto$¢ wystepowania tego powiktania wsréd chorych na
cukrzyce oceniana jest przecigtnie na okoto 0,2-0,4% [124]. Niektorzy jednak
autorzy [110, 125], podajg zakres czgstosci od 7,5% az do 29%, a Sanders 0,1-
7,5% [126].

Z kolei Armstrong w doniesieniu z 2002 r. ocenit wystgpowanie CN w ogol-
nej populacji chorych z cukrzyca na 0,16%, a u 0s6b ze szczegdlnymi czynni-
kami ryzyka na 13% [127]. Badania epidemiologiczne wykazuja nasilajaca si¢ w
ciggu ostatnich lat czestos$¢ tego powiklania.

1.2.3. Czynniki ryzyka

Obserwacje epidemiologiczne wykazaly znacznie wigkszg czesto$¢ wyste-
powania neuroosteoartropatii Charcota u chorych rasy biatej, jednak do osta-
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tecznego ustalenia etnicznych roéznic konieczne sa dalsze badania [123]. Poten-
cjalne czynniki ryzyka powstawania CN analizowano w aspekcie wieku, pici,
masy ciala (BMI — Body Mass Index), czasu trwania cukrzycy i towarzyszacej
osteopenii.

Nie wykazano zaleznosci czgsto$ci wystepowania tego powiklania w zalez-
nosci od ptci [117].

Niektore publikacje donosity o najczestszej zachorowalnosci na CN w wieku
60-70 lat i po okresie okoto 10 lat trwania cukrzycy [128]. Z badan Sandersa
[126] wynika natomiast, ze CN wystepuje najczesciej u osob w wieku ok. 57 lat
(50-70 lat). Wedtug doniesien Petrovej[129] powiktanie to dotyczy coraz wigk-
szej liczby pacjentow w mtodym wieku (40 lat), zwlaszcza z cukrzycg typu 1. U
pacjentow z typem 2 cukrzycy réwniez obserwuje si¢ przesunigcie zapadalno$ci
w kierunku wieku mtodszego (50 lat) [129].

We wielu publikacjach podkresla si¢ niekorzystny wptyw nadwagi na de-
strukcje koSci w neuroosteoartropatii Charcota. Nadwaga oraz brak odczuwania
bolu sg ogdlnie przyjetymi czynnikami ryzyka wystegpowania tego powiktania
[118, 121, 126, 130]. Sredni BMI u obserwowanych pacjentéw z CN wynosit
34,5 kg/m” [131].

Badania dotyczace wplywu czasu trwania cukrzycy i jej rodzaju (typ 1 czy
typ 2), wykazaty réznice w powstawaniu CN w réznych typach cukrzycy [131] .
U chorych z typem 1 cukrzycy czas trwania choroby do momentu pojawienia si¢
zmian byt dtuzszy i byli oni mtodsi, niz pacjenci z typem 2 cukrzycy. Najkrotszy
obserwowany czas trwania cukrzycy do momentu powstania neuroosteoartropa-
tii Charcota to przecietnie 10 lat [117, 121, 126]. Wedtug innych autoréow sred-
nia dlugos$¢ trwania hiperglikemii do czasu wystgpienia zmian kostnych to okoto
12-15lat [118, 132, 133].

Wsréd wielu czynnikow predysponujacych do rozwinigeia CN szczegolnie
duza role przywigzuje si¢ do obecnosci neuropatii autonomicznej [126]. Czg-
sto$¢ wystepowania neuropatii autonomicznej wzrasta z wiekiem oraz czasem
trwania cukrzycy i dotyczy to obu typoéw cukrzycy. Pacjenci z CN i nasilong
neuropatig autonomiczng sa narazeni na ryzyko przedwczesnego zgonu. Smier-
telno$¢ chorych z tym powiktaniem przewyzsza $miertelno$§¢ w przebiegu nie-
ktorych nowotwordéw (rycina 1).

U tych pacjentdw zmiany w autonomicznym uktadzie nerwowym moga po-
jawiac sie we wezesnym stadium choroby [96, 97, 98, 134]. Czgstos¢ autono-
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micznej neuropatii jest wicksza w cukrzycy typu 1, co moze czg$ciowo thuma-
czy¢ wigksza liczbg pacjentow z CN w tej postaci choroby [99].
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Ryc. 1. 5-letnia $miertelno$¢ w przebiegu roznych postaci zespotu stopy cukrzycowej i neurooste-
oartropatii Charcota oraz niektérych nowotworow.

Fig. 1. 5-years mortality in diabetic foot syndrome, Charcot neuroosteoarthropathy and selected
cancers. American Cancer Society. Cancer Facts and Figures, 2000. B. Frykberg, za zgoda.

Zalezno$¢ migdzy gestoscig mineralng kosci (BMD — bone mineral density) i
CN nie jest ostatecznie wyjasniona. Regionalna osteopenia jest obserwowana u
wszystkich pacjentow z CN, jednak mechanizm jej powstawania do chwili
obecnej jest dyskutowany. By¢é moze ostatnie badania dotyczace powigzania
osteopenii z miejscowym stanem zapalnym i generowaniem pewnych nowood-
krytych cytokin pomoga w wyjasnieniu licznych watpliwos$ci.

Podsumowujgc: wiek, ciezar ciala, czas trwania cukrzycy, obwodowa
neuropatia, a przede wszystkim miejscowa nasilona osteopenia sa obecnie
ogélnie uznanymi czynnikami ryzyka wystapienia neuroosteoartropatii
Charcota.
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1.2.4. Przebieg kliniczny

Przebieg kliniczny neuroosteoatropatii Charcota w cukrzycy jest dos¢ dobrze
poznany i jest przedmiotem wielu publikacji [118, 132, 133, 135, 136, 137].

Sposrdéd innych chorob, ktérym moze towarzyszyé CN takich jak: alkoho-
lizm, amyloidoza, poliomyelitis, porazenie mozgowe, wrodzony rodzinny brak
odczuwania bolu, trad, kita, HIV i syringomyelia obecnie cukrzyca jest najczest-
szg przyczyna tego powiklania.

Zmiany dotycza glownie kosci §rodstopia 1 stepu — ta lokalizacja obserwo-
wana jest u ponad 44% pacjentéw [126]. Opisywano jednakze i inne miejsca
wystepowania neuroosteoartropatii w cukrzycy. Destrukcji ulega¢ moga inne
kosci stopy, a takze kosci stawu skokowego, barkowego, kolanowego oraz nad-
garstka [104, 138, 139,140, 141]. Wedtug badan Pakarinen i wsp. wykonanych u
pacjentow z CN, az 86% zmian obejmowato kosci $rodstopia, 8,3% staw sko-
kowy, 2,7% kos¢ pigtowa [120,142]. W grupie chorych badanych przez Schona
22% przypadkoéw neuroosteoartropatii Charcota dotyczylo stawu skokowego, a
59,2% kosci srodstopia [143].

Najczesciej zmiany wystepuja jednostronnie [117, 126], jednak Myerson w
1994 r. 1 Fabrin w 2000 r. opisywali zmiany obustronne u 31% i 17,9% swoich
pacjentéw [119, 144]. Sinha i Clouse stwierdzili, Ze patologia zostaje objeta
druga stopa w okoto 20% przypadkow [118, 132].

Proces zaczyna si¢ fazg ostrg, ktorej poczatek jest czesto zwigzany z przy-
padkowym urazem lub interwencja chirurgiczng [115, 135, 145]. Wspotistnienie
urazu (czesto niezauwazalnego z powodu ograniczenia czucia bolu) w momen-
cie rozpoczecia CN stwierdzono u 35% pacjentow [146]. Okoto 12% zglaszato
w wywiadzie przebyty w ciagu 6 poprzedzajacych miesi¢cy zabieg chirurgiczny
w obrebie stopy (z roznych przyczyn). Niekiedy rozpoczecie procesu destrukeji
kosci wiaze sie z istniejacym zakazeniem [147, 148, 149]. Faza ta podtrzymy-
wana jest przez nastgpujace liczne, drobne, niezauwazalne urazy. Stopa jest za-
czerwieniona, obrzgknigta i tkliwa. Ten okres zapalno-przekrwienny moze trwaé
roznie dlugo: miesigce, a nawet lata. Dochodzi do nadmiernego naptywu krwi do
kosci stopy. Staja sie¢ one osteopeniczne i bardziej podatne na urazy. Powstaja
liczne ztamania i dyslokacje, co w pozniejszej fazie procesu potwierdzaja bada-
nia radiologiczne i scyntygraficzne [150, 151, 152, 153] (ryciny 2-11).
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Ryc. 2. Obraz ostrej neuroosteoartropatii Charcota — widoczny obrzek i zaczerwienienie (materiat
wlasny).
Fig. 2. Acute Charcot neuroosteoarthropathy.

Ryc. 3. Ten sam pacjent kilka tygodni pozniej — wida¢ postepujaca deformacje okolicy stgpu
(materiat wlasny).
Fig. 3. The same patient a few weeks later — progression in midfoot deformity is visible.
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Ryc. 4. Obraz radiologiczny zaawansowanej neuroosteoartropatii Charcota — zniszczenie struktury

kosci stepu (material whasny).
Fig. 4. X-ray of advanced Charcot neuroosteoarthropathy — tarsal bones destruction.

Ryc. 5. Nasilona deformacja stawu skokowego w przebiegu zle rozpoznanej i nieleczonej neuro-
osteoartropatii Charcota. Czynnikiem wywotujacym bylo skrecenie stawu skokowego (materiat

wlasny).
Fig. 5. Advanced deformity in the course of misdiagnosed and untreated Charcot neuroosteo-

arthropathy triggered by ankle sprain.
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Ryc. 6. Obraz radiologiczny przedstawiajacy postepujaca destrukcje stawu skokowego w neuro-
osteoartropatii Charcota (material wlasny).

Fig. 6. X-rays showing progressive destruction of the ankle joint in Charcot neuroosteo-
arhtropathy.

Ryc. 7. Nasilona deformacja stopy w okolicy $rodstopia i stgpu w przebiegu nieleczonej
neuroosteoartropatii Charcota (materiat wlasny).
Fig. 7. Major deformity of the midfoot in course of untreated Charcot neuroosteoarthropathy.
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Ryc. 8. Obraz RTG w najwczesniejszej fazie
CN nie wykazuje zmian

(material wlasny).

Fig. 8. X-ray of the early stage of Charcot
neuroosteoarthropathy shows no abnormali-
ties.

Ryc. 10. Obraz MRI w sekwencji STIR —
zajete kosci (klinowata przysrodkowa i
lodkowata) o sygnale hiperintensywnym
(jasne). Obraz (B+C) odpowiada obrzgkowi
szpiku kostnego co lacznie z obrazem Kkli-
nicznym moze $wiadczy¢ o obecnosci neu-
roosteoartropatii Charcota (materiat wlasny).
Fig. 10. MRI scan (STIR images)-medial
cuboid and  navicular  bone, with
hyperintensive signal (brighter areas). Im-
ages 9 and 10 represent. bone marrow
oedema which along with clinical signs and
symptoms may correspond with .Charcot
neuroosteaorthropathy.

Ryc. 9. Obraz MRI (obraz T1 zalezny) —
kosci klinowata przysrodkowa i tédkowata
o sygnale hipointensywnym (ciemniejsze
zabarwienie w pordéwnaniu z obszarami
prawidlowej kosci) (material wlasny).

Fig. 9. MRI scan (Tlimage) — medial cuboid
and navicular bones.with hypointensive signal
(darker areas as compared to healthy bones).

Ryc. 11. Obraz RTG tego samego pacjenta
dwa lata pozniej (material wlasny). Widac
zmiany o charakterze neuroosteoartropatii o
niewielkim nasileniu — leczenie (odcigze-
nie) wdrozone we wczesnej fazie choroby w
oparciu o wynik rezonansu magnetycznego
bylo skuteczne.

Fig. 11. X-ray of the same patient two years
later show only moderate changes associat-
ed with Charcot neuroosteoarthropathy.
Early treatment (off loading) introduced on
the basis of MRI image was effective.
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Nalezy podkresli¢, ze obrazy RTG oraz badania scyntygraficzne, zwlaszcza
we wcezesnej fazie sa nieswoiste. Jedynie obraz MRI moze wykazaé istote
uszkodzenia kosci, nasilenie stanu zapalnego, dyslokacje, obrzgk szpiku i mi-
kroztamania [128, 154].

W miar¢ postgpowania procesu chorobowego i narastajacej deformacji sto-
py moga powstawa¢ owrzodzenia i infekcja. Proces moze by¢ powiktany zapa-
leniem kosci, co bardzo pogarsza rokowanie [155].

W koncowej fazie neuroosteoartropatii dochodzi do calkowitej destrukeji
kosci, struktura kostna stopy jest zdezorganizowana, powstaja liczne dyslokacje
i stawy rzekome. U nielicznych chorych zmiany kostne sg niewielkie i zostajg
wykryte przypadkowo podczas wykonywania zdjg¢ RTG z innej przyczyny.

Wiekszo$¢ autorow w swoich doniesieniach podkresla, ze wiele przypad-
kéw neuroosteoartropatii Charcota pozostaje przez dluzszy czas nierozpo-
znanych lub rozpoznanie jest opéznione. Dzieje si¢ tak na skutek braku jasnych,
klinicznych i radiologicznych kryteriow potwierdzajacych diagnoze we wcze-
snej fazie choroby [124]. Opo6znienie diagnozy dotyczy az 25% pacjentow [156].
Rozpoznawana jest czgsto zakrzepica zylna, zapalenie ko$ci, dna moczanowa
lub skrecenie stopy [155,157,158]. Brak ustalonego rozpoznania we wczesnej
fazie znacznie pogarsza rokowanie.

1.2.5. Rozwazania etiopatogenetyczne

Od wielu lat wiedziano, ze gtéwng rolg patogenetyczng w powstawaniu
zmian w neurosteoartropatii Charcota odgrywa dysfunkcja ukladu nerwowego
(symetryczna dystalna neuropatia) i do dzi$ jest to niezaprzeczalna gldéwna
przyczyna sprawcza tej patologii. W niektdrych doniesieniach rozwazano, czy
neuropatia towarzyszaca CN rozni si¢ od neuropatii u chorych z cukrzyca, u
ktorych to powiktanie nie wystapito. Young [153] znalazt w swoich badaniach
réznice w czestosci 1 nasileniu wystgpowania neuropatii autonomicznej u cho-
rych z CN, a Stevens w nasileniu zaburzen odczuwania temperatury i czucia
bolu [159].

Obecnosc dystalnej symetrycznej neuropatii stwierdzano we wszystkich opi-
sywanych przypadkach neuroosteoartropatii Charcota.

Brak czucia powierzchniowego i glebokiego (neuropatia sensoryczna), neu-
ropatia motoryczna i autonomiczna, lokalna osteopenia i zwigkszone sity naci-
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sku dziatajace na stop¢ to cechy wspdlne obserwowane u wszystkich pacjentow
zCN [119].

Dystalna symetryczna czuciowa neuropatia byta obecna u ponad 100 cho-
rych z neuroosteoartropatia Charcota w badaniach Sinha [118] i w ponad 140
przypadkach obserwowanych przez Clouse [132] i Armstronga [135]. Mimo
bardzo duzych zmian anatomicznych, towarzyszacego czgsto owrzodzenia i
stanu zapalnego, dolegliwosci bolowe u tych pacjentow sg bardzo niewielkie.
Autorzy zgodnie podkreslaja, ze brak odczuwania bolu oraz nadwaga (obok
roznych innych waznych czynnikow patogenetycznych) sa decydujace dla szyb-
kosci nasilania si¢ zmian destrukcyjnych w uktadzie kostnym stopy. Symetrycz-
nej neuropatii czuciowej zwykle towarzysza zaburzenia unerwienia motoryczne-
go. Brak integracji unerwienia matych mig$ni stopy prowadzi do przykurczéw
wigzadet 1 spontanicznych dyslokacji, a towarzyszaca osteopenia do ztaman,
przy najmniejszym bezbolesnym urazie [136, 160].

Juz Charcot sugerowal, ze ,,cienko$¢ i tamliwos¢ kosci wynika z zaniku
funkcji odzywczych,na skutek zaburzen czynno$ci systemu nerwowego” (teoria
neurowaskularno-neurotroficzna). T¢ hipotez¢ powstawania zmian kostnych
poparto pdzniej wielu badaczy [161, 162]. Stwierdzono, ze podatno$¢ kosci na
ztamania jest spowodowana gtdownie nieprawidtowym, zwickszonym doplywem
krwi, ktory powstaje na skutek zaburzenia czynnosci wiokien autonomicznych
(zaburzenia wazomotoryczne) [163]. Uszkodzenie widkien sympatycznych do-
prowadza do przekrwienia, przyczyniajacego si¢ do resorpcji kosci i osteopenii.
W powstawaniu dysfunkcji uktadu sympatycznego duzg rolg pelnig niektore
cytokiny [164].

Schwarz i wsp. [165] opisali nasilone zmiany w ko$ciach w nastepstwie wy-
konywanej z roznych przyczyn sympatektomii. Tetniczki doprowadzajace krew
do kosci stopy maja obfite unerwienie sympatyczne i sympatektomia powoduje
ich trwalg dylatacje, po ktorej obserwowano nasilenie zmian kostnych [149].
Potwierdzity to badania Martina [161] i Watkinsa [162], ktorzy stwierdzili, ze
uszkodzenie wldkien sympatycznych jest jednym z najwczesniej wystepujacych
uszkodzen neuronu. Fagius [166] zaobserwowat ten rodzaj uszkodzenia u 64%
pacjentow, a Archer [167] badajac przeptyw krwi w stopach u pacjentéow z cu-
krzyca potwierdzit ostabienie réwniez czynnosci wazokonstrykcyjnej, co jest
bezposrednim powodem przekrwienia.

Wzmozony przeptyw tetniczo-zylny w CN udowodniony zostat takze w in-
nych badaniach i potwierdzony przez Boultona [168], ktory zaobserwowat
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zwigkszone cis$nienie parcjalne tlenu w naczyniach zylnych konczyn dolnych u
0s0b z neuropatig, w porownaniu z badanymi pacjentami bez neuropatii.

Do przekrwienia dochodzi mimo ewidentnych jednoczesnych zmian w du-
zych naczyniach (kalcyfikacja). Zwigkszone ucieplenie skory w porownaniu ze
zdrowg konczyng oraz zawyzenie wskaznika kostka -rami¢ (ABI — ankle bra-
chial index) — wynikajace z kalcyfikacji naczyn u wszystkich badanych pacjen-
tow z neuroosteoartropatig Charcota stwierdzili Purewall i Young [137, 153].

Ward [169] wykazat, ze mimo stwierdzonego ogolnie zwigkszonego napty-
wu krwi do chorej konczyny, dochodzi do zmniejszenia perfuzji poprzez naczy-
nia wlosowate (,,zespot podkradania”). Zatem mimo duzego naptywu krwi nie
jest on wystarczajacy do zaspokojenia potrzeb metabolicznych, co potwierdzili
Flynn i Tooke [170]. W miar¢ trwania ostrej fazy choroby zaczerwienienie,
obrzeki ucieplenie konczyny stopniowo zmniejsza si¢.

W przypadku obwodowej neuropatii napltyw krwi wzrasta w obydwu sto-
pach, co jak wspomniano, spowodowane jest zaburzeniami unerwienia sympa-
tycznego 1 zmniejszeniem oporu naczyniowego w naczyniach wlosowatych.
Natomiast zmiany charakterystyczne dla neuroosteoartropatii Charcota
wystepuja najczesciej jednostronnie. Mimo intensywnych badan do tej pory
jest to najtrudniejsza do wyjasnienia cecha CN. Shapiro wykazat istotng réznice
w reakcji naczyn u chorych z neurosteoartropatig Charcota i inng grupg pacjen-
tow z istniejgca neuropatia oraz w grupie kontrolnej. U chorych z CN oraz w
grupie 0sob zdrowych, miejscowe podwyzszenie temperatury powodowato
zwigkszony przeptyw krwi w naczyniach skory, a w drugiej grupie pacjentow
(chorzy z neuropatig bez CN) zjawiska tego nie obserwowano. Autorzy wnio-
skowali, ze utrata reaktywnoS$ci naczyn oraz zdolno$ci do zwigkszenia naptywu
krwi moze chroni¢ przed rozwojem CN [171]. Ukazaty si¢ rowniez doniesienia
o znacznie wigkszym nasileniu reakcji naczyniowych w odpowiedzi na bodzce
temperaturowe u chorych z CN w poréwnaniu z pacjentami z neuropatia, ale bez
tego powiktania [172, 173].

Wiadomo, Ze regionalna osteopenia jest podstawowym czynnikiem ryzy-
ka powstawania zmian kostnych w neuroosteoartropatii Charcota.

Gdyby zatozy¢ stusznos$¢ pierwotnych spekulacji Charcota i dalszych badan
nad rola teorii neurowaskularnej w genezie powstawania osteopenii w syme-
trycznej dystalnej neuropatii [174], to osteopenia powinna wystepowaé obu-
stronnie, a tak nie jest.
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Przebiegowi cukrzycy, nawet niepowiklanej, towarzyszy umiarkowane
zmniejszenie gegstosci mineralnej kosci (BMD — bone mineral density). Osteope-
nia nasila si¢ gdy dotacza si¢ neuropatia [152, 175, 176, 177]. Tendencja do
obnizenia BMD wyrazona jest szczegdlnie u pacjentéw z cukrzycg typu 1 [178,
179]. Wedhug niektorych badaczy w cukrzycy typu 1 sam niedobor insuliny i
amyliny (IAPP — islet amyloid polipeptyde), ktore sprzyjaja przyrostowi masy
kostnej, doprowadzi¢ moze do osteoporozy [180].

Niedostateczny stopien wyréwnania cukrzycy rowniez moze by¢ czynni-
kiem ryzyka powstawania zmian kostnych w CN. U mtodziezy z cukrzyca
typu 1 stwierdzono korelacj¢ obnizenia gestosci mineralnej kosci BMD z po-
ziomem hemoglobiny glikowanej HbAlc [181]. Moze to sugerowaé, ze zta kon-
trola glikemii, a takze redukcja syntezy IGF-1 (insulin growth factor 1, insulino-
podobny czynnik wzrostu 1) obok innych czynnikow przyczynia si¢ do powsta-
wania osteopenii. Hyperglikemia wptywa na proces remodelingu kosci poprzez
glikacje kolagenu, modyfikacje dziatania osteoblastow i1 osteoklastow oraz po-
przez powodowanie zwigkszonego wydzielania cytokin.

Osteopeni¢ w CN potwierdzaja badania radiologiczne. Petrova u swoich pa-
cjentow obserwowata zmniejszony BMD kosci pigtowej u chorych z neurooste-
oartropatig i dotyczyto to zarowno cukrzycy typu 1 jak i 2. W badaniach tych
wykazano, ze BMD byta zmniejszona takze u pacjentow bez CN, ale tylko w
cukrzycy typu 1 [182].

Rozwazania patogenetyczne skupiaty sie do tej pory gtéwnie na teorii neu-
rotraumatycznej (neuropatia sensomotoryczna: liczne niekontrolowane mikro-
urazy, amyotrofia migsni, mikroztamania, dyslokacje) oraz wspomnianej wcze-
$niej teorii neurowaskularno-neurotroficznej (autonomiczna neuropatia, hy-
peraemia, osteopenia)[ 183].

Wszystkie wspomniane mniej lub bardziej potwierdzone hipotezy rozwoju
CN nie wyjas$niajg jednak podstawowych faktow:

1. Jaki jest ostateczny mechanizm powstawania nasilonej, miejscowej
osteopenii oraz kalcyfikacji naczyn krwionosnych stale towarzysza-
cych neuroosteoartropatii Charcota?

2. Dlaczego jest to proces samoograniczajacy sie? Z biegiem czasu
proces zapalny ulega samoistnemu zakonczeniu, naptyw krwi
zmniejsza si¢, a zdezorganizowana masa kostna ulega sklerotyzacji.

3. Dlaczego zmiany naczyniowo-Kkostne sa asymetryczne i dotycza
tylko jednej konczyny, podczas gdy neuropatia w cukrzycy jest sy-
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metryczna? Niektorzy badacze probuja tlumaczy¢, ze by¢ moze
przyczynia si¢ do tego niejednakowa obustronnie odpowiedz wazo-
motoryczna na czynniki takie jak np. nieodczuwalne mikrourazy.

4. Dlaczego neuroosteoartropatia Charcota wystepuje u pacjentow
rzadko, podczas gdy neuropatia jest najczestszym powiktaniem cu-
krzycy?

5. Wobec tego, ktorzy z pacjentow sa narazeni na rozwinigcie tego
powiktania i dlaczego? Dotychczas nie wykazano bowiem $cistego,
powtarzalnego zwigzku patogenetycznego wystapienia CN z czasem
trwania cukrzycy, jej przebiegiem, wyré6wnaniem metabolicznym
oraz istniejacymi innymi powiktaniami.

Tak wigc mechanizm powstawania rozleglych zmian kostnych, a zwlasz-
cza proces towarzyszacej neuroosteoartropatii Charcota — miejscowej oste-
openii nie jest do dzi$ dostatecznie wyjasniony.

W latach 2005-2010 zaczety ukazywacé si¢ doniesienia o tzw. ,,teorii zapal-
nej”, ktora moze doktadniej niz poprzednie hipotezy wytlumaczyé wickszosé
dotychczasowych niejasnosci, dotyczacych powstawania CN. Przywigzuje ona
duza role patogenetyczna do toczacego si¢ miejscowo procesu zapalnego i nasi-
lonego wytwarzania cytokin prozapalnych, takich jak interleukina-1p, TNF-a i
inne [183, 184]. Cytokiny te sg znanymi mediatorami resorpcji kosci poprzez
aktywacje osteoklastow [185]. Gtéwna rola zapalenia, jako czynnika etiopatoge-
netycznego neuroosteoartropatii Charcota, mogtaby ttumaczy¢ fakt wystgpowa-
nia tego powiktania tylko u niektorych pacjentow z neuropatig. Obecnie coraz
czgsciej ukazujg sie doniesienia, ze towarzyszacy stan zapalny moze by¢ klu-
czem do wyjasnienia obserwowanych w neuroosteoartropatii zmian [186].

Ostra faza zapalenia towarzyszy procesowi gojenia mikrourazow (ztamania)
oraz usuwaniu (liza) fragmentéw kostnych w CN (wzrost poziomu TNF i inter-
leukiny 1p). Unieruchomienie zajetej konczyny powoduje ograniczenie procesu
zapalnego 1 mobilizacji cytokin prozapalnych wraz ze zmniejszeniem przeptywu
krwi [187].

Zaskakujaca cecha charakterystyczng procesu zapalnego w neuroosteoartro-
patii Charcota jest rozbiezno$¢ miedzy miejscowa produkcja cytokin proza-
palnych a brakiem odpowiedzi systemowej (brak goraczki i generowania pa-
rametrow stanu zapalnego) [185,188].

Cytokiny prozapalne prowadza do wzrostu aktywnosci niedawno wykryte-
go szlaku metabolicznego, ktorego elementami sq osteoprotegeryna OPG
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(osteoprotegerin), receptor aktywujacy jadrowy czynnik kappa B RANK
(Receptor Activator of Nuclear Factor kB) oraz ligand dla RANK- RANKL
(Receptor Activator of Nuclear Factor kB Ligand). Poznanie plejotropowych
funkcji biologicznych w procesie metabolizmu ko$ci oraz w funkcjonowaniu
systemu immunologicznego i endokrynnego — wymienionej wyzej osi metabo-
licznej, pozwala mie¢ nadziej¢ na wyjasnienie wigkszosci dotychczasowych
watpliwosci dotyczacych etiopatogenezy neuroosteoartropatii  Charcota, a
zwlaszcza towarzyszacej jej osteopenii [189, 190].

1.2.6. Rola biologiczna osi metabolicznej OPG/RANKL/RANK

Zaburzenia mineralizacji ko$ci sg coraz czgSciej obserwowane zard6wno u
dzieci jak i dorostych. Moga by¢ one pierwotne 1 wynika¢ z patologicznych pro-
cesOw zachodzacych w samej tkance kostnej lub wtorne, towarzyszace jako
powiklanie innym patologiom. Zaburzenia mineralizacji ko$ci moga by¢ takze
generowane jatrogennie, jako powiktanie stosowanego leczenia [191].

Niszczenie tkanki kostnej towarzyszace chorobom zapalnym, schorzeniom o
podiozu autoimmunologicznym, chorobom nowotworowym, cukrzycy i wielu
innym stato si¢ podtozem do powstania nowej dziedziny, jaka jest osteoimmuno-
logia. W 2000 r. opublikowano prace Arron, w ktorej podkreslono wazng role
uktadu kostnego w systemie immunologicznym cztowieka [192]. Tkanka kostna
oprocz swoich funkcji polegajacych na stanowieniu ,,rusztowania” ciata, petni
szereg funkcji metabolicznych. Jest ona rezerwuarem zwigzkéw mineralnych,
przede wszystkim wapnia i fosforu.

Wyréznia si¢ dwa typy tkanki kostnej korowa oraz beleczkowata (kos¢ gab-
czasta). Kos$¢ korowa cechuje si¢ duza wytrzymaloscig mechaniczng, natomiast
kos$¢ gabczasta charakteryzuje si¢ bardzo duza aktywnoscig metaboliczng. W
kosci gabczastej najwczesniej ujawniajg si¢ zmiany patologiczne dotyczace me-
tabolizmu kostnego [193].

Przebudowa kosci odbywa si¢ w ciggu catego zycia, opierajac si¢ na dwdch
Pierwszy z nich zalezy od aktywnos$ci osteoblastow — pochodzacych z wielopo-
tencjalnych mezenchymalnych komoérek szpiku. W zjawisku resorpcji kosci
uczestnicza komorki rekrutujace si¢ z macierzystej komorki hematopoetyczne;j -
osteoklasty [194]. W okresie wzrostu organizmu, jak rowniez w stanach po ura-
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zach kos$ci, dominujg procesy tworzenia (modeling) [195], natomiast przez cate
zycie toczy si¢ proces przebudowy kosci, ktory ma charakter ciagly (remode-
ling). Zapewnia on utrzymanie prawidlowej struktury kosci, jak rowniez home-
ostazy wapniowo-fosforanowej organizmu [196]. Proces remodelingu polega na
zastgpowaniu starej kosci nowa. Rozpoczyna si¢ od resorpcji starej kosci przez
osteoklasty, co umozliwia powstawanie nowej tkanki dzigki funkcji osteobla-
stow. Procesy resorpcji i tworzenia kosci sg $cisle ze sobg powigzane i zachodza
w tzw. podstawowych jednostkach wielokomoérkowych tkanki kostnej BMU
(basic multicellular unit ). W sposéb proporcjonalny i ptynny przebiega proces
usuwania starej tkanki kostnej i tworzenia nowej, co zapewnia utrzymywania jej
prawidtowych funkcji w organizmie.

Co 10 lat dochodzi do calkowitej regeneracji szkieletu. Zaburzenia rowno-
wagi remodelingu doprowadzaja do osteopetrozy (nadmierne tworzenie), oste-
openii (przewaga proceséw resorpcji) lub osteoporozy. Prawidlowa struktura
kosci warunkujaca spetnianie jej funkcji fizjologicznych zalezy od jej gestosci:
BMD. Szczytowa masa kostna osiggana w wieku okoto 30 lat stopniowo
zmniejsza si¢ wraz z wiekiem (utrata okoto 1% w ciagu roku) [197]. Na prawi-
dtowa funkcje fizjologiczng uktadu kostnego wplywa bardzo wiele czynnikdw:
aktywnos¢ fizyczna, predyspozycje genetyczne, stan hormonalny ustroju, odzy-
wianie, dostepnos¢ sktadnikow mineralnych, choroby przewlekte.

Badania proceséw zachodzacych w uktadzie kostnym wykazaty, ze do zaini-
cjowania roznicowania komorek hematopoetycznych w kierunku osteoklastow,
konieczny jest bezposredni kontakt z innymi komdrkami tkanki kostnej — oste-
oblastami [198]. Potwierdzono to w po6zniejszych badaniach [199]. Poznano
wiele pojedynczych czynnikow o charakterze cytokin Iub hormonéw inicjuja-
cych osteoklastogenezg. Nalezg do nich: cAMP (cyclic adenosine monophospha-
te), glikoproteina gp130, czynnik hamujacy biataczke LIF (leucaemia inhibitory
factor). Zidentyfikowano takze tzw. czynnik roznicowania osteoklastow ODF
(osteoclast differentiation factor), ktory jest niezbedny w kolejnych stadiach
dojrzewania tych komorek [200, 201, 202]. Aktywnos¢ osteoklastow regulowa-
na jest takze przez rézne cytokiny, takie jak IL-1, IL-6, IL-11, CSF (colony st-
mulating factor), PTH (parathormon), 1,25 dihydroxywitaming D; oraz kalcyto-
ning [203]. Zidentyfikowanie receptoréw dla estrogendéw na osteoblastach [204],
sklonowanie i zidentyfikowanie PTHrP (PTH-related peptide), jako czynnika
odpowiedzialnego za hiperkalcemi¢ w chorobach nowotworowych [205], wy-
krycie i udowodnienie waznej roli procesu apoptozy w regulacji liczby osteobla-
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stow 1 osteoklastow [206], mialy wazne znaczenie dla poglebienia wiedzy,
szczegodlnie w zakresie destrukcji kosci w roznych stanach chorobowych.

W ostatnich 15 latach dokonat si¢ dalszy ogromny postep w zrozumieniu
skomplikowanych procesow tworzenia i resorpcji tkanki kostnej. Gtownym
bodzcem do podjecia intensywnych badan dotyczacych biologii kosci jest coraz
czesciej wystepujaca osteoporoza, ktora zostata uznana w 1994r. za chorobe
cywilizacyjng [207]. Ukazato si¢ bardzo duzo nowatorskich publikacji z tej
dziedziny.

Odkrycie w 1997 r. funkcji biologicznej tzw. osi metabolicznej
OPG/RANKL/RANK, jako ostatecznego mediatora osteoklastogenezy stalo si¢
ogromnym (okreslanym wrecz jako rewolucyjny) postepem w znajomosci bio-
logii koSci.

Zidentyfikowanie i szczegotowe poznanie poszczegélnych elementow tego
systemu ma ogromne znaczenie dla wytlumaczenia niejasnych do tej pory me-
chanizmow niszczenia tkanki kostnej w roznych patologiach.

Dotyczy to glownie osteoporozy [208], zmniejszenia BMD w toku leczenia
glikokortykoidami [209, 210, 211, 212], gdzie u pacjentéw juz po dwodch tygo-
dniach sterydoterapii stwierdzano ewidentne obnizenie poziomu osteoprotekcyjnej
OPG, a takze destrukcji kosci w niektérych nowotworach ztosliwych. Naleza tu
glownie szpiczak mnogi, rak prostaty, rak piersi [213, 214, 215] i inne [216, 217,
218]. W tych stanach powstajacej osteopenii towarzysza nieprawidtowosci funkcji
osi metabolicznej OPG/RANKL/RANK, co doprowadza do aktywacji osteokla-
stow 1 powstawania zlaman patologicznych. System OPG/RANK/RANKL
uczestniczy rowniez w powstawaniu osteoporozy w zapaleniu reumatoidalnym
stawow [219].

Odkrycie roli osi metabolicznej OPG/RANKL/RANK przyczynito si¢ takze
do wyjasnienia mechanizmu destrukcji kosci w niektorych chorobach uktadu
kostnego o podtozu genetycznym [203] oraz w przewlektych stanach zapalnych
[220].

Opisano istnienie roznych regulatorow mechanizmu dziatania tego systemu ta-
kich jak: glikokortykoidy, parathormon, czynniki wzrostu, ktore powoduja stymula-
cje RANKL oraz zmniejszajace aktywnos¢ tej cytokiny (hormony plciowe, kalcyto-
nina, leptyna i in.) [221]. Z innych czynnikow modulujacych aktywnos$¢ osi
OPG/RANKL/RANK nalezy wymieni¢ tlenek azotu, wolne rodniki tlenowe oraz
produkty glikacji (AGE-advanced glycation end products)) [222].
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Aljada opublikowal badania, w ktorych udowodnit hamujacy wptyw insuliny
na aktywno$¢ NF-«xB (nuclear factor kappa B) stymulowang przez RANK [223].
Znajomos¢ tych faktow nie tylko przyczynia si¢ do poznania etiopatogenezy
destrukeji uktadu kostnego w cukrzycy, ale takze otwiera nowe perspektywy
leczenia osteopenii i osteoporozy (leczenie biologiczne, z zastosowaniem mono-
klonalnych przeciwciat przeciw RANKL) [189].

Pierwszym doktadnie opisanym elementem omawianej osi metabolicznej by-
a osteoprotegeryna. W 1997 r. Simonet w USA i w 1998 r. Yasuda w Japonii
prawie jednocze$nie opublikowali doniesienia, w ktorych opisuja zidentyfiko-
wang przez swoje zespoty ,,nowa glikoproteing uczestniczaca w regulacji gesto-
$ci kosci”. Ze wzgledu na stwierdzenie jej protekcyjnego wpltywu na uktad kost-
ny (hamowanie resorpcji tkanki kostnej) glikoproteina ta zostata nazwana oste-
oprotegeryng (OPG) [224, 225].

Osteoprotegeryna (synonimy: osteoclastogenesis inhibitory factor — OCIF,
tumor necrosis factor receptor superfamily member 11B — TNFRSF11B) jest
polipeptydem i nalezy do rodziny receptorowTNF. Zbudowana jest z 401 ami-
nokwaséw o masie 55kDa. Gen kodujacy OPG znajduja si¢ w chromosomie
8q24. W jej czasteczce mozna wyr6zni¢ strukturalnie trzy grupy aktywnych
domen. Pierwsza grupa to domeny bogate w cysteing (D1-D4), ktore sg odpo-
wiedzialne za wigzanie RANKL i hamowanie osteoklastogenezy. Druga grupa
(D5-D6), tzw. domeny S$mierci (death domain) uczestniczace w transdukcji
sygnatu dla apoptozy. Domena D-7 ma znaczenie dla wigzania heparyny i pro-
cesoOw dimeryzacji. OPG sposrod protein rodziny TNF ma unikalng wlasciwosé
przebywania w stanie rozpuszczalnym, dzigki brakowi hydrofobowej domeny
mig¢dzybtonowej oraz domeny cytoplazmatycznej [190, 226]. W organizmie
cztowieka wystepuje w 3 izoformach: w postaci monomeru, dimeru i w potacze-
niu ze swoim ligandem RANKL. Najwigksze powinowactwo do lgczenia si¢ z
ligandem ma posta¢ dimeru [224, 227]. OPG unieczynnia efekty biologiczne
dziatania RANKL 1 jest endogennym antagonista ukladu RANKL/RANK. Ma
takze zdolno$¢ wigzania si¢ z TRAIL (tumor necrosis factor-related apoptosis-
inducing ligand) [228, 229] znoszac jego dzialanie przyspieszajace apoptoze.
OPG przyczynia si¢ tym samym do przedhuzenia przezywalnosci komorek, co
wigzane jest w wielu publikacjach z mozliwos$cig jej aktywno$ci w genezie no-
wotwordw [230].

Wystepowanie mRNA dla OPG stwierdzono w wielu tkankach, miedzy in-
nymi w komorkach uktadu krwiono$nego (serce, tetnice, zyly), szpiku, ptucach,
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nerkach, $ledzionie i in., a takze w komorkach dendrytycznych, monocytach,
limfocytach i makrofagach [224, 231]. W ostatnich latach ukazato si¢ wiele do-
niesien o mechanizmie wptywu OPG na uktad kostny [232, 233, 234, 235].

Osteoprotekcyjne dziatanie OPG dokonuje si¢ drogg hamowania osteokla-
stogenezy. Dochodzi do tego dzigki zmniejszeniu aktywno$ci zwigzkow stymu-
lujacych powstawanie osteoklastow (niektore cytokiny, IL-11, PTH i
1,25(0H),D;) [236, 237]. Gléwnym jednak mechanizmem jest blokowanie ich
dojrzewania poprzez wigzanie si¢ z RANKL, ktérego OPG jest rozpuszczalnym
receptorem [231]. Dzigki zwigzaniu RANKL z OPG zostaje zatrzymana kaskada
metaboliczna dojrzewania osteoklastow, do ktorej niezbedna jest aktywacja cy-
tokiny RANK (znajdujacej si¢ na ich powierzchni) przez RANKL. OPG ma
rowniez wplyw zmniejszajacy czas przezywalnosci osteoklastow, co dokonuje
si¢ prawdopodobnie drogg nasilania ich apoptozy [238].

Oproécz wptywu na uktad kostny, OPG przejawia rowniez dzialanie biolo-
giczne na uktad endokrynny oraz immunologiczny.

Dyskutowany jest wptyw OPG na kalcyfikacje btony wewnetrznej duzych
naczyn [239, 240]. Sugeruje si¢ jej rol¢ w schorzeniach sercowo-naczyniowych,
jednak w jaki sposob uktad OPG/RANKL wplywa na naczynia, pozostaje do tej
pory przedmiotem kontrowersji [241].

Wiele czynnikdw ma wplyw na poziom ekspresji genu OPG i jej syntezg.
Stezenie OPG zwigksza si¢ pod wpltywem witaminy Ds, estradiolu, transformu-
jacego czynnika wzrostu beta (TGF-f), czynnika martwicy guzéw alfa (TNF-a),
interleukiny-1 (IL-1). Dziatanie przeciwne przejawiajg parathormon (PTH),
glikokortykosterydy (GKS), leki immunosupresyjne, prostaglandyna E (PGE) i
inne [242]. Osteopeni¢ wystepujaca w toku dtugotrwatego stosowania lekoéw
immunosupresyjnych (glikokortykoidy i cytostatyki), w przewlektych chorobach
zapalnych (choroba reumatyczna) oraz w transplantologii, mozna wigza¢ z ich
negatywnym wplywem na powstawanie OPG.

Badano zwigzek migdzy stgzeniem OPG a plcig, wiekiem, BMD, st¢zeniem
estradiolu, ale wyniki byly rozbiezne [243, 244, 245]. Kudlacek [246] stwierdzit
ewidentny wzrost poziomu OPG u zdrowych me¢zczyzn i kobiet wraz z wiekiem,
ale nie wykazat zaleznos$ci z wartosciami BMD u chorych z osteoporoza, co jest
zgodne z doniesieniem Indridason [247]. Yano pierwszy badat wielokrotnie
poziom OPG w surowicy (metoda Elisa) u kobiet po menopauzie [248]. Wyniki
badan byly zaskakujace, poniewaz stwierdzono korelacj¢ ujemng st¢zenia OPG
z BMD, a dodatnig z biochemicznymi markerami przemiany kostnej. Bioragc pod
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uwage udowodniong ochronna role OPG w stosunku do procesow destrukey;j-
nych ukladu kostnego, badania te interpretowano jako ,,niewydolno$¢ mechani-
zmdw protekcyjnych w osteoporozie”. Inna grupa badaczy nie znalazta zadnego
zwigzku migdzy poziomem OPG w surowicy a markerami przemiany kostnej
[249]. Szulc 1 wspotautorzy okreslali poziom OPG w surowicy u starszych mez-
czyzn i stwierdzili jego pozytywna korelacje z iloscig testosteronu, a negatywna
z poziomem PTH. Nie zaobserwowano jednak zaleznosci wartosci OPG z BMD
[243].

Liczne badania wykazaty, ze poziom osteoprotegeryny wzrasta z wiekiem i
jest wyzszy w okresach destrukcji kosci (z r6znych przyczyn), zwlaszcza u ko-
biet w okresie menopauzy w poréwnaniu z mezczyznami. Badania Hofbauera
potwierdzajg hipotez¢ o wptywie OPG na regulacje procesu tworzenia kosci
[250], ale zagadnienie korelacji poziomu OPG w surowicy a BMD pozostaje
nadal kwestig otwartg.

Mimo rozbieznosci pojawiajacych si¢ w roéznych publikacjach, wigkszos¢
autoréw podkresla celowos¢ okreslania poziomu OPG, jako swoistego bioche-
micznego markera, przydatnego klinicznie w monitorowaniu 1 strategii leczenia
chorob kosci przebiegajacych z osteopenig [250]. Do oznaczania poziomu OPG
w surowicy powszechnie jest uzywana metoda ELISA [251].

Dalsze badania nad funkcja OPG w ustroju wykazaty, ze podwyzszony po-
ziom tej cytokiny w surowicy moze by¢ rowniez wskaznikiem ryzyka choréb
sercowo-naczyniowych. Wigze si¢ to z zaangazowaniem OPG w patogeneze
kalcyfikacji blony wewnetrznej naczyn, jak rowniez w powstawanie zwapnien w
blaszkach miazdzycowych [65, 67, 252].

RANKL (receptor activator nuclear factor kappa B ligand), kolejny ele-
ment osi metabolicznej, jest glikoproteing nalezaca podobnie jak OPG do rodzi-
ny biatek TNF-a [253]. Jest on identyczny z wczesniej okreslong cytoking
TRANCE (tumor necrosis factor-related activation-induced cytokine) [254].

Gen dla RANKL zlokalizowany jest na chromosomie 13q14, a jego ekspre-
sja jest regulowana zaro6wno na poziomie transkrypcji, jak i translacji przez ak-
tywng posta¢ witaminy Ds, niektore czynniki wzrostu (TGF-1, FGF-2), PTHrP,
IL-1 1 IL-11. Biatko to zbudowane jest z 317 aminokwasoéw, ma mase¢ czastecz-
kowa 45 kDa. W swojej strukturze zawiera domene wigzacg si¢ z btong komor-
kowa i domen¢ wewnatrzplazmatyczna. RANKL wystepuje w organizmie w
postaci trzech izoform: zwigzany z powierzchnig komorki, w postaci wolnej
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(sRANKL) oraz wewnatrzplazmatycznej. Najwigksza aktywnos¢ biologiczng
wykazuje izoforma zwigzana z blong komorkowg [255].

Ekspresje RANKL stwierdzono na licznych komorkach, takich jak makrofa-
gi, komorki macierzyste szpiku, osteoblasty, proosteoklasty oraz limfocyty T.
Jest on ligandem dla RANK, cytokiny begdacej aktywatorem czynnika jadrowego
NF-«xB, ktory bezposrednio prowadzi do réznicowania proosteoklastow w doj-
rzate osteoklasty niszczace tkanke kostng. Tak wigc RANKL jest czynnikiem
aktywujacym caty proces dojrzewania osteoklastow i ich przezywania.

Aktywacja RANK zachodzaca poprzez wigzanie si¢ z RANKL jest podsta-
wowym mechanizmem prowadzacym do osteolizy w roznych stanach chorobo-
wych [190,251,256]. Whong 1 wsp. stwierdzili w swoich badaniach udziat
RANKL w réznicowaniu limfocytow T oraz role w hamowaniu apoptozy komo-
rek dendrytycznych [257]. Zwigkszona ekspresje¢ tej cytokiny stwierdzono w
neuropatii, co prawdopodobnie jest zwigzane ze zmniejszong iloscig produko-
wanych w tych stanach pewnych neuropeptydow, gtownie CGRP (calcitonine
gene related polipeptide), a takze kalcytoniny, ktore maja zdolnos¢ do ograni-
czania aktywnosci RANKL. Ekspresja genu RANKL moze by¢ stymulowana
przez wolne rodniki, hyperlipidemi¢, wysoka glikemi¢ oraz AGE [183, 258].

RANKL wykazuje pewng homologi¢ z TRAIL (TNF-related apoptosis in-
ducing ligand), proteing indukujacg apoptoze. To podobienstwo sugeruje, ze
OPG moze wigza¢ si¢ z TRAIL (podobnie jak z RANKL), co wplywa na
zmniejszenie procesu apoptozy niektorych komorek [259]. Wzajemny stosunek
RANKL/OPG ma decydujace znaczenie dla wielu procesow biologicznych, w
tym kalcyfikacji oraz niektorych reakcji immunologicznych [260].

Podobnie jak OPG, posta¢ rozpuszczalng sSRANKL oznacza si¢ najczesciej
metodg ELISA [261]. Istnieja jednak do$¢ znaczne trudnosci w jego laboratoryj-
nym okreslaniu, totez w opracowaniach klinicznych czg$ciej si¢ spotyka inter-
pretacje pozioméw OPG.

Kolejna cytokina uczestniczaca w aktywnosciach biologicznych omawianej
osi metabolicznej to RANK (receptor activator nucleus factor kappa B). Peti
on rol¢ funkcjonalnego receptora dla RANKL. Jest glikoproteing sktadajaca si¢ z
616 aminokwasdéw o masie czgsteczkowej 90 kDa. Gen RANK zlokalizowany
jest na chromosomie 18q22.1. W budowie proteiny wyr6ézni¢ mozna cztery do-
meny, w tym zewnatrzbtonowa i wewnatrzplazmatyczna.

Obecnos¢ mRNA genu RANK stwierdzono na powierzchni komorek linii
makrofagowo-makrocytarnej oraz proosteoklastach, limfocytach T i B, komor-
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kach dendrytycznych i fibroblastach, a takze w komoérkach §rodblonka naczy-
niowego, watroby i $ledziony [190].

Wazrost ekspresji NF-kB, ktérego aktywatorem jest RANK, inicjuje wiele
réznych procesoéw biologicznych. Jednym z nich jest powstawanie OPG, ktora
jest rozpuszczalnym, blokujacym receptorem (decoy receptor) dla RANKL i
neutralizuje efekt jego dzialania. Badania doswiadczalne w grupie myszy po-
zbawionych genow RANKL i RANK wykazywaty wystepowanie u nich nasilonej
osteopetrozy [262]. Doswiadczenia wykazaty decydujaca role tych cytokin dla
réznicowania i dojrzewania osteoklastow, a takze wptyw na ich apoptozeg [238].

PROCES
e Ryc. 12. Schemat uzupelniajacych si¢ teorii
l powstawania neuroosteoartropatii Charcota
(neurotraumatycznej i zapalnej) z uwzgled-
GENERACIA CYTOKIN nieniem roli cytokin osi metabolicznej
QLN YCH OPG/RANKL/RANK.
l Fig. 12. Neurotraumatic and inflammatory
theories of Charcot neuroarthopathy. The
“-L-‘: IL-1, TT:IG role of OPG/RANKL/RANK pathway.
RANKL
Proces zapalny — inflammation,
Generowanie cytokin prozapalnych — pro-
duction of proinflammatory cytokines,
Komoérka prekursorowa osteoklasta — oste-
RANK oclast prekursor cell,
/ TRAF 6 % Trapskrypcja gendw — genes transcription,
l %’x« %0 Dojrzaty osteoklast — mature osteoclast
NF Kappa B -§ TNFa — czynnik martwicy guza/Tumor
l Necrosis Factor o
TNFoR — receptor czynnika martwicy guza
bapbis / Tumor Necrosis Factor a receptor
l komérka TRAF — czynnik zwigzany z receptorem
mg::g\xcm ospt;eokkL:;th’;owa TNF / TNF receptor associated factor,

NFATcl — czynnik jadrowy aktywowanych
limfocytow T / nuclear factor of acti-
vated T-cells,

NF Kappa B — czynnik jadrowy
kappaB/nuclear factor kappaB,

IL — interleukina / interleukin

dojrzaty
osteoklast

a

Proces Iaczenia sie¢ RANKL z RANK odpowiedzialny za aktywno$¢ oste-
oklastow jest dos$¢ ztozony (rycina 12).

Rozpoczyna go nasilona produkcja RANKL przez cytokiny prozapalne i in-
ne mediatory zapalenia w miejscu toczacego si¢ procesu zapalnego. RANKL
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wigze si¢ na powierzchni osteoklasta z domeng blonowg RANK. Jednoczesnie
dochodzi do rekrutacji tzw. proteiny adaptorowej TRAF-6 (TNFreceptor asso-
ciated factor) 1 jej przytaczenia do specyficznych miejsc domeny cytoplazma-
tycznej RANK. Prowadzi to do aktywacji NF«kB, ktory reagujac z promotorem
NFAT-c; (nuclear factor of activated T-cells) powoduje jego amplifikacje i tran-
skrypcje genow umozliwiajacych ukonczenie procesu roéznicowania osteokla-
stow.

W miejscu toczgcego si¢ procesu zapalnego, oprocz ekspresji RANKL, do-
chodzi réwniez do generowania zwigkszonych ilosci TNF, ktory taczy si¢ takze
ze swoim receptorem na powierzchni prekursorow osteoblastow. Prowadzi to
rowniez do amplifikacji NFAT-c, i dojrzewania osteoklastow. Proces ten jest
jednak mniej nasilony niz przy przytaczaniu RANKL.

W ostatnich latach zaczgty si¢ ukazywac liczne doniesienia o podwyzszo-
nych poziomach OPG i RANKL w surowicy chorych na cukrzyce typu 1 i
typu 2. Publikowane badania podkre$lajg zaangazowanie metaboliczne kom-
pleksu OPG/RANKL/RANK w proces destrukcji kosci w cukrzycy. Szerokie
opracowania Jeffcoate [183] i inne pozniejsze doniesienia [124, 263] dotyczace
mechanizméw powstawania osteopenii w neuroosteoartropatii Charcota wyja-
$niajg catg sekwencj¢ procesOw metabolicznych z uczestnictwem prozapalnych
cytokin RANKL i OPG. Inne publikowane prace w catej rozciaglosci sg zgodne
z tymi doniesieniami [120, 182, 184].

W wigkszosci badan poziom OPG jest uzywany jako marker oceny aktywno-
sci systemu cytokin OPG/RANK/RANKL. Pomiar OPG jest technicznie tatwiej-
szy niz RANKL i to powoduje, zZe jest czgécie] oznaczana w badaniach in vitro i
klinicznych.

Doupis i wsp. w 2009 r. [89] opublikowali doniesienie o podwyzszonym po-
ziomie OPG w surowicy u chorych z cukrzycg i obwodowa neuropatia. Blazquez i
wsp.[264] udowodnit znamienng korelacj¢ miedzy poziomem OPG a wiekiem,
waga, glikemig i ciSnieniem krwi u pacjentow z cukrzycg. Stwierdzil, ze poziom
OPG moze by¢ wskaznikiem nasilenia procesu uszkodzenia naczyn w cukrzycy
[264]. We wczesnej fazie cukrzycy typu 1, Xiang stwierdzil zalezno$¢ migdzy
poziomem OPG a kontrolg glikemii [265]. Terekeci [266] obserwowal wyzsza
koncentracje OPG u chorych z typem 2 cukrzycy niz w grupie kontrolnej, a takze
korelacj¢ jej poziomu z obecnoscig neuropatii [266]. Browner oraz Rasmussen i
wsp. [267, 268] badali zalezno$¢ poziomu OPG od poziomu glikemii, BMD oraz
cisnienia tetniczego u pacjentdw z cukrzyca. Stwierdzili ewidentnie podwyzszone
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warto$ci OPG, zaréwno w typie 1 jak i 2 cukrzycy i ich korelacje¢ z warto$ciami
BMD oraz stanem naczyn obwodowych. Liczne doniesienia ukazaty si¢ takze na
temat poziomu OPG i jednoczesnej kalcyfikacji naczyn krwionos$nych oraz wy-
stepowania incydentow sercowo-naczyniowych [269, 270, 271, 272].

1.2.7. Udzial cytokin OPG/RANKL/RANK w patogenezie
neuroosteoartropatii Charcota

Sposrdd licznych niewyjasnionych patogenetycznie objawdéw CN najwiek-
sze zainteresowanie badaczy budzi towarzyszaca chorobie miejscowa osteope-
nia, zmiany w naczyniach (kalcyfikacja), jednostronno$¢ obserwowanych
zmian oraz fakt stosunkowej rzadkos$ci wystepowania CN wsrod chorych z
neuropatia w cukrzycy. Wobec bardzo duzej czestosci dystalnej polineuropatii
rodzi si¢ pytanie, ktérzy pacjenci sa narazeni na powstanie neuroosteoartro-
patii Charcota, a u ktorych mimo nasilonych objawow ze strony obwodowego
uktadu nerwowego to cigzkie powiktanie nie wystgpuje.

Wydaje sig, ze poznanie funkcji odkrytych w ostatnich latach cytokin dziata-
jacych spojnie w ramach osi metabolicznej OPG/RANKL/RANK, przyczyni si¢
nie tylko do wyjasnienia mechanizmu powstawania niewyjasnionych do tej pory
zmian w CN, ale rowniez bedzie miato wplyw na wdrozenie przyczynowego
leczenia.

Mozliwos$¢ zaangazowania elementow osi metabolicznej OPG/RANKL/RANK
w patogeneze zapalnej fazy neuroosteoartropatii Charcota podkreslat Jeffcoate
juz w 2004 r. [188]. Sadzit on, ze znajomos¢ funkcji biologicznych ww. cytokin,
a zwilaszcza RANKL, pozwoli na wyjasnienie wielu ,,brakujacych ogniw” w
patogenezie CN. Sugerowal, ze samo istnienie neuropatii moze powodowac
wzrost ekspresji RANKL, jako efekt zmniejszenia ilosci (zaleznej od unerwie-
nia) pewnych peptydow antagonistycznych, jak np. kalcytonina [188]. Zaobser-
wowano ponadto nadekspresjc RANKL w réznych stanach przebiegajacych z
degeneracja uktadu kostnego (osteoporoza menopauzalna i posterydowa, niekto-
re procesy nowotworowe-szpiczak, reumatoidalne zapalenia stawow).

Najnowsza hipoteza wyjasniajgca zmiany patologiczne zachodzace w ukta-
dzie kostnym (miejscowa osteopenia) w CN, opiera si¢ na koncepcji, ze kaskada
nastepujacych kolejno patologicznych procesow, w tym aktywacja systemu
OPG/RANKL/RANK powstaje w zwigzku z lokalnym stanem zapalnym doty-
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czacym stopy [220, 273]. W toku zapalenia dochodzi bowiem do zwigkszonego
wytwarzania réznych cytokin prozapalnych: TNF-a, IL-18, IL-11 w tym
RANKL nalezacego funkcjonalnie do tej grupy. RANKL wiazac si¢ z RANK
doprowadza do aktywizacji czynnika jadrowego kappa B (NF-kB), ktory pobu-
dza powstawanie i dojrzewanie osteoklastow. Rozpoczyna si¢ proces destrukcji
uktadu kostnego (rycina 8).

W toku powstajacej osteopenii dochodzi do licznych ztaman i dyslokacji.
Wazrost poziomu czynnego RANK powoduje jednoczesne formowanie OPG,
ktora wigzac si¢ z RANKL zapobiega dalszemu stymulowaniu dojrzewania
osteoklastow. Lokalny stan zapalny podtrzymywany jest przez stale narastajace
przekrwienie, powstawanie licznych odtamkéw i czgstek kruszacych si¢ kosci.
Dochodzi do wtaczenia procesu remodelingu, lizy i resorpcji maltych fragmen-
tow kostnych przez powstajace licznie osteoklasty. Brak bolu powoduje, ze ura-
zy nie sg odczuwane, nie dochodzi do wiaczenia mechanizmoéw ochronnych
(odruchowego odciazenia konczyny), destrukcja tkanki kostnej stale nasila sie, a
proces remodelingu jest nieskuteczny.

Narastajaca osteoliza, coraz liczniejsze ztamania az do catkowitego zniszczenia
architektury stopy tworzg btedne koto:

Neuropatia sensoryczna — zaburzenia czucia — nieodczuwalne mikro-
urazy — mikrozlamania i dyslokacje — stan zapalny — produkcja cytokin
prozapalnych TNF-o, Interleukina-1p — stymulacja powstawania RANKL
— dojrzewanie osteoklastow — osteoliza, osteopenia — trwajace mikroura-

zy, ztamania — stan zapalny i dalsze generowanie cytokin prozapalnych.

Fizjologicznie generowanie tego procesu jest hamowane przez odczuwanie
bolu, czego nie ma w neuropatii sensorycznej [274].

O ile osteopenia i powstajgce ztamania w neuroosteoartropatii Charcota sg juz
patogenetycznie wyjasnione, o tyle powstawanie dyslokacji 1 zajecie procesem
chorobowym tkanek migkkich stopy nie jest w pelni jasne. Uwaza si¢, ze odgry-
wajg tu role gldwnie nieprawidtowe, niekontrolowane sity nacisku, spowodowane
istniejaca neuropatia, catkowita dezorganizacja architektury stopy, jak réwniez
proces glikacji wigzadet i §ciggien.

Wiadomo, Ze niezaleznie od postaci cukrzycy, neuroosteoartropatii Charcota
towarzyszy kalcyfikacja $cian naczyn krwionosnych (intima media). Wedlug
doniesien Psyrogiannis[275] obserwowana jest ona u 20% pacjentow z cukrzyca
niepowiklang 1 u 40% gdy wystepuje neuropatia. Kalcyfikacja $cian naczyn wy-
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stepuje takze w neuropatiach niecukrzycowych, ale jest znacznie mniej czgsta. U
chorych z CN stwierdza si¢ ja w szczegdlnie duzym nasileniu w okoto 80-90%
przypadkow [118, 132].

Zaobserwowano, ze nasilenie kalcyfikacji naczyn w cukrzycy podobnie jak
osteolizy jest znacznie wigksze, gdy jest ona powiktana neuropatia [276, 277,
278]. Szczegolnie niekorzystny klinicznie przebieg obserwowano, gdy kalcyfi-
kacja naczyn wystepuje u pacjentdw z nasilong neuropatig autonomiczng [279].

Udowodniono, ze jednoczesnie ten sam system metaboliczny, zespot wspot-
dziatajacych ze soba cytokin OPG/RANKL/RANK uczestniczy zarowno w pa-
togenezie osteopenii, jak i kalcyfikacji naczyn, stanowigc polaczenie migdzy
tymi obydwoma procesami [188, 241, 256, 280, 281, 282].

Doherty i Fitzpatrick [65] w swoich badaniach opisuja mechanizm kalcyfi-
kacji intima media naczyn oraz podkres$lajag jego odrgbno$¢ w poroéwnaniu z
kalcyfikacja blaszek miazdzycowych. Dyskutujg ewentualne determinanty gene-
tyczne tego procesu oraz szczegodlnie czeste jego wystepowanie w cukrzycy,
zwlaszcza przy nasilonej neuropatii autonomicznej. Kalcyfikacja warstwy srod-
kowej duzych naczyn w cukrzycy (Ménckeberg sclerosis) przebiega podobnie
do procesow ossyfikacji. By¢ moze nieprawidtowosci gendéw OPG lub RANKL
— cytokin biorgcych udzial w tym procesie — sg odpowiedzialne za nasilenie
zmian, szczegdlnie w neuroosteoartropatii Charcota [65]. W niedawnej publika-
cji Blasquez [264] uznaje OPG, jako wspdlny ,.klucz” wiazacy osteopenig i cho-
roby naczyn w cukrzycy. Podwyzszony poziom OPG w surowicy jest predykto-
rem zmian naczyniowych w tej chorobie [256]. Ueland w swoich badaniach z
2005 1 2011 r. [283, 284] zauwaza rowniez predykcyjne znaczenie podwyzszo-
nego poziomu OPG w surowicy dla powstawania uszkodzen serca i naczyn.
Udowodnione zaangazowanie mediatorow homeostazy uktadu kostnego (OPG,
RANKL) w kalcyfikacje §cian naczyn moze stanowi¢ nowy cel interwencji tera-
peutyczne;j.

Andersen i Grigoropulou [252,285] w nowych opracowaniach podkreslaja
role OPG jako markera uszkodzen serca i fakt szczegdlnie podwyzszonego jej
poziomu w CN. Zwigkszone ilosci OPG i RANKL w surowicy korelujg z nasi-
leniem zmian naczyniowych tak ewidentnie, ze sa one uznanym predyktorem
smiertelnosci u pacjentéw z kalcyfikacjg naczyn [228, 284, 286, 287, 288, 289,
290]. Morena [291] okreslit wartos¢ OPG w surowicy powyzej 757,5 pg/ml jako
warto$¢ krytyczng zagrazajaca wystapieniem incydentu kardiologicznego. Kal-
cyfikacja naczyn w cukrzycy, oprocz zagrozenia incydentem kardiologicznym
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(zawal m. serca) i neurologicznym (udar mézgu), wskazuje na zwigkszone ry-
zyko amputacji konczyny [291, 292].

Ndip i Williams [67] przeprowadzili badania eksperymentalne, badajac ste-
zenie RANKL 1 OPG w surowicy pacjentow z neuroosteoartropatia Charcota z
jednoczesng nasilong kalcyfikacja naczyn. Stezenie RANKL badali rowniez w
miejscu toczacych si¢ zmian — w naczyniach. Opisali statystycznie znamiennie
wyzsze stezenia RANKL, zar6wno w surowicy jak i w miejscu kalcyfikacji na-
czyn u chorych z CN, w poréownaniu z chorymi na cukrzyce z neuropatia, ale
bez CN oraz z osobami bez cukrzycy. Autorzy stwierdzili ponadto, iz ,,dane
wynikajace z wykonanych badan ewidentnie wykazuja, ze uktad
OPG/RANKL/RANK odgrywa role w kalcyfikacji naczyn w neuroosteoartropa-
tii Charcota.Ten zesp6t cytokin, a zwlaszcza RANKL (szczegdlnie podwyzszo-
ny w CN) stanowi gtéwny cel dla wdrozenia nowych metod leczenia”. Mecha-
nizm powstawania kalcyfikacji naczyn w cukrzycy nie jest jeszcze do tej pory
catkowicie wyjasniony [67].

1.2.8. Proponowana sekwencja zdarzen metabolicznych wyjasniajaca
uszkodzenie naczyn w neuroosteoartropatii Charcota

Bodzce zewngtrzne, jak hiperglikemia, stan zapalny (jako rezultat licznych,
drobnych urazéw) i inne czynniki, powoduja aktywacje komorek srodbtonka i
osteoblastow do produkcji RANKL. Wystepuje on w dwdch aktywnych biolo-
gicznie, rozpuszczalnych postaciach. Na skutek wzrostu produkcji RANKL
podwyzsza si¢ wskaznik RANKL/OPG. RANKL wigze si¢ ze swoim recepto-
rem RANK, znajdujagcym si¢ na powierzchni komorek, wlaczajac w ten proces
rowniez komorki VSMCs (vascular smooth muscle cells) (rycina 13).
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Ryc. 13. Schemat mechanizmu kalcyfikacji $cian naczyn (intima media) w neuroosteoartropatii
Charcota (za zgoda A.Ndip). NF kappaB — czynnik jadrowy kappaB, SMC — komoérki miesni
gtadkich, hVSMC — ludzkie komorki migsni gtadkich.

Fig. 13. Vascular calcification in Charcot neuroosteoarthopathy.

Aktywowanie komorki — cell activation, hiperglikemia — hyperglycaemia, cytokiny prozapalne-
proinflammatory cytokines, geny osteoblasta — osteoblast genes,rdéznicowanie osteoblastow-
osteoblasts differentiation, komorki osteoblastopodobne — osteoblast-like cells, mineralizacja —
mineralisation, kalcyfikacja warstwy §rodkowej naczyn — media calcification

W badaniach Ndip [67] stwierdzono, ze RANKL ulega nasilonej ekspresji
rowniez in situ W wapniejacych elementach warstwy srodkowej naczyn. Docho-
dzi do depozycji wapnia i fosforanow w tych miejscach. Badania in vitro wyka-
zaty, ze RANKL zwigksza kalcyfikacje VSMCs poprzez aktywacje alternatyw-
nej $ciezki metabolicznej, spowodowanej translokacjg jadrowa NF-kB. Powodu-
je to réznicowanie si¢ VSMCs w kierunku osteoblastow z nastepujgca depozycja
wapnia. Badania potwierdzily, ze uszkodzenie naczyn w neuroosteoartropatii
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Charcota jest niezalezne od poziomu wapnia i fosforanow w surowicy. OPG
wydaje si¢ zapobiega¢ jadrowej translokacji NF-xB i dalszemu réznicowaniu
VSMCs. Jesli poziom OPG jest niski, ale stosunek RANKL/OPG nie jest pod-
wyzszony, OPG dziata jako receptor wigzagcy RANKL, zapobiegajac dalszej
kalcyfikacji VSMCs.

Biorgc pod uwagg wczesniejsze doniesienia o roli osi metabolicznej
OPG/RANKL/RANK w powstawaniu osteoporozy u pacjentdw z neuroosteoar-
tropatig Charcota, dane eksperymentalne powyzszej pracy prowadza do jednoli-
tej hipotezy powstawania zarowno osteopenii, jak i kalcyfikacji naczyn w prze-
biegu tej choroby [67].

Analizujgc doktadnie mechanizm zmian w naczyniach wydaje si¢, ze bar-
dziej whasciwym dla niego okres$leniem jest termin ,,0ossyfikacja”, a nie ,,kalcyfi-
kacja”, bowiem pierwszym ich elementem jest namnazanie si¢ komorek o po-
tencjale kosciotworczym z komorek prekursorowych (pericyty, VSMCs i inne).
Niektorzy badacze podkreslajag rowniez zachodzaca w tym procesie pierwotna
apoptoze komoérek o potencjale koSciotworczym, wywolywana przez TRAIL.
Gdy zaczyna powstawa¢ OPG charakterystyczna dla osteoblastow, dochodzi do
zahamowania dzialania TRAIL (zostaje zwigzany z OPG) i tym samym procesu
apoptozy tych komorek [293].

Obserwowany klinicznie zwiazek jednoczesnego wystepowania neuropa-
tii, nasilonej miejscowej osteolizy i kalcyfikacji naczyn w neuroosteoartro-
patii Charcota w Swietle wspotczesnych badan moze by¢ odniesiony patoge-
netycznie do jednego czynnika przyczynowego, jakim jest generowanie pro-
zapalnych cytokin w tym gléwnie RANKL [185, 188, 282].

By¢ moze, stwierdzenie w przebiegu cukrzycy z towarzyszgca neuropatig
szczeg6lnie wysokiego poziomu RANKL, czy OPG w surowicy, bedzie uzna-
nym ogo6lnie czynnikiem predykcyjnym mozliwosci wystapienia u tych pacjen-
tow neuroosteoartropatii Charcota. Trwajg intensywne badania nad tym zagad-
nieniem. Wszystkie dotychczas opublikowane hipotezy koncza si¢ stwierdze-
niem o koniecznos$ci prowadzenia dalszych badan do§wiadczalnych.

Mimo tych osiagni¢¢ nadal jednak pozostaje niewyjasniony fakt rozwijania
si¢ zespotu neuroosteoartropatii Charcota u stosunkowo niewielkiej liczby cho-
rych na cukrzyce, podczas gdy neuropatia, lezaca u podtoza takich zmian w CN
jak osteopenia i kalcyfikacja naczyn, jest stwierdzana bardzo czgsto. Niewyja-
$nione jest takze generowanie przez tych chorych szczegolnie wysokich pozio-
méw RANKL 1 OPG w surowicy [282].
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Ostatnie badania prowadzone w schorzeniach kosci sugeruja, ze przyczyna
jest tutaj udzial czynnikéw genetycznych zwigzanych z polimorfizmem genu
OPG i RANKL [65, 294].

1.2.9. Aspekty genetyczne w patogenezie neuroosteoartropatii Charcota

Jak juz wspomniano, odkrycie udziatu osi metabolicznej OPG/RANKL/RANK
w procesach modelingu i remodelingu uktadu kostnego spowodowato nasilenie
badan nad rolg wymienionych cytokin, przede wszystkim w chorobach wrodzo-
nych kos$ci oraz osteoporozie. Przypuszczano, ze zaburzenia funkcjonowania
tego uktadu metabolicznego, zwigzane z nieprawidtowo$ciami genetycznymi
mogg by¢ elementem patogenezy osteoporozy i osteopenii. Ukazato si¢ wiele
doniesien na ten temat [295, 296, 297, 298].

Wuyts wykazal zwigzek polimorfizmu 445C>T genu OPG z choroba Pageta.
Polimorfizm ten moze wptywac¢ na zmniejszenie produkcji OPG lub defekt jej
czynnosci i by¢ przyczyna zburzonej rownowagi miedzy OPG a RANKL [295].
Ogolnie uwaza sie, ze stosunek dwoch cytokin: RANKL/OPG jest najwazniej-
szy w procesie generowania osteoklastogenezy. Ze wzgledu na potencjalng
ochronng rolg¢ OPG w stosunku do tkanki kostnej i ewidentne hamowanie proce-
su jej niszczenia uwaza si¢, ze gen OPG moze by¢ genem kandydujacym,
majacym wpltyw na mas¢ kostng i ryzyko ztaman. Badania Langhdall przepro-
wadzone w Danii na 268 osobach z osteoporoza, dotyczyty polimorfizmow genu
OPG oraz ich ewentualnego wpltywu na ryzyko wystepowania osteoporozy.
Znaleziono 12 polimorfizméw dotyczacych genu OPG, z ktorych trzy wigzaty
si¢ z osteoporozg i ryzykiem ztaman. Byly to polimorfizmy 163A>G, 245T>G i
1181G>C. Najsilniejszy zwigzek z BMD i mozliwos$cig ztaman miaty polimorfi-
zmy 163A>G oraz 245T>G [296].

Brandstrom okreslat polimorfizmy genu OPG u 0s6b z osteoporoza w popu-
lacji szwedzkiej. Nie stwierdzit istnienia zwigzku nieprawidtowosci BMD z
polimorfizmem 950T>C w regionie promotora tego genu u starszych kobiet
[299].

Lee i wsp. [300]w doniesieniu podsumowujacym wspolczesny stan badan
nad wystepowaniem polimorfizméw genu OPG a gestoscig mineralng kosci
stwierdzaja, ze polimorfizm genu OPG 1181G>C czesto towarzyszy zmniejszo-
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nemu BMD w odrdznieniu od polimorfizméw 163A>G 1 950T>C, ktore takiej
zaleznosci nie wykazuja.

Niedawno opublikowane badania Donga 1 wsp. [301] wykazaly obecnos¢
licznych polimorfizméw genéw OPG, RANKL i RANK u os6b ze ztamaniami
szyjki kosci udowej. Autorzy sugeruja, ze nieprawidlowosci genu kodujacego
RANKL ma najwicksze znaczenie dla dynamiki procesu niszczenia kosci.

Znacznie mniej doniesien ukazalo si¢ na temat powigzan nieprawidlowosci
genow kodujacych OPG/RANKL/RANK z kalcyfikacja naczyn. O ile badania
dotyczace zwigkszonego poziomu OPG w surowicy pacjentow z miazdzyca,
zawalem i innymi chorobami serca sg liczne 1 wykazujg $ciste powigzanie mig-
dzy poziomem krazacej OPG a ryzykiem wystgpienia zawatu i innych incyden-
tow sercowo-naczyniowych [267, 283, 302, 303, 304, 305], o tyle pojedyncze
tylko prace dotycza nieprawidlowosci genetycznych w tych stanach.

W 2004 r. ukazato si¢ doniesienie Soufi i wsp. [306], w ktorym opisuja
wspotwystepowanie polimorfizmow 950T>C oraz 1181G>C genu OPG w taczno-
$ci z chorobg wiencowa. Badania Ueland [307] nie wykazaty zaleznosci pomigdzy
polimorfizmami genu OPG (163A>G, 950T>C, 1181G>C) a ryzykiem zgonu z
przyczyn naczyniowo-sercowych. Podobne spostrzezenia poczynili Rhee i
wsp.[308], ktorzy rowniez nie znaleZli takiej zaleznosci . Wszyscy autorzy zgod-
nie potwierdzaja konieczno$¢ dalszych badan, poniewaz dotychczas obserwowane
grupy sa niewielkie, co nie pozwala na wyciagnigcie ostatecznych wnioskow.

Z przytoczonego wyzej piSmiennictwa wynika, ze najliczniejsze doniesienia
o mozliwosci genetycznych przyczyn zaburzen w remodelingu uktadu kostnego
i kalcyfikacji naczyn dotycza do tej pory osteoporozy w menopauzie u kobiet,
osteoporozy wieku podesztego, zmian kostnych w chorobie reumatycznej.

Jak chodzi o proby patogenetycznego powiazania osteopenii i kalcyfikacji
naczyn u chorych z cukrzyca i neuroosteoartropatia Charcota — z nieprawi-
dlowosciami genetycznymi cytokin OPG, RANKL i RANK, to w dostepnym
pismiennictwie znaleziono jedynie 2 publikacje na ten temat [294, 309]. W 2009 r.
Pitocco i wsp.[294] opublikowali doniesienie dotyczace polimorfizmu genu OPG i
jego zwiazku z wystepowaniem CN. Badaniu poddano 59 chorych z neuroosteoar-
tropatig Charcota, 41 chorych z cukrzycg bez tego powiktania oraz 103 osoby zdro-
we. Autorzy stwierdzili istnienie silnego zwigzku miedzy obecnos$cia polimorfi-
zmow genu OPG — 1181G>C zlokalizowanym w 1 eksonie i 245T>G w regionie
promotora a wystgpowaniem CN. Fakt ten moglby potwierdza¢ poglad, ze niepra-
widlowosci genetyczne sg dodatkowym czynnikiem ryzyka (poza cukrzyca i neuro-
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patig) powstawania u chorych neuroosteoartropatii Charcota. Polimorfizm w 1 eks-
onie genu OPG moze powodowac¢ zaburzenia jakosciowe syntezy OPG, natomiast
zmiany w regionie promotora — nieprawidlowosci ekspresji tej cytokiny (zaburzenia
ilosciowe). Niekontrolowany poprzez OPG wzrost poziomu RANKL staje si¢ w
takiej sytuacji bezposrednia przyczyna resorpcji kosci i powstajacej osteopenii
(zwigkszenie wskaznika RANKL/OPG).

Podobne badania u chorych z CN wykonano w naszym osrodku. W pracy
opublikowanej w roku 2012 [309] opisano wystepowanie polimorfizmu genu
osteoprotegeryny u chorych z neuroosteoartropatia Charcota u pacjentéw z neu-
ropatig bez CN oraz w grupie oséb zdrowych. Ocenie poddano czgstos¢ wyste-
powania w poszczegdlnych grupach polimorfizméw w pozycji 6890 A>C,
1217C>T, 1181G>C, 950T>C oraz 245T>G. Wyniki badan potwierdzity obser-
wacje grupy Pitocco odno$nie statystycznie istotnej wigkszej czgstosci wyste-
powania poszczegdlnych alleli w pozycji 245 pomiedzy grupg z neuroosteoar-
tropatia Charcota a chorymi tylko z neuropatig. Podobna korelacja dotyczyta
polimorfizmu 1217 C>T. W populacji polskiej zarowno dla 1217 C>T jak i
245T>G istniata dodatnia korelacja pomiedzy genotypem TT a wystgpowaniem
neuroosteoartropatii. Moze to sugerowac uczestnictwo czynnikow genetycznych
w etiopatogenezie neuroartropatii Charcota.

Ze wzgledu na jeszcze dos¢ mate grupy chorych z CN wigczonych do do-
tychczasowych badan genetycznych, niezbedne jest ich kontynuowanie na szer-
szym materiale klinicznym. Ostateczne potwierdzenie zatozonej hipotezy po-
zwoliloby wyjasni¢ nie tylko mechanizm powstawania osteopenii i kalcyfikacji
naczyn w neuroosteoartropatii Charcota, ale rowniez fakt stosunkowo rzadkiego
wystepowania tego powiktania, poniewaz dotyczytoby ono oséb z predyspozy-
cjami genetycznymi. Stworzyloby takze mozliwos$¢ przewidywania, u ktorych
pacjentow istnieje ryzyko rozwoju CN, a co za tym idzie umozliwitoby wdroze-
nie postgpowania prewencyjnego, szybsze ustalenie diagnozy i zastosowanie
odpowiedniej celowanej terapii.

1.2.10. Diagnostyka neuroosteoartropatii Charcota

Z uwagi na wysokie ryzyko rozwoju deformacji, a w konsekwencji amputa-
¢ji konczyny w przebiegu artropatii Charcota oraz fakt, ze tylko wczesna inter-
wencja 1 wlaczenie wlasciwego postepowania stwarza szans¢ na uniknigcie
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znieksztalcenia struktur stopy, jak najszybsze postawienie wilasciwej diagnozy
odgrywa bardzo wazna role i czesto decyduje o dalszych losach zajetej procesem
chorobowym konczyny. Diagnostyka CN w jej wczesnej fazie jest trudna.

Rozpoznanie neuroosteoartropatii Charcota w jej poczatkowym okresie opie-
ra si¢ glownie na objawach klinicznych, do ktorych w fazie ostrej naleza: jedno-
stronny obrzek, zaczerwienienie i wzrost ucieplenia zajgtej stopy, ktorym naj-
czesciej — pomimo wspotistniejacej neuropatii — towarzyszy niewielki bol. Roz-
nica temperatur pomigdzy stopa zajeta a zdrowa w fazie ostrej wynosi powyzej
dwach stopni Celsjusza, srednio okoto 4,9°C [310, 311].

Do obrazu klinicznego CN nalezy stata obecno$¢ neuropatii oraz brak nie-
dokrwienia (zwykle bardzo dobrze wyczuwalne t¢tno na tetnicy grzbietowej
stopy). Poczatkowe objawy ostrej neuroosteoartropatii Charcota wymagajg roz-
nicowania z innymi schorzeniami, mogacymi manifestowac si¢ obrzekiem i
miejscowym wzrostem temperatury, takimi jak: napad dny moczanowej, zapale-
nie stawow, zakrzepica zyl glebokich, uraz, zapalenie kosci, a w przypadku
wspolistniejacego owrzodzenia réwniez stan zapalny tkanek mickkich i kosci. W
procesie réznicowania konieczne jest zbadanie poziomu kwasu moczowego w
surowicy krwi, biatka CRP (C-reactive protein) oraz leukocytozy w celu wyklu-
czenia bakteryjnego stanu zapalnego. Celowe jest réwniez wykonanie USG
dopplerowskiego uktadu zylnego.

Roéznicowanie ostrej neuroosteoartropatii Charcota, bakteryjnego stanu za-
palnego tkanek migkkich i kosci moze by¢ trudne (szczegodlnie w przypadku
wspolistnienia owrzodzenia) z uwagi na fakt, ze prawie u polowy chorych na
cukrzyce moga nie wystgpowaé uogdlnione objawy zapalenia takie jak gorgcz-
ka, podwyzszenie leukocytozy, OB lub CRP. Dotyczy to nawet przebiegu po-
waznych infekcji i zapalenia kosci, zagrazajacych utratg konczyny [312].

W przypadku podejrzenia neuroosteoartropatii Charcota diagnostyke obra-
zowg nalezy rozpocza¢ od klasycznych zdje¢ rentgenowskich [313]. W naj-
wczesniejszym okresie artropatii neurogennej — w fazie 0 w modyfikacji klasy-
fikacji Eichenholza wg Shibaty [114] — kiedy klinicznie wyst¢puje typowa triada
objawow pod postacig obrzgku, zaczerwienienia i wzrostu ucieplenia — na zdj¢-
ciach rentgenowskich najczgsciej nie stwierdza si¢ zadnych charakterystycznych
zmian. Obserwuje si¢ jedynie niespecyficzny obraz obrzeku tkanek migkkich i
obecng czgsto (wedtug niektorych doniesien nawet w 70% przypadkow) kalcyfi-
kacje naczyn [122].
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Wedtug niektorych autoréw kliniczny obraz zapalenia moze wyprzedzaé po-
jawienie si¢ zmian radiologicznych nawet o kilka miesiecy [314].

U niektorych pacjentow w fazie wczesnej mozna zaobserwowac obecnosc
dyskretnych ztaman oraz dyslokacji kosci. Jednym z pierwszych objawdw radio-
logicznych moze by¢ nieznaczne przemieszczenie drugiej koSci $rddstopia
wzgledem posredniej kosci klinowatej, widoczne na zdjgciach w projekcji AP
(przednio-tylnej), zwlaszcza jesli mozliwe jest porownanie obrazu ze zdjgciem
drugiej stopy chorego. Nieco pdzniej obserwuje si¢ redukcje kata pochylenia
kosci pigtowej oraz zatamanie kata skokowo-$rodstopnego, jak réwniez cechy
destrukcji powierzchni stawowych z obecno$cig drobnych fragmentow kost-
nych. Badanie radiologiczne cechuje si¢ jednak niskg specyficznoscig. Bardziej
nasilone zmiany mogg si¢ pojawi¢ w ciggu kilku kolejnych tygodni. Wigcej
informacji na temat struktur stopy u pacjentow z klinicznym podejrzeniem CN
uzyska¢ mozna stosujac obrazowanie za pomocg rezonansu magnetycznego.
Badanie to jest obecnie najlepsza metoda do rdéznicowania zmian w najwcze-
$niejszej fazie neuroosteoartropatii. Za jej pomocg uwidoczni¢ mozna obrzek
szpiku kostnego, ktory pojawia si¢ zanim dojdzie do widocznych na zdjeciach
rentgenowskich destrukcji kosci oraz stawow (ryciny 8-11).

e We wczesnej fazie rozwoju zmian w badaniu radiologicznym
stwierdza si¢ zlamania, obecno$¢ wolnych odlamkow kostnych,
podwichnigcia i dyslokacje. W obrazie rezonansu magnetycznego
widoczny jest obrzek szpiku kostnego, wysigki w stawach, zwich-
nigcia, fragmentacja i znieksztatcenie uktadu kostnego stopy.

e W fazie pdzniejszej obserwuje si¢ resorbcje fragmentow kostnych
oraz tworzenie nowej kostniny.

e Faza koncowa, przewlekta, obejmuje proces rekonstrukcji oraz re-
modelingu 1 charakteryzuje si¢ obecno$cig znacznych deformac;ji
kostnych. Do najbardziej typowych nalezy deformacja typu bieguna
kotyski. Stwierdza si¢ rowniez obecno$¢ zaawansowanych dysloka-
cji, ankylozy stawow oraz sklerotyzacji, ktorg uzna¢ mozna za ceche
charakterystyczng. Na kazdym etapie rozwoju artropatii Charcota
moga si¢ pojawi¢ ztamania przecigzeniowe, ktore zwykle w poczat-
kowym okresie nie sg widoczne na zdjeciach radiologicznych. Dla
ich uwidocznienia konieczne jest wykonanie badania metoda rezo-
nansu magnetycznego. Pomimo swojej niskiej czutosci i specyficz-
nosci, zwykte zdjecia radiologiczne sg podstawowym badaniem,
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ktorego wykonanie jest zalecane w procesie wstepnej diagnostyki
neuroosteoartropatii Charcota.

Metody izotopowe (scyntygrafia) pozwalaja na wczesne potwierdzenie
wzmozonej przebudowy kostnej. Najczesciej wykorzystuje si¢ trojfazows scyn-
tygrafi¢ kosci z uzyciem technetu. Nieprawidtowosci w tym badaniu mogg wy-
przedza¢ zmiany stwierdzane w zwyktym zdjeciu radiologicznym. Niska specy-
ficznos¢ badan izotopowych ogranicza jednak szerokie zastosowanie tych metod
w diagnostyce CN.

Podobnie brak typowych cech dla wezesnej fazy neuroosteoartropatii Char-
cota, wykazuja inne badania obrazowe w tym USG. Zastosowanie tomografii
pozytronowej PET (positron emission tomography) w diagnostyce CN pozostaje
jeszcze w fazie badan, a jego istotnym ograniczeniem jest wysoki koszt. Najcze-
$ciej diagnoza CN ustalana jest z duzym opoznieniem a leczenie wdrazane poz-
no.

Potwierdzenie hipotezy o wystepowaniu CN u 0sdb ze zmianami genetycz-
nymi dotyczacymi gendw osi metabolicznej OPG/RANKL/RANK, stworzytoby
mozliwo$¢ przewidywania wystgpienia tego powiktania u chorych z cukrzycg i
wdrozenie postgpowania profilaktycznego. Ponadto okres$lanie poziomu
RANKL w surowicy, ktory wg przytoczonych wyzej doniesien jest podwyzszo-
ny u pacjentow z CN, stwarzaloby mozliwos¢ ustalenia wczesnej diagnozy.

1.2.11. Leczenie

Glownym celem wspotczesnego leczenia CN jest zahamowanie ostrego sta-
nu zapalnego, zapobieganie urazom i deformacjom, zapobieganie powstawaniu
owrzodzenia i infekcji.

Ze wzgledu na nieznang etiopatogeneze tego schorzenia (do tej pory istnieja
tylko mniej lub bardziej prawdopodobne hipotezy), nie ma leczenia przyczy-
nowego. Podstawowym ogolnie przyjetym postepowaniem, jest odcigzenie cho-
rej konczyny. Z powodu ograniczonej liczby randomizowanych badan dotycza-
cych tego sposobu leczenia, nie ma pelnej zgodnosci, czy odcigzanie powinno
catkowicie eliminowa¢ wptyw sil nacisku na zaje¢ta konczyne (odcigzenie cat-
kowite), czy tylko je ogranicza¢ (odcigzenie czgsciowe). Obecnie zlotym stan-
dardem w terapii ostrej neuroosteoartropatii Charcota jest zastosowanie opatrun-
ku gipsowego TCC (total contact cast) [315]. Pozwala on na zmniejszenie ob-
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cigzenia, ktore zostaje bardziej rownomierne roztozone i cz¢§ciowo przeniesione
na podudzie [316]. Opatrunek taki rézni si¢ od klasycznego unieruchomienia,
jakie stosuje si¢ w przypadku ztaman czy innych urazow konczyn u osob bez
cukrzycy, przede wszystkim technikg zaktadania — konieczne jest zastosowanie
duzej ilo$ci migkkich materiatow wewnatrz opatrunku i zabezpieczenie wszyst-
kich wyniostos$ci kostnych oraz palcow przed otarciami. Dodatkowo, opatrunek
gipsowy musi by¢ regularnie wymieniany z powodu zmniejszajacego si¢ obrze-
ku i ryzyka otarcia konczyny — poczatkowo co drugi dzien, a nastgpnie co ty-
dzien [317]. Czas trwania unieruchomienia konczyny niezbedny do zahamowa-
nia procesu zapalnego nie jest znany.

Nie dysponujemy zadnymi markerami laboratoryjnymi, za pomoca ktérych
mozna by monitorowaé aktywnos$¢ procesu i zdecydowac o zakonczeniu lecze-
nia. Jako posredni wskaznik stabilizacji stuzy pomiar r6znicy temperatur pomig-
dzy stopa zdrowa i zajeta neuroosteoartropatia — uwaza si¢, ze roznica ponizej
2°C pozwala na stopniowe obcigzanie konczyny [318].

Metoda TCC, chociaz do$¢ skuteczna 1 bezpieczna, w wielu wypadkach jest
trudna do zaakceptowania przez chorego z uwagi na dlugi czas leczenia — $red-
nio moze wynosi¢ on nawet 9 miesigcy [319].

Dtugotrwate unieruchomienie konczyny jest obcigzone skutkami ubocznymi
takimi jak atrofia migsni, przyrost masy ciata, dalsza utrata masy kostnej oraz
przecigzenie konczyny kontralateralnej. U pacjentdéw z mniej nasilonymi defor-
macjami stosuje si¢ ogolnie dostepne poglebione buty ortopedyczne. Zadaniem
takiego obuwia jest redystrybucja obcigzenia oraz ochrona stopy [320].

Leczenie operacyjne pacjentow z neuroosteoartropatia Charcota jest wy-
zwaniem dla chirurga z powodu zwigzanej z cukrzyca sktonnosci do zakazen,
jak réwniez wspolistniejacej osteopenii. Czesto stanowi jedyng szans¢ na za-
chowanie funkcji podporowej konczyny i poprawy warunkoéw anatomicznych.
Rozwoj nowych technik operacyjnych oraz wiedzy na temat neuroosteoartropatii
Charcota powoduje, ze postepowanie chirurgiczne jest coraz bardziej skuteczne
[321].

Skutecznego leczenia farmakologicznego dla Zadnej fazy neuroosteoartro-
patii Charcota dotychczas nie opisano. Pierwsze proby farmakoterapii podjeto
juz kilkanascie lat temu z zastosowaniem bisfosfonianu drugiej generacji. Pod-
stawg takiego leczenia byt obserwowany wzmozony obrot kostny w neurooste-
oartropatii Charcota. Preparaty te wplywajac hamujaco na osteoklasty, mogtyby



66 Anna Korzon-Burakowska

przyczyni¢ si¢ do zahamowania ostrej fazy neuroosteoartropatii. Jude i wsp.
[322] w randomizowanym badaniu obserwowali redukcje poziomu markerow
obrotu kostnego w grupie pacjentéw, otrzymujacych pamidronat w infuzjach
dozylnych w poréwnaniu z placebo.

Rowniez Anderson w retrospektywnym badaniu 13 pacjentow otrzymu;ja-
cych pamidronat stwierdzil obnizenie poziomu fosfatazy alkalicznej w porow-
naniu z grupa leczong w sposéb tradycyjny (tylko za pomocg odcigzenia zajgtej
konczyny) [323]. Grupa Pitocco [324] podawata pacjentom z ostrg neuroosteoar-
tropatig alendronat — w grupie otrzymujacej lek obserwowano istotne obnizenie
poziomu karboksy — koncowego telopeptydu kolagenu I typu.

Powyzsze doniesienia sugeruja, ze bisfosfoniany mogg odgrywaé role w le-
czeniu ostrej fazy neuroosteoartropatii. Jednak w opublikowanych ostatnio pra-
cach Pakarinen i wsp.[146] oraz Game i wsp. [325] nie zaobserwowano korzyst-
nego wplywu kwasu zoledronowego u 18 chorych z ostra neuroosteoartropatia
[146, 325].

Do grupy inhibitorow osteoklastow nalezy rowniez kalcytonina. Podawanie
donosowo w dawce 200 U (tacznie z wapniem) w grupie ponad 30 chorych z
neuroosteoartropatia spowodowato obnizenie poziomu karboksy — koncowego
telopeptydu kolagenu I typu oraz fosfatazy alkalicznej w poréwnaniu z grupa
kontrolng otrzymujaca jedynie wapn [326]. Powyzsze wyniki uzyskane na pod-
stawie badan niewielkich grup pacjentéw, nie moga stanowi¢ podstawy do zale-
cania bisfosfonianéw lub kalcytoniny w leczeniu neuroosteoartropatii Charcota.
Nowe odkrycia dotyczace patogenezy CN, roli procesu zapalnego ze szczegol-
nym uwzglednieniem niektorych cytokin takich jak TNF-a, czy IL-6, oraz funk-
¢ji metabolicznej osi OPG/RANKL/RANK w remodelingu uktadu kostnego
stwarzajg szans¢ na rozwdj leczenia przyczynowego (leczenie biologiczne).

W ciagu ostatnich 10 lat ukazato si¢ kilkadziesigt doniesien o skutecznosci
nowego leku w leczeniu osteoporozy. Denosumab jest ludzkim monoklonalnym
przeciwciatem (IgG2) wigzacym si¢ z RANKL, ktore cechuje si¢ wysoka specy-
ficznos$cig i powinowactwem. Efekt dziatania jest podobny do OPG: zahamowa-
nie dziatania RANKL i osteoklastogenezy [327, 328]. Liczne publikacje badan
klinicznych na reprezentatywnym materiale chorych z osteoporoza wykazaty
duza skutecznos$¢ i bezpieczenstwo leczenia biologicznego denosumabem (okres
obserwacji 3-4 lata) [329, 330, 331, 332, 333].

Pozytywne wyniki leczenia chorych z osteoporozg denosumabem stanowity
podstawe do zarejestrowania leku w USA i w UE w 2010 r. Podawany jest on w
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formie iniekcji podskoérnej raz na 6 miesigcy. W toku leczenia denosumabem
zaobserwowano u pacjentow zwickszong czestos¢ infekeji, zwtaszcza drog mo-
czowych. Prawdopodobnie zwigzane jest to z brakiem wplywu RANKL na
uktad immunologiczny (aktywacja CD4 T-helper). Zahamowanie tej aktywnosci
stwarza potencjalng mozliwos¢ uogodlnionych infekcji u leczonych biologicznie
pacjentow, jak rowniez wigkszej czestosci powstawania nowotwordéw z powodu
braku wystarczajgcego nadzoru immunologicznego [334].

W dostepnym pismiennictwie nie znaleziono do tej pory publikacji dotycza-
cych skuteczno$ci leczenia przeciwciatami anty RANKL pacjentéw z CN.
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2. UZASADNIENIE PODJECIA TEMATU

1. Neuroosteoartropatia Charcota jest ciezkim powiklaniem cukrzycy rozwi-
jajacym si¢ u chorych z neuropatig. Zbyt pdzno rozpoznana i nieleczona, prowa-
dzi do catkowitej dezorganizacji struktury kostnej stopy i koniecznosci amputa-
cji konczyny.

2. Rokowanie u pacjentow z tym powiklaniem jest zte. Oprocz nasilonej
miejscowej osteopenii stwierdza si¢ u nich znaczne zmiany w naczyniach
krwionosnych pod postacig kalcyfikacji. Neuroosteoartropatia cechuje si¢ wyso-
ka $miertelnoscia, ktorej przyczyna nie zostata dotychczas wyja$niona.

3. Diagnostyka ostrej fazy neuroosteoartropatii opiera si¢ obecnie glownie
na obrazie klinicznym. Badanie radiologiczne moze nie wykazywaé¢ zadnych
zmian, nie ma tez parametrow laboratoryjnych pozwalajacych potwierdzi¢ roz-
poznanie. Sprawia to, ze wiele przypadkoéw pozostaje w tej wczesnej fazie nie-
rozpoznanych, a w konsekwencji nieleczonych.

4. Etiopatogeneza tego powiklania nie jest znana, wiadomo jedynie, ze po-
wstaje ono na podlozu zaawansowanej neuropatii, przy wspotistnieniu zaburzen
metabolizmu kostnego a czynnikiem wyzwalajacym jest prawdopodobnie uraz.
Obecnie przewaza poglad, ze w grupie 0sob z neuroosteoartropatia Charcota do
postepujacej utraty masy kostnej w zajetej stopie, przyczynia si¢ nasilony proces
zapalny. Wywotane urazem ztamanie kosci powoduje lokalne uwolnienie cyto-
kin prozapalnych, migdzy innymi zwigkszong ekspresjc RANKL oraz syntezg
NF-kB, powodujacego dojrzewanie osteoklastow a w nastepstwie — osteolizg. Z
uwagi na obecnos$¢ neuropatii i brak czucia bolu konczyna jest stale w sposob
niekontrolowany obcigzana. Dochodzi do kolejnych ztaman, podtrzymywania
procesu zapalnego, uwalniania cytokin oraz dalszej kontynuacji zapalenia —
wystepuje mechanizm btednego kota.

5. Nie wyjasniona pozostaje przyczyna powodujgca réznice pomiedzy wy-
soka czestoscig wystgpowania uszkodzenia obwodowego uktadu nerwowego w
przebiegu cukrzycy a zdecydowanie rzadkim wystepowaniem neuroosteoartro-
patii.

6. Nie wiadomo dlaczego neuroosteoartropatii Charcota rozwija si¢ tylko u
niektorych pacjentéw z neuropatig, natomiast u innych nie dochodzi do destruk-
¢ji uktadu kostnego. Oprocz samej neuropatii prawdopodobnie sg jeszcze inne
czynniki warunkujgce rozwdj tego powiktania u chorych z cukrzyca.
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7. Ostatnio wielu badaczy taczy powstawanie CN ze zmianami genetyczny-
mi w elementach mechanizmow regulujacych gestos¢ tkanki kostnej, poniewaz
u podstawy zmian w CN lezy niewiadomego pochodzenia osteopenia. Osoby
majace predyspozycje genetyczne bylyby narazone na wystepowanie tego powi-
ktania. Od 2010 r. trwaja dyskusja i badania na ten temat.

8. W ostatnich latach opisano wspotdziatajacy ze sobg uktad trzech cytokin —
OPG/RANKL/RANK, ktore — jak dowiedziono — odgrywaja zasadniczg role w
kontroli stanu uktadu kostno-szkieletowego. Wykazano istnienie zaburzen funk-
cji tego uktadu w licznych chorobach tkanki kostnej, jak osteoporoza oraz oste-
openia towarzyszace réznym schorzeniom.

Wyniki najnowszych badan wskazuja, ze system ten bierze rowniez udzial w
powstawaniu zmian patologicznych w uktadzie naczyniowym (kalcyfikacja), a
procesy biologiczne przebiegajace w kosciach 1 naczyniach mogg by¢ ze soba
scisle powigzane.

Powstaje pytanie, czy ten uktad cytokin moze by¢ rdwniez zaangazowany w
etiopatogeneze dwoch podstawowych, do tej pory niewyjasnionych przyczyno-
wo objawow, wystepujacych z duzym nasileniem w CN: osteopenii i kalcyfika-
cji naczyn. Nieliczne doniesienia z ostatnich lat na ten temat wskazywatyby na
takg mozliwos¢.

U chorych z CN znajdowano podwyzszony poziom RANKL i OPG w suro-
wicy. Wiadomo, ze RANKL ulega ekspresji w osteoblastach i wigze si¢ ze swo-
im receptorem umiejscowionym na powierzchni komorek prekursorowych oste-
oklastow, inicjujac w ten sposob proces dojrzewania komoérek kosciogubnych, a
nastepnie resorpcji tkanki kostnej. Wigzanie RANKL z RANK jest hamowane
przez osteoprotegeryng stanowiacg ,,zastepczy” receptor dla RANKL — w ten
sposob osteoprotegeryna zatrzymuje szlak dojrzewania osteoklastow, hamuje
osteoliz¢ i ma dziatanie ochronne w stosunku do tkanki kostnej, sprzyjajac za-
chowaniu gestosci mineralnej kosci.

Osteoprotegeryna wydaje si¢ by¢ zasadniczym regulatorem interakcji cyto-
kin tego systemu. Najnowsze badania wykazatly ekspresje tej cytokiny w komor-
kach migs$ni gladkich oraz komorkach srodbtonka duzych i matych naczyn,
gdzie moze odgrywac rolg w procesach zapalenia i uszkodzenia endotelium. Tak
wigc osteoprotegeryna najprawdopodobniej jest ogniwem lgczacym procesy
zachodzace w tkance kostnej 1 naczyniach krwionos$nych.

9. Potwierdzenie podwyzszonych pozioméow OPG i RANKL w surowicy
chorych z CN i ewentualne ustalenie ich predykcyjnego znaczenia dla mozliwo-
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$ci rozpoznania wczesnej fazy neuroosteoartropatii, moze mie¢ duze znaczenie
kliniczne. Publikowane do tej pory dane dotyczace poziomu osteoprotegeryny w
surowicy krwi w roznych schorzeniach sg sprzeczne. W osteoporozie obserwo-
wano zar6wno podwyzszone jak i obnizone stezenia tej cytokiny, w reumato-
idalnym zapaleniu stawow z kolei byly one podwyzszone. W odrdznieniu od
szerokich badan nad osteoporoza, na temat poziomow OPG i RANKL w suro-
wicy chorych z CN znaleziono dotychczas zaledwie kilka prac, w pi$miennic-
twie z lat 2009-2012, a dane w nich zamieszczone sg niespojne.

W badaniach pilotazowych wykonywanych na potrzeby tej pracy (dane nie-
publikowane) stwierdzono, ze poziom osteoprotegeryny u chorych neuroosteoar-
tropatig Charcota 1 cukrzycg typu 1 jest podwyzszony, natomiast u pacjentow
chorych na cukrzyce typu 2 pomimo wystegpowania neuroosteoartropatii byt
zblizony do warto$ci w grupie kontrolnej. Badania te na niewielkiej grupie cho-
rych wymagajg dalszego potwierdzenia.

Jest mozliwe, ze podwyzszone poziomy OPG stanowig odzwierciedlenie
mechanizméw kompensacyjnych majacych na celu zahamowanie dojrzewania
osteoklastow pobudzanych przez powstajacy w toku procesu zapalnego w du-
zych ilosciach RANKL.

10. W niektorych niedawnych doniesieniach [67] stwierdzono szczegdlnie
wysoki poziom RANKL u chorych z CN, u ktorych obserwowano szczegolnie
nasilong kalcyfikacje naczyn. OPG zostata uznana za ,,wspolny klucz” wigzacy
patogeneze osteopenii i1 kalcyfikacji naczyn w CN [264]. Udowodnione zaanga-
zowanie mediatorow homeostazy uktadu kostnego (OPG, RANKL) w kalcyfika-
cje $cian naczyn, moze stanowi¢ nowy cel interwencji terapeutycznej.

11. Jak juz wspomniano nadal pozostaje niewyjasniony fakt powstawania
CN tylko u niektorych chorych z neuropatiag w przebiegu cukrzycy. Nie znale-
ziono mimo licznych badan, zadnej powtarzalnej zalezno$ci wystepowania tego
powiktania od typu cukrzycy, jej wyréwnania, pici, rasy oraz innych czynnikow.
Istniejg naukowe podstawy pozwalajace wigza¢ powstawanie neuroosteoartropa-
tii Charcota z czynnikami genetycznymi.

Znajduja one uzasadnienie w wynikach pracy Langhdal [296], ktéra ze
wzgledu na decydujaca role osteoprotegeryny w mechanizmie regulacji resorpcji
kostnej oraz obrotu kostnego, przebadata gen OPG pod katem wystgpowania
polimorfizméw. W grupie chorych z osteoporoza znaleziono 12 réznych warian-
tow tego genu. Od tego czasu ukazat si¢ szereg prac dotyczacych osteoporozy i
obecnosci polimorfizméw genu OPG. Znajdowano najczesciej polimorfizmy
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163A>G,245T>G 1 1181C>G. Od roku 2002 wiadomo, ze osteoporoza jest scho-
rzeniem o podlozu genetycznym, a stan tkanki kostnej jest uzalezniony od eks-
presji wielu genow.

Dotychczas w literaturze swiatowej opublikowano tylko dwie prace w kto-
rych badano zwigzek neuroosteoartropatii Charcota z polimorfizmem genu oste-
oprotegeryny. W badaniu osrodka wtoskiego (grupa Pitocco) [294] uwzglednio-
no dwa (1181G>C oraz 245T>Q) z opisanych wczes$niej polimorfizméw. Wyni-
ki tej pracy wskazuja na Sciste powigzanie dwoch badanych wariantow gene-
tycznych z wystegpowaniem neuroosteoartropatii Charcota. Druga z prac pocho-
dzita z naszego osrodka [309] i uwzgledniata pie¢ najczgsciej wystepujacych
polimorfizmow genu osteoprotegeryny 6890A>C, 1217C>T, 1181G>C, 950T>C
i 245T>G w CN. Wstepna analiza wykazala rowniez zwigzek ryzyka wystepo-
wania neuroosteoartropatii Charcota z pewnymi wariantami genetycznymi genu
osteoprotegeryny. Powyzsze obserwacje wskazuja na mozliwy udziat polimorfi-
zmu genu osteoprotegeryny w rozwoju neuroartropatii Charcota i zachecaja do
dalszych badan. W $wietle dotychczasowych obserwacji wydaje sig, ze gen OPG
moze by¢ genem kandydujacym.

Ustalenie pewnych, powtarzalnych markeréow genetycznych dla neuro-
osteoartropatii Charcota stworzyloby mozliwo$§¢, juz na poczatku rozpo-
znania cukrzycy, wytypowania chorych, ktérzy rozwina z duzym prawdo-
podobienstwem CN. Pozwoliloby to wdrozy¢ postepowanie zapobiegawcze i
unikna¢ wiekszo$ci powaznych konsekwencji.

Podsumowujac:

1. Neuroosteoartropatia Charcota do tej pory nie jest jednostka nozologiczna
i ze wzgledu na grupe objawow, ktore jej towarzyszg jest nazywana zespotem
stopy Charcota, ktorego etiologia i patogeneza pozostajg nieznane.

2. Odkrycia ostatnich lat i poznanie roli osi OPG/RANKL/RANK otworzyty
droge do badan nad wyjasnieniem przyczyn powstawania dwdoch podstawowych
objawow w CN: osteopenii i kalcyfikacji naczyn. Wykazanie roli OPG i
RANKL w etiopatogenezie CN stworzytoby mozliwosci leczenia przyczynowe-
g0 CN (leczenie biologiczne).

3. Nie wiadomo dlaczego CN rozwija si¢ tylko u tylko u niektorych chorych.
Istniejg przypuszczenia, ze przyczyng jest predyspozycja genetyczna. Zmiany
prawdopodobnie dotycza gendéw cytokin OPG i RANKL. Ustalenie powtarzal-
nych powigzan wystepowania polimorfizméw genetycznych w genach OPG lub
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RANKL w CN, stworzyloby mozliwos¢ wdrozenia postgpowania profilaktyczne-
go na podstawie istniejagcych markerow genetycznych.

4. Nie wiadomo dlaczego CN wystepuje jednostronnie, podczas gdy zabu-
rzenie metaboliczne sg uogolnione. Podobne watpliwosci dotycza miejscowego
wystepowania osteopenii i kalcyfikacji naczyn, jak rowniez braku generowania
parametrow stanu zapalnego u tych chorych, mimo nasilonego zapalenia.

Biorac pod uwage powyzsze dane, postanowiono podja¢ probe oceny zna-
czenia osi OPG/RANKL/RANK, jak rowniez odchylen genetycznych w genach
wymienionych cytokin — w etiopatogenezie neuroosteoartropatii Charcota.
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3. CEL PRACY

Gléwnym celem podjetych badan byta proba oceny w jakim stopniu w etio-
patogenezie neuroosteoartropatii Charcota uczestniczy odkryty niedawno uktad
cytokin OPG/RANKL/RANK ze szczegdlnym uwzglednieniem roli polimorfi-
zmu gendow kodujacych OPG, RANKL i RANK a takze proba ustalenia, czy
oznaczanie wariantow genetycznych genoéw kodujacych te cytokiny moze by¢
pomocne w ocenie ryzyka wystapienia neuroosteoartropatii(CN) u chorych na
cukrzyce typu 1 1 2. Powyzszy cel byt realizowany poprzez przeprowadzenie
badan u chorych: z cukrzyca nie powiktang rozwojem neuropatii, z cukrzyca i
neuropatig bez neuroosteoartropatii oraz chorych z neuropatiag i neuroosteoartro-
patig Charcota W materiale biologicznym pobranym od chorych z wymienio-
nych wyzej grup okreslono:

1. Stezenie osteoprotegeryny w 0soczu

2. Stezenie RANKL w osoczu

3. Czgsto$¢ wystgpowania poszczegdlnych polimorfizmoéw genu kodu-
jacego osteoprotegeryne

4. Czgstos¢ wystepowania poszczegdlnych polimorfizmoéw genu kodu-
jacego RANKL

5. Czgsto$¢ wystegpowania poszczegdlnych polimorfizmoéw genu kodu-
jacego RANK

Analizowano korelacje pomiedzy pigcioma badanymi polimorfizmami genu
kodujacego osteoprotegeryne oraz trzema polimorfizmami genu kodujacego
RANKL a:

— stezeniem osteoprotegeryny w 0soczu
— stezeniem RANKL w osoczu

Ponadto w pracy przeprowadzona zostata ocena wplywu innych czynnikow,
takich jak wiek, ple¢, stopien wyrownania cukrzycy, czas trwania choroby oraz
wystepowanie innych powiklan cukrzycy, na rozwdj neuropatii oraz neurooste-
oartropatii Charcota.
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4. MATERIAL I METODY

4.1. Pacjenci

Badaniom poddano 233 osoby (wlaczone do badan w okresie od stycznia
2009 r. do marca 2012 r.). Wérdd badanych znajdowato si¢ 139 dorostych pa-
cjentow rasy kaukaskiej z cukrzyca typu 1 i typu 2 oraz 94 osoby stanowigcg
grupe¢ kontrolng.

Pacjenci rekrutowani byli sposrod chorych, bedacych pod opiekg Regional-
nego Centrum Diabetologii Kliniki Nadci$nienia Tetniczego i Diabetologii
Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego. Badanie uzyskato pozytywna opini¢
Niezaleznej Komisji Etyki Badan Klinicznych Gdanskiego Uniwersytetu Me-
dycznego. Wszyscy uczestnicy badania wyrazili pisemnie $wiadomg zgod¢ na
udziat w badaniu.

4.1.1. Zasady wlaczenia do badania

Do badania kwalifikowano chorych na podstawie nastepujacych kryteriow:
— wiek od 18 do 82 lat,
— rozpoznana na podstawie obowiazujacych kryteriow PTD [335] cu-
krzyca typu 1 lub 2, leczona lekami doustnymi lub insulina.

Pacjenci nie byli wlgczani do badania jezeli:

— nie byli zdolni lub chetni do wyrazenia $§wiadomej zgody na udziat
w badaniu.

— stwierdzano u nich zaburzenia neurologiczne lub schorzenia uktadu
kostnego inne niz zwigzane z cukrzycg i jej powiktaniami, chorobe
nowotworows, a takze przewlekle stany zapalne, schorzenia o pod-
tozu immunologicznym lub byli leczeni sterydami.

4.1.2. Podzial na grupy

Po uzyskaniu pisemnej zgody na udzial w badaniu, uczestnikéw kwalifiko-
wano do nastepujacych czterech grup badawczych:
1. Grupa CN — pacjenci z neuroosteoartropatiag Charcota
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2. Grupa N — pacjenci z neuropatig cukrzycowg bez neuroosteoartropa-
tii Charcota

3. Grupa D — chorzy z cukrzyca bez neuropatii i neuroosteoartropatii
Charcota

4. Grupa C — (kontrolna) osoby nieobcigzone cukrzyca ani schorze-
niami uktadu kostnego, rekrutowane w Uniwersyteckim Centrum
Klinicznym 1 Gdanskim Uniwersytecie Medycznym, niespokrew-
nione z pozostatymi uczestnikami badania

4.1.3. Zasady kwalifikacji pacjentéw do grup

Pacjentéw do grupy CN (osoby z neuroosteoartropatia Charcota) kwalifi-
kowano na podstawie wystepowania cech neuropatii oraz typowego obrazu kli-
nicznego pod postacig triady objawow: jednostronnego zaczerwienienia, obrze-
ku stopy oraz wzrostu jej ucieplenia (w poréwnaniu z konczyng kontralateralna),
a takze zmian w obrazie radiologicznym stopy. Wykluczone musiaty zosta¢ inne
przyczyny mogace powodowaé podobne objawy, jak:

— stan zapalny kosci (zwlaszcza w fazie przewleklej, gdzie obraz ra-
diologiczny moze by¢ bardzo podobny)

— zapalenie stawow (OB, CRP, leukocytoza)

— zapalenie tkanek migkkich i ropowica stopy (OB, CRP, leukocytoza)

— zapalenie zyt glebokich (USG dopplerowskie)

— dna moczanowa (poziom kwasu moczowego, OB, CRP, leukocyto-
7a)

Pacjentéw do grupy N (osoby z neuropatig cukrzycows, ale bez neurooste-
oartropatii Charcota), kwalifikowano w oparciu o stwierdzane cechy neuropatii
czuciowo-ruchowej rozwijajacej si¢ na podtozu cukrzycy, po wykluczeniu in-
nych przyczyn uszkodzenia obwodowego uktadu nerwowego, takich jak: niedo-
bor witaminy B12, stosowanie neurotoksycznych lekow np. cytostatykow, dzie-
dziczne formy neuropatii, naduzywanie alkoholu, powazne schorzenia kregostu-
pa, przebyte zatrucie metalami cigzkimi i in.

Do grupy D (chorzy z cukrzyca bez cech neuropatii) kwalifikowano osoby
chore na cukrzyce, u ktérych nie stwierdzano klinicznych objawow uszkodzenia
obwodowego uktadu nerwowego.
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Do grupy C (kontrolnej) kwalifikowane byly osoby nieobcigzone cukrzyca,
bez aktualnej infekcji oraz schorzen uktadu kostnego rekrutujace sie sposrod
pacjentow Uniwersyteckiego Centrum Klinicznego.

4.1.4. Podstawy diagnostyczne kwalifikacji do grup

Neuropatie cukrzycowa rozpoznawano na podstawie badania klinicznego i
oceny parametrow czucia oraz odruchow sciggnistych [336, 337].

Prog czucia wibracji oceniano ilo$ciowo, za pomocg neurotensjometru (Vi-
bratron II; Physitemp Instruments, Inc. Clifton NJ, USA), jako $rednia z trzech
pomiarow. Koncowke badajacg urzadzenia umieszczano na szczycie pierwszego
palca obu stop. Warto$¢ powyzej 25 V uznawano za patologiczng [338].

W celu oceny czucia nacisku, w kilku wybranych punktach powierzchni po-
deszwowej stopy umieszczano monofilament 10 g (Semmes-Weinstein monofi-
lament-Touch-Test Sensory Evaluator; North Coast Medical, Morgan Hill, CA,
USA) [336] natomiast do oceny czucia temperatury zastosowano urzadzenie
TipTherm ( Bailey Instruments Ltd, Salford Quays, UK) umieszczane na grzbie-
cie stopy chorego [ 339].

U pacjentow oceniano rowniez prawidlowos$¢ odruchéw $ciggnistych ze
sciggna Achillesa [340].

Neuropati¢ rozpoznawano w przypadku symetrycznego zniesienia parame-
trow czucia 1 ostabienia lub zniesienia odruchoéw $ciggnistych po wykluczeniu
innych niz cukrzyca przyczyn uszkodzenia obwodowego uktadu nerwowego
[341].

Osoby, u ktorych nie stwierdzano nieprawidlowosci w badanych parame-
trach czucia, a odruchy $ciggniste byly prawidtowe, kwalifikowano jako pacjen-
tow bez neuropatii.

Neuroosteoartropati¢ Charcota u chorych z cechami obwodowej polineuro-
patii czuciowo-ruchowej rozpoznawano na podstawie obrazu klinicznego:
stwierdzanego w fazie ostrej jednostronnego obrzeku, zaczerwienienia stopy,
lokalnego wzrostu jej ucieplenia (temperatura stopy zajetej procesem chorobo-
wym wyzsza od temperatury stopy kontralateralnej o ponad 2°C). Pomiaru tem-
peratury dokonywano za pomoca termometru Thermo-Flash Infrared no contact
thermometer LX-26 (Visiomed, France). Rozpoznanie potwierdzano badaniem
obrazowym (zdjecia RTG chorej konczyny). Wykonywano klasyczne ujecia w
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projekcji grzbietowo-podeszwowej oraz skosnej, w zaleznosci od lokalizacji
zmian, uzupeliane w razie potrzeby o zdjecia stopy w projekcji bocznej oraz
zdjecia RTG stawu skokowego w projekeji przednio-tylnej i bocznej. W fazie
przewleklej na obrazach radiologicznych stwierdzano obecno$¢ destrukcji struk-
tur kostno-stawowych — ztaman, obecnos$ci fragmentéw kostnych w rzucie tka-
nek migkkich, podwichni¢¢ oraz zwichni¢¢ w obrebie stawow stopy [116].

4.1.5. Charakterystyka i liczebno$¢ poszczegolnych grup badanych pa-
cjentéw

Cala badana populacja liczyta 233 osoby: 139 chorych na cukrzyce, w tym
52 kobiety (37,4%) i 87 mezczyzn (62,6%) oraz 94 osoby nieobcigzone cukrzy-
cg ani schorzeniami uktadu kostnego tworzace grupe kontrolna. Sredni wiek w
caltej badanej grupie chorych wynosit 58,5 (+11,0) lat: kobiet — 58,6 (£11,2) lat
oraz mezezyzn — 58,4 (+£11,0) lat.

Analizowane grupy:

1. Grupa chorych z neuroosteoartropatia Charcota (CN) obejmo-
wata 62 osoby: 19 kobiet (30,6% badanych) oraz 43 mezczyzn
(69,4% badanych). Sredni wiek w tej grupie wynosit 55,3 (£10,6) lat
(mediana 55,5 lat). 14 0sob (22,6%) chorowato na cukrzyce typu 1.
U pozostatych (77,4%) rozpoznano cukrzyce typu 2. Sredni czas
trwania cukrzycy w tej grupie pacjentdéw wynosit 14,6 (+£8,4) lat
(mediana 13,5 lat). Sredni czas trwania cukrzycy u pacjentow z ty-
pem 1 cukrzycy wynosit 21,07 (£9,8) lat (mediana 21,0 lat) a w
przypadku pacjentow z typem 2 cukrzycy 12,7 (£6,9) lat (mediana
12,0)

2. W grupie chorych z neuropatia cukrzycowq bez neuroosteoar-
tropatii Charcota (N) bylo 44 pacjentow: 14 kobiet (31,8%) 1 30
mezczyzn (68,2%). Sredni wiek pacjentéw w tej grupie wynosit 62
lata (+7,7 lat, mediana 62,0). U pigciu chorych (11,4%) rozpozna-
wano cukrzyce typu 1, u 39 (88,6%) osob cukrzyce typu 2. Sredni
czas trwania cukrzycy wynosit 17,1 lat (£8,2 lat, mediana 17 lat).
Sredni czas trwania cukrzycy typu 1 w tej grupie chorych wynosit
29,6 lat (£7,8 lat, mediana 30,0 lat), a cukrzycy typu 2 — 15,6 lat
(£6,9 lat, mediana 16,0 lat).
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Grupa pacjentéw z cukrzyca bez neuropatii cukrzycowej i bez
neuroosteoartropatii Charcota (D) sktadala si¢ z 33 osob: 19 ko-
biet (57,6%) i 14 mezczyzn (42,4%). Sredni wiek pacjentow wynosit
59,9 lat (13,9 lat, mediana 63,0 lat). U 5 chorych (15,2%) rozpo-
znawano cukrzyce typu 1, a u 28 (84,8%) chorych cukrzyce typu 2.
Sredni czas trwania cukrzycy wynosit 10,8 lat (+4,2 lat, mediana 11
lat). Sredni czas trwania cukrzycy typu 1 w tej grupie wynosit 10,4
lat (£5,0 lat, mediana 9,4 lat), a cukrzycy typu 2 — 10,9 lat (4,1 lat,
mediana 11,0 lat).

Grupa kontrolna( C), liczyta 94 osoby, w tym 42 kobiety (44,7%) i
52 mezczyzn (55,3%). Sredni wiek w grupie kontrolnej wynosit 61,5
lat (+14.5 lat, mediana 63 lat). Sredni wiek kobiet — 61,6 lat (17,2
lat, mediana 64 lat), $redni wiek mezczyzn 60,9 lat (£12,8 lat, me-
diana 62 lat).

Strukture liczebnosci, wieku, §redniego czasu trwania cukrzycy, liczby cho-

rych z cukrzyca typu 1 i typu 2 oraz sposobu leczenia w badanych grupach

przedstawiajg tabele 2, 3, 4.

Tabela 2. Liczba pacjentdéw w poszczegdlnych badanych grupach.
Table 2. Number of subjects in the studied groups.

Grupa Liczba os6b Odsetek (%)
Group Number of subjects Percent
CN 62 26,6%

N 44 18,9%

D 33 14,2%

C 94 40,3%
Razem / Total 233 100%

CN — Neuroosteoartropatia Charcota / Charcot neuroosteoarthropathy, N — Neuropatia bez neuro-
osteoartropatii / Neuropathy without Charcot neuroosteoarthropathy, D — Cukrzyca bez neuropa-
tii/Diabetes, without neuropaty, C — grupa kontrolna / controls
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Tabela 3. Sredni wiek i czas trwania cukrzycy w badanych grupach.
Table 3. Mean age and diabetes duration in the studied groups.

Grupa pacjentow Sredni wiek (£SD) Sredni czas trwania cukrzycy (SD)
Patients group Mean age (+SD) Mean diabetes duration (£SD)
CN 55,3 (£10,6) 14,6 (+8,4)

N 62,0 (£7,7) 17,1 (+8,2)

D 59,9 (£13,9) 10,8 (+4,2)

Tabela 4. Liczba chorych z cukrzyca typu 1 i 2 w badanych grupach pacjentow.
Table 4. Number of patients with diabetes type 1 and type 2 in the study groups.

Chorzy z cukrzyca typu 1 Chorzy z cukrzyca typu 2
., Patients with diabetes type 1 Patients with diabetes type 2
Grupa pacjentow i i i i
Patients group Liczba 0sob Odsetek Liczba osob Odsetek
Number of Number of
Lo Percentage Lo Percentage
patients patients
CN 14 22,6 48 77,4
N 5 11,4 39 88,6
D 5 15,2 28 84,8
Razem/Total 24 17,3 115 82,7

Lacznie w catej grupie badanych chorych byto 111 (79,9%) oséb leczonych
insuling, pozostali chorzy 28 0sob (20,1%) otrzymywali leki doustne (tabela 5).

Tabela 5. Leczenie cukrzycy w badanych grupach chorych.
Table 5. Diabetes treatment in study groups.

Liczba (odsetek chorych)

Leczenie Number (percentage of patients)
Treatment modality CN N D
Insulina/Insulin 60 (96,8%) 38 (86,4%) 13 (39,4%)
Doustne leki przeciwcukrzycowe o o o
Oral antidiabetic drugs 2 (3,2%) 6 (13,6%) 20 (60,6%)

4.2. Metody
4.2.1. Badanie lekarskie

U wszystkich objetych analiza oséb wykonano badanie podmiotowe i
przedmiotowe. Przeprowadzono wywiad dotyczacy choroby podstawowej — w
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szczeg6lnosci chorych pytano o wystepowanie cukrzycy w rodzinie, wiek i oko-
licznosci zachorowania na cukrzyce, stosowane leczenie, przebyte amputacje
oraz owrzodzenia. Pytano rowniez o wystgpowanie neuroosteoartropatii Charco-
ta, osteoporozy i ewentualnych ztaman kos$ci w rodzinie chorego. Wywiad
obejmowat takze pytania odnosnie wystgpowania u pacjenta schorzen tarczycy,
nowotworow, chordb neurologicznych i uktadu kostnego innych niz zwigzane z
cukrzyca i jej powiktaniami. Zwracano uwage na leki stosowane przez chorego
obecnie 1 w przesztosci, zwlaszcza takie jak leki sterydowe, witaminy (szczeg6l-
nie witamina D), bisfosfoniany, preparaty wapnia, leki hormonalne. W przypad-
ku kobiet pytano o wiek, w ktérym rozpoczeta si¢ u nich menopauza. Wystepo-
wanie retinopatii wykluczano lub potwierdzano na podstawie badania przepro-
wadzonego przez okuliste

4.2.2. Badania laboratoryjne

U kazdego pacjenta pobierano jednorazowo 15 ml krwi z zyly odlokciowe;,
do probowki zawierajacej EDTA (K3EDTA Antikoagulant Vacutest Kima), do
badan genetycznych oraz na skrzep w celu oznaczenia poziomu cytokin OPG i
RANKL. Probki krwi w ktorych oznaczane byly poziomy cytokin wirowano
przez 15 minut przy 2500xg w ciggu 30 minut od chwili pobrania i zamrazano w
temperaturze -70°C. Probki przeznaczone do analiz genetycznych (krew pelna)
rowniez przechowywano w temperaturze -70°C do czasu przeprowadzenia ana-
liz. Krew pobierano na czczo. Jednoczesnie pobierana byta krew w celu prze-
prowadzenia rutynowo wykonywanych badan takich jak:

e poziom hemoglobiny glikowanej HbAlc metoda HPLC (zestaw fir-
my BIORAD-variant II) w celu oceny wyréwnania cukrzycy,

e parametry stanu zapalnego takie jak CRP, OB, leukocytoza,

e poziom kreatyniny oraz GFR (glomerular filtration ra-
te,wspotczynnik przesgczania kiebuszkowego) — celem wykluczenia
lub potwierdzenia niedomogi nerek,

W przypadku braku aktualnego wyniku (tj. wykonywanego w ciggu poprze-
dzajacych 12 miesiecy) u pacjentow, u ktorych dotychczas nie rozpoznawano
nefropatii, okreslano rowniez wydalanie albumin z moczem za pomoca wskaz-
nika albumina/kreatynina wyliczanego na podstawie wynikow ilosciowych
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oznaczen w jednorazowo pobranej probce moczu, zgodnie z zaleceniami PTD
[335].

4.2.3. Oznaczanie stezenia OPG w surowicy

Stezenie OPG (osteoprotegeryny) w surowicy krwi oznaczono metoda im-
munoenzymatyczng (ELISA — enzym-linked immunosorbent assay) za pomoca
gotowych zestawow firmy BioVendor (nr cat. RD194003200) do ilosciowego
oznaczania OPG wedtug podanego protokotu. Limit detekcji 0,1 pmol/l. Zanim
przystapiono do pracy doprowadzono wszystkie odczynniki do temperatury
pokojowej (20-25°C) wedlug zalecen producenta. 50 pl probki surowicy, po
rozmrozeniu zostaly trzykrotnie rozcienczone w buforze do rozcienczania (Dil-
lution buffer). 100 pl rozcienczenia zostato uzyte do inkubacji z przeciwciatami
wedlug zalecen producenta. Pomiaru absorbancji dokonano uzywajac czytnika
mikroptytek Wallac 1420 Multilabel Counter (Perkin Elmer). Absorbancja byta
mierzona przy dtugosciach fal 450 nm i 630 nm, w ciggu pigciu minut po za-
trzymaniu reakcji odpowiednim buforem. Wyniki pomiaru poréwnano z wzor-
cem stezen osteoprotegeryny. Wzorzec ten zostal przygotowany wedtug zalecen
producenta. W skrocie, przygotowano dwukrotne rozcienczenia roztworu OPG
(60 pmol/I) do najmniejszego stezenia 1,5 pmol/l, w buforze do rozcienczania.
Probki OPG inkubowano z przeciwciatami jak wyzej, a nastgpnie zmierzono
absorbancj¢ przy 450 nm i 630 nm. Wyniki absorbancji zostaly przedstawione
jako funkcja stgzenia biatka. Wzor opisujacy lini¢ trendu zostat wykorzystany do
kalkulacji stezenia biatka w badanych probkach.

4.2.4. Oznaczanie stezenia RANKL w surowicy

Pomiar st¢zenia biatka RANKL w surowicy wykonano za pomocg metody
immunoenzymatycznej (ELISA — enzym-linked immunosorbent assay), do ktorej
wykorzystano zestaw ampli-sSRANKL firmy Biomedica (nr cat. BI-20452) z
limitem detekcji 0,02 pmol/l. Do analizy wykorzystano 100 pl surowicy i inku-
bowano z przeciwcialami wedtug zalecen producenta. Po zatrzymaniu reakcji
absorbancje mierzono czytnikiem mikroptytek Wallac 1420 Multilabel Counter
(Perkin Elmer) przy dtugo$ciach fal 490 nm i 630 nm. Wzorce stgzen RANKL
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zostaly przygotowane przez sporzadzenie dwukrotnych rozcienczen wyjsciowe-
go roztworu (2 pmol/l) do uzyskania najmniejszego standardu 0,125 pmol/Il.
100 ul rozcienczenia RANKL zostaty inkubowane z przeciwcialami jak wyzej.
Wyniki absorbancji przedstawiono w funkcji stgzenia. Wzor opisujacy lini¢
trendu zostat wykorzystany do obliczenia stezenia biatka w badanych probkach.

4.2.5. Badania genetyczne
4.2.5.1. Materialy i aparatura uzyte do badan genetycznych
Materiaty uzyte do izolacji DNA z krwi (wedtug protokolu QIAamp DNA

Blond Mini Kit):
e proteinaza K

e bufor AL
e  96% etanol
e bufor AWI
e bufor AW2
e bufor AE

Materiaty wykorzystywane do amplifikacji DNA metoda PCR (reakcja tan-
cuchowej polimerazy):
e jatlowa woda dejonizowana
e bufor reakcyjny 10x stezony (Roche)
e dNTPs: dATP, dTTP, dGTP, dCTP — 10 mM kazdy z roztwordéw
nukleotydow (Roche)
e polimeraza Taq— 5 U/ul (Roche)
e matrycowe DNA
e startery — 20 uM (Thermo Fisher Scientific, Niemcy) (tabela 6)
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Tabela 6. Sekwencje nukleotydowe starterow DNA stosowanych w reakcji amplifikacji genow:
OPG, RANK, RANKL.

Table 6. DNA nucleotide sequencse of primers used in amplification reactions of OPG, RANKL,
RANK genes.

Nazwa startera

Sekwencja startera

SNP-F 245T>G

5'- CTGGAGACATATAACTTGAACA - 3'

SNP-R 245T>G

5'- CCATCATCAAAGGGCTATTGGT - 3'

SNP-F 950T>C

5'- GTTCCTCAGCCCGGTGGCTTTIT - 3'

SNP-R 950T>C

5'- TGTGGTCCCCGGAAACCTCAGG - 3'

SNP-F 1181G>C

5'- ACTTCCTGTTGCCGGGACGCT A - 3'

SNP-R 1181G>C

5'- TACCACGAGCGCGCAGCACCTCA - 3'

SNP-F 1217C>T

5'- GCAGGCGATACTTCCTGTT - 3'

SNP-R 1217C>T

5'- GTTTCCTGCTCCAGCCTAAC - 3'

SNP-F 6890A>C

5'- GTATTGAATAGACTCTCAGAAA - 3'

SNP-R 6890A>C

5'- AACTAAACATACATGCAGTCTT - 3'

SNP-F 421C>T

5'- GGCCACTGACCTGTCTCTTG - 3'

SNP-R 421C>T

5'- GACAGACGCACACATCCAAC - 3'

SNP-F 575C>T

5'- CCAAAGCACTGAACCACCTT - 3'

SNP-R 575C>T

5'- TGGCAGAGAAGAACTGCAAA - 3'

SNP-F 643C>T

5'- TGGTCAGCAACTTCCTTCTG - 3'

SNP-R 643C>T

5'- GACATTCCTCCTGCATCCAT - 3'

SNP-F 693G>C

5'- TGGTCAGCAACTTCCTTCTG - 3'

SNP-R 693G>C

5'- GACATTCCTCCTGCATCCAT - 3'

SNP-F 290C>T

5'- CCAAACTAGAATGGATGCAGGAGG - 3'

SNP-R 290C>T

5'- TACTCCAGTGGTTCCAGACTCCCC - 3'

Nazwa startera

Starter do minisekwencjonowania

SNP - F 290C>T

S'-TTTTTT TTT T CAAA GGT GTC CTC TGC GTC TTC - 3'

Materiaty uzyte do trawienia enzymami restrykcyjnymi:

e Jalowa woda

e Enzymy restrykcyjne (Fermentas oraz New England BioLabs
przypadku Enzymu Acil) (tabela 7)
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Tabela 7. Charakterystyka warunkow trawienia oraz enzymow uzytych w ocenie genotypow.
Table 7. Characteristics of digestion conditions and enzymes used in the genotypes assessement.

. Temperatura
Nazwa enzymu Bufor Sekwencja rozpoznawana przez trawienia
(stezenie) reakcyjny enzym restrykcyjny S
. . Digestion
Name of the enzyme Reaction Sequence recognition by the
. o temperature
(concentration) buffer restriction enzyme C)
Hinfl 5-GMANTC-3'3-C TN A"G-
(10 units/pl) Bufor R 5 37
Hincll (HindlII) 5-GTPy"PuAC-3'3-CA
(10 units/pl) Bufor Tango Pu"Py T G-5' 37
Smol (SmiII) 5'-C"T Py Pu A G-3'3'-G A Pu
(10 units/pl) Bufor Tango Py TAC- 5' 33
BsuR (Haelll) Bufor R 5-G G'C C-3' 3-C C'G G-5' 37
(10 units/pl)
Bell S“T"GATCA-3'3-ACTA
(10 units/pl) Bufor G G/T-5' 33
BseDI (Bsajl) 5-C*"CNN G G-3'
(10 units/pl) Bufor Tango 3.G GNN C’C-5' 33
Acil 5-CAC G C-3'
(10 units/pl) IX NEBuffer 3 3G G C'G-5' 37
Enzymy Fast Digest / Enzymes Fast Digest
5-G"T A C-3'
Csp6l (FD) Bufor FD 3.C A TAG-5' 37
5“NNCASTGNN~”3
Tsprl (TscaAl) (FD) Bufor FD FANNGTS A CN N-5' 65

Materiaty uzyte do przygotowania zelu agarozowego
e bufor TBE (89 mM Tris, 89 mM kwas borowy, 2 mM EDTA)

pH=7,2

e TBE 5xstezony (Na 1000 ml: 54g Tris (pH=8,2-8,3); 20 ml 0,5M
EDTA; 27,5 g kwasu borowego)
e TBE 0,5%stezony (Na 1000 ml: 100 ml TBE 5xstezony; 900 ml wo-
dy dejonizowanej (Millipore)

e Agaroza (Promega)

e wodny roztwor bromku etydyny (EtBr) o stezeniu 10 mg/ml



Materiat i metody 85

bufor obcigzajacy (30% glicerol; 0,25% blekit bromofenolowy; 1 mM
EDTA)

wzorzec masowy: GeneRuler™ [00bp DNA Ladder (Fermentas)
barwnik obcigzajacy do elektroforezy — 6 xDNA Loading Dye [Fer-
mentas]

Odczynniki i akcesoria do analizy fragmentow i sekwencjonowania DNA

polimer stosowany do rozdziatu elektroforetycznego — POP-4™
10xstezony bufor elektroforetyczny — Runing Buffer 10x (Applied
Biosystems)

wysoko dejonizowany formamid Hi-Di™ (Applied Biosystems)
wzorzec wielkosci Gene Scan LIZ — 120™ Size Standard [Applied
Biosystems]

kapilary do sekwenatora — 310 Genetic Analyzer Capillary o dtugo-
$ci 47 cm (sekwencjonowanie) [Aplied Biosystems]

zestaw standardow do przygotowania matrycy do analizy sekwencji
Matrix Standard Set DS-02 (dR110, dRGG, dTAMRA, dROX, LIZ)
zestaw do przeprowadzenia reakcji sekwencyjnej (ABI Prism SNaP-
shot™ Multiplex System Applied Biosystem)

woda o wysokiej jakosci (Merck)

zestaw do usuwania terminatorow po reakcji sekwencyjnej (Exo

Sap)

Aparatura

wirowka: Centrifuge 5415D (Eppendorf)

wytrzasarka: Reax top (Heidolph)

termomikser: Thermomixer komfort (Eppendorf)

termocykler: Mastercycler 384 (Eppendorf)

aparat do elektroforezy: Mupid-exU Submarine electrophoresis sys-
tem

UV CCD kamera wraz z oprogramowaniem (BIO-RAD)

kuchenka mikrofalowa

analizator kwasow nukleinowych ABI Prism 310 (Applied Bio-
systems)

czytnik mikroptytek Wallac 1420 Multilabel Counter (Perkin Elmer)



86 Anna Korzon-Burakowska

4.2.5.2. Oznaczanie polimorfizmow genéow kodujacych OPG, RANKL i RANK

W oparciu o dostepne publikacje dotyczace wystepowania polimorfizmu ge-
néw OPG, RANKL 1 RANK wytypowano 5 sposrdéd 12 opisanych polimorfi-
zmoéw genu osteoprotegeryny (245T>G, 950T>C, 1181G>C, 1217C>T oraz
6890A>C), trzy polimorfizmy genu RANK (290C>T, 643C>T, 693G>C ) i dwa
polimorfizmy genu RANKL (421C>T,575C>T).

W celu zanalizowania polimorfizmow genow OPG, RANKL 1 RANK stoso-
wano metode RLFP( Restriction Fragment Length Polymorphism), na ktora
sktadajg sig:

1. Izolacja DNA z krwi

2. Reakcja amplifikacji DNA metoda PCR

3. Elektroforeza w zelu agarozowym

4. Trawienie enzymami restrykcyjnymi amplikonéw PCR

5. Rozdziat w sekwenatorze kapilarnym

Ad 1. Izolacja DNA z krwi (wedlug protokotu QIAamp DNA Blood Mini
Kit):

Procedura zostala wykonana wedlug instrukcji producenta (Qiagen). Do
probowek typu Eppendorf odmierzono po 20 ul enzymu — proteinazy K, do kto-
rego dodawano 200 ul krwi pobranej na EDTA oraz 200 ul buforu do lizy AL.
Calo$¢ wymieszano na worteksie firmy Heidolph przez 15 sekund, a nastgpnie
inkubowano w temperaturze 56°C przez 10 minut. Po krétkim wirowaniu, do
probek dodawano 200 pl 96% etanolu i ponownie worteksowano 15 sekund. W
celu usunigcia kropel z wieczka, mieszaning szybko wirowano, a nastgpnie
przenoszono do kolumienek ze zlozem krzemionkowym, zataczonych w zesta-
wie. Proby wirowano przez 1 minute przy 6000xg. Kolumne¢ przenoszono do
nowej probowki, a przesgcz odrzucano. Kolumng przemyto dwukrotnie 500 pl
buforu AW1, a nastepnie 500 pl buforu AW2. Kazde wirowanie pomiedzy phu-
kaniami trwato 1 min przy 6000%g poza ostatnim ktore trwalo 3 min przy
20000xg. Na kolumne naktadano nastgpnie 200 pl buforu do elucji AE i po
5 minutach inkubacji w temperaturze pokojowej wszystkie proby wirowano
1 minute przy 6000xg. Po tym wirowaniu uzyskiwano juz oczyszczone DNA,
gotowe do uzycia w dalszej analizie genetycznej. Odwirowang mieszaning za-
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wierajacg wyizolowane DNA z krwi pacjentéw przechowywano w zamrazarce (-
20°C).

Ad 2. Reakcja amplifikacji DNA metoda PCR

Reakcje amplifikacji DNA przeprowadzano na matrycy DNA genomowego
przy wykorzystaniu odpowiednio dobranej pary starterow (tabela 8) oraz profilu
temperaturowo-czasowego (tabela 9). Reakcje PCR wykonano w termocyklerze, a
nastepnie obserwowano wyniki pod lampg UV po rozdziale elektroforetycznym w
zelu agarozowym.

Tabela 8. Protokot przygotowania mieszaniny reakcyjne;j.
Table 8. Protocol for preparation of reaction mixture.

Sktad mieszaniny reakcyjnej Objetose
Jatowa woda / Sterile water 9,83 ul
Bufor / Buffer 1,5 ul
dNTPs 0,3l
Starter F / F starter 0,15 ul
Starter R / R starter 0,15 pl
Polimeraza / Polymerase 0,075 ul
DNA matrycowe / DNA template 3ul

Tabela 9. Profil temperaturowy dla reakcji amplifikacji DNA.
Table 9. Temperature profile for amplification reaction.

Profil temperaturowy (°C) Czas / Time
Temperature profile (min.s)
95 5.00
95 0.45
35 cykli
T 045 35 cycles
72 0.45
72 7.00
4 [}
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Ponizej przedstawiono odpowiednie temperatury przytaczania dla kolejnych
par starterow. Optymalne temperatury zostalty wyznaczone eksperymentalnie za
pomocg gradientu temperaturowego.

SNP-F 245T>G oraz SNP-R 245T>G —T: 53°C
SNP-F 950T>C oraz SNP-R 950T>C —T: 65°C
SNP-F 1181G>C oraz SNP-R1181G>C —T: 60°C
SNP-F 1217C>T oraz SNP-R 1217C>T —T: 59°C
SNP-F 6890A>C oraz SNP-R6890A>C —T:51°C
SNP-F 421C>T oraz SNP-R 421C>T —T: 59°C
SNP-F 575C>T oraz SNP-R 575C>T —T: 58°C
SNP-F 643C>T oraz SNP-R 643C>T —T: 60°C
SNP-F 693G>C oraz SNP-R 693G>C —T: 60°C

Ad 3. Elektroforeza w zelu agarozowym

Aparat do elektroforezy przygotowywano wlewajac do niego 0,5x% stezony
roztwor TBE. 1% zel agarozowy przygotowano w 0,5x stezonym roztworze
TBE. Rozgrzany zel agarozowy ostudzono do temperatury okoto 45-50°C, a
nastepnie dodawano bromku etydyny (EtBr) do koncowego stezenia 100 ng/ml.
Zel wylewano do uprzednio zmontowanej formy. Po zastygnigciu zelu i umiesz-
czeniu go w aparacie, na studzienki nanoszono po 8 pl produktow powstatych po
amplifikacji metodg PCR oraz 2 pl wzorca masowego. Rozdziat préb w zZelu
przeprowadzono przy statym napieciu 7 V/cm, przez 40 minut. Na koniec zel
analizowano pod lampg UV.

Ad 4. Trawienie enzymami restrykcyjnymi amplikonéw PCR utworzo-
nych na matrycy genomowego DNA
—  Analiza polimorfizmow: 245T>G (enzym restrykcyjny Hinfl), 950T>C
(Hincll), 1217C>T (BsuRI), 575C>T (Acil). Trawienie genomowego
DNA enzymami restrykcyjnymi przeprowadzono w catkowitej objetosci
30 pl. Mieszaning reakcyjna przygotowywano przez zmieszanie 10ul
produktu PCR, buforu reakcyjnego adekwatnego dla danego enzymu re-
strykcyjnego wedlug zalecen producenta oraz 1 ul enzymu ( Hinfl
(10U), Hincll (10U), BsuRI (10U)) w catkowitej objetosci 30 ul. Mie-
szaning inkubowano w temperaturze 37°C przez 4 godziny. Nastgpnie
zatrzymywano reakcj¢ trawienia poprzez termiczng inaktywacje¢ przez
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20 minut w temperaturze 80°C. Jednoczes$nie w tych samych warunkach
przeprowadzano reakcj¢ trawienia genomowego DNA w obecnosci en-
zymu Acil (10 U) bez inaktywacji termicznej enzymu.
Analiza polimorfizmow: 6890A>C (enzym restrykcyjny Bcll),
1181G>C (Smol), 693G>C (BseDI). Trawienie genomowego DNA en-
zymami restrykcyjnymi przeprowadzono w calkowitej objetosci 30 pl.
Mieszaning reakcyjng przygotowywano przez zmieszanie 10ul produktu
PCR, buforu reakcyjnego adekwatnego dla danego enzymu restrykcyj-
nego wedtug zalecen producenta oraz 1 pl enzymu ( Smol (10U), Bell
(10U), BseDI (10U) ) w calkowitej objetosci 30 pl. Mieszaning inkubo-
wano w temperaturze 55°C przez 4 godziny. Nastgpnie zatrzymywano
reakcje trawienia poprzez termiczng inaktywacje przez 20 minut w tem-
peraturze 80°C. Jednoczesnie w tych samych warunkach przeprowadza-
no reakcje trawienia genomowego DNA w obecno$ci enzymu BseDI (10
U) bez inaktywacji termicznej enzymu.
Analiza polimorfizmow: 421C>T (enzym restrykcyjny Csp6l),
643C>T (TspRI). Trawienie genomowego DNA enzymami restrykcyj-
nymi przeprowadzono w calkowitej objetosci 30 ul. Mieszaning reak-
cyjng przygotowywano przez zmieszanie 10 pl produktu PCR, buforu
reakcyjnego adekwatnego dla danego enzymu restrykcyjnego wedtug
zalecen producenta oraz 1 pl enzymu (Csp6l (10U),TspRI (10U)) w cat-
kowitej objetosci 30 pl. Mieszaning inkubowano w temperaturze 65°C
przez 5 minut w przypadku enzymu TspRI, natomiast w przypadku en-
zymu Csp6l mieszaning inkubowano w temperaturze 37°C przez 5 mi-
nut, nastgpnie zatrzymywano reakcj¢ poprzez termiczng inaktywacje w
temperaturze 80°C przez 10 minut.
Analiza otrzymanych fragmentéw po trawieniu enzymami restrykcyj-
nymi. Aparatur¢ oraz zel agarozowy,przygotowano wedtug procedury
opisanej w rozdziale 2.3. Wyniki reakcji trawienia obserwowano po roz-
dziale elektroforetycznym w 2,5% zelu agarozowym. Na koniec detek-
cje prowadzono przy $wietle UV.
Analiza polimorfizmu 290C>T za pomocg minisekwencjonowania
A. Amplifikacja intronu genu RANKL za pomoca metody PCR

Do amplifikacji wykorzystano primery SNP-F 290C>T i SNP-R

290C>T. Reakcje¢ PCR przeprowadzono w catkowitej objetosci 15

ul. Mieszanina sktadata si¢ z 1,5 ul buforu (10x), 0,3 ul mieszaniny
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dNTP (2 mM), 0,15 pl startera SNP-F 290C>T (20 uM) oraz 0,15
pl SNP-R 290C>T (20 uM) oraz 0,075 pl polimerazy Taq
(2,5 U/ul), 40 ng matrycy DNA, nastepnie wszystko dopetniono ja-
lowa wodg redestylowang do objetosci 15 pl. Reakcja amplifikacji
DNA odbywata si¢ w termocyklerze wedlug nastepujacego pro-
gramu (tabela 10):

Tabela 10. Program amplifikacji.
Table 10. Amplification programme.

Profil temperaturowy (°C) Czas / Time
Temperature profiles (min.s)
95 5.00
95 0.45
35 cykli
>9 0.45 35 cycles
72 0.45
72 7.00
4 o0

Oczyszczanie produktow PCR z wolnych nukleotydow oraz oligo-
nukleotydow

Aby moc wykorzystaé produkty reakcji PCR jako matryce do reak-
¢ji minisekwencjonowania kazdorazowo z roztworu usuwano wol-
ne nukleotydy oraz startery za pomocg mieszaniny Egzonukleazy I
oraz alkalicznej fosfatazy. Mieszaning ExoSap dodawano do pro-
duktu PCR (15 ul) w ilosciach:

5 U SAP oraz 2 U Exol. Catos¢ inkubowano w temperaturze 37°C
przez 60 minut, a nastepnie inaktywowano w temperaturze 75°C
przez 15 minut.

Minisekwencjonowanie DNA

Zestaw standardow do przygotowania matrycy do analizy sekwen-
cji przygotowano wedtug zalecen producenta Matrix Standard Set
DS-02 [dR110, dRGG, dTAMRA, dROX, LIZ][4323050]. Nastep-
nie reakcje sekwencjowania prowadzono w calkowitej objgtosci 10
ul z uzyciem zestawu ABI PRISM® SnaPshot® Multiplex Kit
[nr.cat.4323151Applied Biosystems] z wykorzystaniem fluorescen-
cyjnie znakowanych dideoksyrybonukleotydéw (ddNTP). Miesza-
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nina sktadata si¢ z 5 pl SnaPshot Multiplex ready Reaction Mix,
3 pl produktu PCR, 20 pM primera SNP — F 290C>T do minise-
kwencjowania (32 nukleotydy) oraz 1 ul wody redestylowanej. Re-
akcja minisekwencjonowania odbywala si¢ w termocyklerze we-
dlug nastepujacego programu (tabela 11):

Tabela 11. Program minisekwencjonowania.
Table 11. Minisequencing programme.

Profil temperaturowy (°C) Czas / Time
Temperature profile (min.s)
96 0.10

35 cykli
>0 0.05 35 cycles
60 0.35
4 0

Nastegpnie po reakcji sekwencyjnej usuwano nieprzytaczone dideoksyrybo-
nukleotydy przy uzyciu alkalicznej fosfatazy. Do otrzymanych produktow doda-
no 1U SAP, a nastepnie inkubowano w temperaturze 37°C przez 60 minut, na
koniec przeprowadzono inaktywacje¢ w temperaturze 75°C przez 15 minut.

Ad 5. Rozdzial w sekwenatorze kapilarnym

W celu przygotowania probek do rozdzialu mieszano 9 ul formamidu Hi-
Di™, 0,5 ul Gene Scan™120 LIZ™ Size Standard oraz 0,5 pl oczyszczonego
produktu DNA. Cata mieszanine denaturowano (temperatura 95°C przez 5 mi-
nut), a nastgpnie rozdzielano za pomocg polimeru POP-4 w kapilarze analizatora
ABI Prism 310 (Applied Biosystems) w warunkach denaturujacych w tempera-
turze 60°C w czasie 20 minut. Chromatogramy analizowano przy pomocy pro-
gramu Gene Scan™ v.3.1.2 i okre$lano dtugo$¢ uzyskanych produktow.

4.2.6. Metody analizy statystycznej

Analizy zostaly wykonane przy uzyciu oprogramowania STATISTICA 10
StatSoft Inc. Do oceny istotnych roznic pomiedzy danymi iloSciowymi stosowa-
ny byt test t-Studenta (dla poréwnania $rednich dwoch prob), jednoczynnikowa
analiza wariancji (dla poréwnania $rednich wigcej niz dwoch prob) z testem
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post-hoc Tukeya dla nieréwnych liczebnosci prob, test Kruskala-Wallisa (dla
zmiennych, ktorych rozktady nie byty zgodne z rozktadem normalnym). Test chi
kwadrat zostal uzyty do oceny réznic pomigdzy rozktadami polimorfizméw oraz
do oceny zachowania rownowagi Hardy-Weinberga. Analiza regresji logistycz-
nej zostata zastosowana w celu zbadania zwigzku parametrow biochemicznych i
polimorfizméw z rozwojem neuroosteoartropatii Charcota u 0s6b z cukrzyca.
Analiza genotypowa zostala wykonana przy uzyciu pakietu R (wersja 2.10.1;
Bell Laboratories, Murrayj Hill, NJ, USA). Do analiz sprzezen (pairwise linkage
disequilibrium between genetic markers) uzyto testu chi kwadrat.
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5. WYNIKI
5.1. Charakterystyka badanych oséb

Analizie poddano 139 chorych na cukrzyce w tym 52 kobiety (37,4%) i 87
mezczyzn (62,6%), a takze 94 osoby z grupy kontrolnej — 42 kobiety (44,7%) i
52 megzczyzn (55,3%). W grupie pacjentdOw z neuroosteoartropatia Charcota
(CN) byly 62 osoby (44,6%), grupa chorych z neuropatia bez neuroosteoartropa-
tii (N) liczyta 44 pacjentéw (31,7%), a w grupie chorych na cukrzyce bez neuro-
patii i bez neuroosteoartropatii (D) byty 33 osoby (23,7%).

Sredni wiek w catej badanej grupie chorych wynosit 58,5 (£11,0) lat — w
tym dla kobiet 58,6 (+11,2) lat oraz dla mezczyzn 58,4 (+11,0) lat. Sredni wiek
w grupie kontrolnej wynosit 61,5(+14,5) lat, w tym dla kobiet 61,6 (£17,2) lat, a
dla mezczyzn 60,9 (£12,8) lat.

Rozktad wieku dla grup chorych N oraz CN nie ro6znit si¢ istotnie od rozkta-
du normalnego (warto$¢ testu Shapiro-Wilka wynosit odpowiednio dla grupy N i
CN 0,96 1 0,98 oraz p=0,12 i p=0,32); rozktad wieku dla grupy chorych D roznit
si¢ istotnie od rozktadu normalnego (warto$¢ testu Shapiro-Wilka wynosita 0,92,
p=0,016). Sredni wiek w grupie kontrolnej nie roznit sie istotnie od grupy cho-
rych.

Sredni wiek w grupie chorych z cukrzyca bez neuropatii (D) wynosit 59,9
(£13,9) lat, w grupie chorych z cukrzyca i neuropatig bez neuroosteoartropatii
Charcota (N) 62,0 (+7,7) lata, a w grupie chorych z neuroosteoartropatiag Char-
cota (CN) 55,3 (£10,6) lat (tabela 12).

Tabela 12. Wiek pacjentéw w poszczegolnych grupach.
Table 12. Age of patients in study groups.

: Sredni
Liczba iek=SD
Grupa badanych W (lata) Min. Max Mediana (lata)
Study Numl?er of Mean age+SD (lat/years) | (lata/years) | Median(years)
subjects
(vears)
D 33 59,9+13,9 21 78 63,0
N 44 62,0+ 7,7 37 75 62,0
CN 62 55,3+10,6 23 78 55,5
C 94 61,5 +14,5 26 82 63,0
Razem/Total 233

D — cukrzyca bez neuropatii/diabetes without neuropathy, N — neuropatia bez neuroosteoartropa-
tii/Neuropathy without Charcot neuroosteoarthropathy, CN — Neuroosteoartropatia Charco-
ta/Charcot neuroosteoarthropathy, C — grupa kontrolna/Controls
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Wiek pacjentow w badanej populacji chorych z CN (55,3 +£10,6 lat) roznit sie
znamiennie od wieku chorych w pozostatych dwoch grupach, byli oni mtodsi od
0s6b w grupie N 1 D — wiek odpowiednio 62 +7,7 lat i 59,9+13,9 lat (CN vs D
p=0,017, CN vs N p=0,002).

Dane dla wieku kobiet i mezczyzn w poszczegodlnych grupach chorych
przedstawiajg tabele 13-15.

Tabelal3. Wiek mgzczyzn w poszczegdlnych grupach chorych.

Table 13. Age of patients — males, in study groups.

Liczebnosé Sredni wiek+SD Mediana
Grupa Number of (lata) Min. Max (lata)
Group umoer 9 Mean age+SD (lata/years) | (lat/years) Median
subjects
(vears) (vears)
D 14 62,1 £12,2 28 78 65,5
N 30 61,9 +8.,6 37 75 61,5
CN 43 54,7 11,1 23 78 55,0
Razem 87 584 +11,0 23 78 58,0
Total
Tabela 14. Wiek kobiet w poszczegdlnych grupach chorych.
Table 14. Age of patients — females, in study groups.
Liczebnodé Sredni wiek+SD Mediana
Grupa Number of (lata) Min. Max (lata)
Group o Mean age+SD (lata/years) | (lata/years) | Median
subjects
(vears) (vears)
D 19 58,2 15,1 21 78 59
N 14 62,0 £5,6 50 72 62
CN 19 56,6 £9,7 37 78 57
Razem 52 58,6 +11,2 21 78 59
Total
Tabela 15. Wiek kobiet i m¢zczyzn w grupie kontrolne;j.
Table 15. Age of patients — females and males in control group.
Liczebnodé Sredni wiek+SD Mediana
Pte¢ Number of (lata) Min. Max (lata)
Sex . Mean age+SD (lata/years) | (lata/years) Median
subjects
(vears) (vears)
Mezezyzni 52 60,9+12,8 28 82 62
Males
Kobiety 4 61,6£17.2 28 81 64
Females
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Sredni czas trwania cukrzycy w badanych grupach roznit sie istotnie po-

miedzy grupa chorych z neuropatig bez neuroosteoartropatii Charcota (N) a pa-
cjentami z cukrzyca bez neuropatii (D), wynosit odpowiednio 17,1 (£8,2) lat
oraz 10,8 (£4,2) lat (p<0,05). W grupie chorych z neuroosteoartropatig Charcota

(CN) sredni czas trwania cukrzycy wynosit 14,6 (£8,4) lat (tabela 16).

Tabela 16. Czas trwania cukrzycy w poszczegdlnych grupach chorych.
Table 16. Diabetes duration in study groups.

Sredni czas trwania
Grupa cukrzycy+SD (lata) Min. Max Mediana (lata)
Group Mean diabetes dura- (lata/years) (lata/years) Median (vears)
tion£SD (years)
10,8 £4,2 4 22 11
17,1+ 8,2 3 37 17
CN 14,6 +£8,4 3 42 13,5

Wskaznik masy ciala (BMI) w poszczegdlnych grupach chorych byt po-

dobny i wynosit $rednio: w grupie chorych na cukrzyce bez neuropatii (D)
29.4 (+4,5) kg/m’, w grupie pacjentéw z neuropatig bez neuroosteoartropatii (N)
(30,2) +5,5 kg/m’, a w grupie chorych z neuroosteoartropatia Charcota (CN)
30,6 +5,0 kg/m’. Nie stwierdzano istotnych statystycznie réznic w wartosci BMI

pomiedzy badanymi grupami (p=0,52) (tabela 17).

Tabela 17. BMI w poszczegdlnych grupach.
Table 17. BMI in study groups.

Sredni wskaznik .
Grupa masy ciatatSD Min. (kg/m?) Max (kg/m’) I\A/;e(:;gna
Group Mean BMI+ESD -(kg/m ax (kg/m (ke /rlr?;;
(kg/m’) £
D 294+ 4.5 228 39.4 29,1
N 302+5,5 20,2 48,8 28,9
CN 30,6 £5,0 20,7 42.4 29,5
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5.2. Inne powiklania cukrzycy w badanych grupach chorych

W grupie chorych z cukrzyca bez neuropatii (D) u 6 osob (18,2%) stwier-
dzano retinopatie a u 1 osoby nefropatie. W grupie chorych z neuropatia bez
neuroosteoartropatii Charcota (N) u 24 pacjentow (54,5%) rozpoznawano reti-
nopati¢ a u 6 (13,6%) nefropati¢. W grupie chorych z neuroosteoartropatiag Char-
cota (CN) retinopatia wystgpowala u 51 (82,3%) a nefropatia u 29 (46,8%) cho-
rych (tabela 18).

Tabela 18. Wystepowanie retinopatii i nefropatii w grupach chorych.
Table 18. Prevalence of retinopathy and nephropathy in study groups.

Grupa Liczba chorych Retinopatia (odsetek) Nefropatia (odsetek)
Group Number of subjects | Retinopathy (Percentage) | Nephropathy (Percentage)
D 33 6 (18,1%) 1 (3,0%)

N 44 24 (54,5%) 6 (13,6%)

CN 62 51 (82,3%) 29 (46,8%)

Wyniki badan laboratoryjnych w poszczegélnych grupach chorych

Analizujac wyniki badan dodatkowych w badanych grupach chorych: z cu-
krzyca bez neuropatii (D), chorych z neuropatia bez neuroosteoartropatii Char-
cota (N) oraz chorych z neuroosteoartropatiag Charcota (CN) wykazano ze $redni
poziom HbAlc w grupie 0sob chorych na cukrzyce bez neuropatii (D) jest niz-
szy od poziomu HbAlc u o0séb chorych na cukrzyce, u ktorych stwierdzono
neuropati¢ bez neuroosteoartropatii (N) (odpowiednio 7,1 £1,1% i 8,1 £1,6%;
p=0,014). Obserwowano roéwniez istotng rdznic¢ Sredniego poziomu HbAlc
pomigdzy grupa chorych z neuroosteoartropatia Charcota (CN) w ktorej stezenie
HbAlc wynosito 8,7+1,8%, a grupa osob chorych na cukrzyce bez neuropatii
(D) (p=0,0001). Nie stwierdzono istotnych roéznic pomiedzy grupami chorych z
neuroosteoartropatig Charcota (CN) a chorych z neuropatiag bez neuroosteoartro-
patii Charcota (N) (tabela 19, rycina 14).
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Tabela 19. Poziom hemoglobiny glikowanej (HbAlc) w grupach chorych.
Table 19. Glycated hemoglobin (HbAIc) levels in study groups.

Sredni poziom
Grupa HbA1ctSD Mediana
sz Mean HbAIc Min. (%) Max (%) Median
P level+SD (%)
(%)
D 7,1 £1,1 5,4 9,6 6,6
N 8,1 +1,6 5,5 11,6 7,82
CN 8,7+1,8 5,1 134 8,35
10 —
[ o ]
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N D CN O Srednia
Grupa [ SredniatBtad std
Groups T SredniazOdch.std

N — neuropatia bez neuroosteoartropatii/neuropathy without Charcot neuroosteoarthropathy, D —
cukrzyca bez neuropatii/diabetes without neuropathy, CN — neuroosteoartropatia Charco-
ta/Charcot neuroosteoarthropathy; HbAlc-%

Ryc. 14. Sredni poziom hemoglobiny glikowanej (HbAlc) w badanych grupach.
Fig. 14. Mean glycated hemoglobin (HbAIc) levels in study groups.

Sredni poziom bialka ostrej fazy (CRP) réznit si¢ istotnie pomiedzy grupa

chorych z neuroosteoartropatiag Charcota (CN) a pozostatymi badanymi grupami
i wynosil w tej grupie 4,7 (+2,2) mg/1, w grupie chorych z neuropatig bez neuro-
osteoartropatii Charcota (N) 3,0 (£1,8) mg/l, a w grupie 0sob chorych na cu-
krzyce bez neuropatii (D) 2,9 (£1,1) mg/l (grupa CN vs N — p=0,0002, CN vs D
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—p=0,0003). Migdzy grupami N i D nie byto istotnych réznic w $rednim pozio-
mie CRP (tabela 20, rycina 15).

Tabela 20. Poziom biatka ostrej fazy (CRP) w badanych grupach chorych.
Table 20. C-reactive protein (CRP) levels in study groups.

Poziom biatka ostrej
fazy +SD . Mediana
Grupa C—reac.tzvep rotein Min. (mg/1) Max (mg/1) Median
Group levels in the study (me/l)
groups+SD &
(mg/l)
2,9 +1,1 0,8 4,6 3,2
3,0+£1,8 0,4 16,1 2,7
CN 4,7 (£2,2) 0,7 13,3 5,0
8
7 —
6
s
o= 5 p—
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N D CN O Srednia
Grupa [] Srednia+Biad std
Groups T SredniazOdch.std

Ryc. 15. Poziom biatka ostrej fazy CRP (mg/l) w poszczegolnych grupach chorych.
Fig. 15. C-reactive protein (CRP, mg/l)) levels in study groups.

Porownujac poziomy osteoprotegeryny (OPG) w surowicy krwi chorych
we wszystkich trzech badanych grupach stwierdzono ze poziom OPG w grupach

pacjentdw z neuropatig bez neuroosteoartropatii (N) oraz w grupie z neurooste-
oartropatig Charcota (CN) jest znamiennie wyzszy w poréwnaniu z poziomem
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tej cytokiny w grupie chorych na cukrzyce bez neuropatii. (odpowiednio 6,3
+1,7 pmol/l, 6,6 £3,0 pmol/l i 4,8 +2,4 pmol/l). Nie stwierdzono natomiast roz-
nicy w stezeniu osteoprotegeryny pomigdzy grupa chorych z neuropatig bez
neuroosteoartropatii (N) a grupa chorych z neuroosteoartropatiag Charcota (CN)

(grupa CN vs D p=0,011, N vs D p=0,04) (tabela 21, rycina 16).

Tabela 21. Poziom osteoprotegeryny (pmol/l) w grupach chorych.

Table 21. Osteoprotegerin levels (pmol/l) in study groups.

Poziom
+ . i
Grupa osteoprotegeryny SD Min. Max Medlfma
Group Osteoprotegerin levels in the (pmol/l) (pmol/l) Median
study groups+SD (pmol/l)
(pmol/l)
N 6,3 +1,7 3,7 10,4 6,0
D 4,824 1,2 10,1 4,5
CN 6,6 £3,0 1,6 21,8 6,1
10
8
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Grupa [J Srednia+Btad std
Groups T SredniazOdch.std

Ryc. 16. Poziomy osteoprotegeryny w grupach chorych (pmol/l).
Fig. 16. Osteoprotegerin levels in study groups (pmol/l).
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Poziom ligandu aktywatora receptora jadrowego czynnika kB (RANKL)
w grupie chorych z cukrzycg bez neuropatii (D) wynosit srednio 0,50 +0,44

pmol/l, a w grupie chorych z neuropatig bez neuroosteoartropatii (N) 2,60 £1,8
pmol/l. W grupie chorych z neuroosteoartropatiag Charcota (CN) Srednie steze-
nie RANKL byto najnizsze i wynosito 0,38 =0,90 pmol/l. Poziomy RANKL we
wszystkich badanych grupach roznity si¢ istotnie (grupa CN vs N p<0,0001,
grupa CN vs D p=0,017, grupa N vs D p=0,002) (tabela 22, rycina 17).

Tabela 22. Poziomy RANKL w poszczegdlnych grupach.
Table 22. RANKL concentrations in study groups.

Grupa Poziom RANKL+SD Min Max Mediana
Grup RANKL concentrationtSD ( mol'/l) (pmol/l) Median
oup (pmol/l) p p (pmol/l)

N 2,60 +1,8 0,02 6,5 2,4
D 0,50 +0,44 0,05 1,8 0,39
CN 0,38 +£0,9 0,00 3,29 0,01
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Ryc. 17. Poziomy RANKL w poszczegdlnych grupach (pmol/l).
Fig. 17. RANKL concentrations in study groups (pmol/l).
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Stosunek stezen OPG/RANKL w grupie pacjentdw z neuroosteoartropatia
Charcota (CN) wynosi 95,88+127,97 (zakres 1,28-440,00), w grupie pacjentow
z neuropatig (N) 19,18+56,96 (zakres 0,80-337,51) a w grupie pacjentdéw z cu-
krzyca bez neuropatii (D) 23,72429,05 (zakres 2,39-130,11). Dla catej badanej
grupy stosunek poziomu OPG/RANKL wynosi 38,28+80,11 (zakres 0,80-
440,00). W obrebie grup wystepuja roznice stosunku OPG/RANKL istotne sta-
tystycznie (warto$¢ statystyki testowej Kruskala-Wallisa H(2,82)=23,18,
p=0,0001). Mediana stosunku OPG/RANKL w grupie CN jest istotnie wigksza
od mediany stosunku OPG/RANKL w grupie N oraz mediana stosunku
OPG/RANKL w grupie N jest istotnie mniejsza od mediany stosunku
OPG/RANKL w grupie D (tabela 23).

Tabela 23.Wartosci stosunku OPG/RANKL w grupach pacjentow.
Table 23. OPG/RANKL ratio in studied groups.

Wszystkie grupy

CN N D All studied groups
Srednia+SD 95,88+127,97 | 19,18+56,96 | 23,2429,05 38,28+80,11
mean+SD
zakres / range 1,28-440,00 0,80-337,51 | 2,39-130,11 0,80-440,00
mediana / me- 51,84 2,75 9,49 6,09
dian
95%Cl [34,19;157,56] | [0,71;37,64] | [11,45:35,99] [20,68;55,88]

5.3. Analiza polimorfizmow gené6wOPG, RANKL i RANK w badanych
grupach chorych i w grupie kontrolnej

Charakterystyka analizowanych polimorfizmow

W ponizszej analizie zastosowano nast¢pujace oznaczenie poszczegdlnych
polimorfizméw (zmiany w sekwencji wraz z pozycja oraz identyfikatory poli-
morfizmoéw w oparciu o baz¢ NCBI SNP):

Polimorfizmy genu osteoprotegeryny

245T>G (rs3134069) — polimorfizm wystepujacy w rejonie promotorowym
genu, substytucja tyminy na guanine,

950T>C (rs2073617) — polimorfizm w rejonie promotorowym genu, substy-
tucja tyminy na cytozyne,
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1181G>C (rs2073618) — polimorfizm w rejonie pierwszego egzonu, substy-
tucja guaniny na cytozyn¢ skutkujacy zamiang aminokwasu lizyny na
aspargine,

1217C>T (rs3102734) — polimorfizm zlokalizowany w intronie pierwszym
substytucja cytozyny na tyming,

6890A>C (rs7844539) — polimorfizm zlokalizowany jest w intronie czwar-
tym, substytucja adeniny na cytozyne.

Polimorfizmy genu RANKL
290C>T (1rs9525641) — polimorfizm zlokalizowany jest ok 250 par zasad po-
wyzej miejsca startu transkrypcji w rejonie niekodujacym (przed miej-

scem startu translacji), substytucja cytozyny na tyming,

643C>T (rs9533156) — polimorfizm zlokalizowany jest ok 1050 par zasad
powyzej startu transkrypcji w rejonie niekodujacym (przed miejscem
startu translacji), substytucja cytozyny na tyming,

693G>C (1s9533155) — polimorfizm zlokalizowany zlokalizowany jest ok
1000 par zasad powyzej startu transkrypcji w rejonie niekodujacym
(przed miejscem startu translacji), substytucja guaniny na cytozyneg.

Polimorfizmy genu RANK

421C>T (rs35211496) — polimorfizm zlokalizowany w egzonie czwartym
substytucja cytozyny na tyming (nie powoduje zamiany aminokowasu)

575C>T (rs1805034) — polimorfizm zlokalizowany w egzonie szostym sub-
stytucja cytozyny na tyming (nie powoduje zamiany aminokwasu).

Dystrybucja genetyczna polimorfizmow dla calej badanej populacji byta w
wigkszosci zgodna z rownowaga Hardy-Weinberga za wyjatkiem 1217C>T
(OPG), 643C>T (RANKL), 1 421C>T (RANK) (tabela 24 ).
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Tabela 24. Réwnowaga Hardy-Weinberga dla poszczegdlnych polimorfizméow.
Table 24. Hardy-Weinberg equilibrium for studied polymorphisms.

Ill;zll;}rrr;l(;r;zhr;;m X2 P Wynik / Result
Polimorfizmy OPG / OPG polymorphisms

245T>G 0,001 0,97 zgodny / in equilibrium

950T>C 0,21 0,65 zgodny / in equilibrium

1181G>C 2,91 0,088 zgodny / in equilibrium

1217C>T 7,41 0,006 niezgodny / in disequilibrium

6890A>C 0,34 0,56 zgodny / in equilibrium

Polimorfizmy RANKL / RANKL polymorphisms

290C>T 0,52 0,97 zgodny / in equilibrium

643C>T 75,0 <0,001 niezgodny / in disequilibrium

693G>C 0,34 0,56 zgodny / in equilibrium

Polimorfizmy RANK / RANK polymorphisms
421C>T 8,25 0,004 niezgodny / in disequilibrium
575C>T 3,69 0,054 zgodny / in equilibrium

Czestos¢ wystepowania poszcezegélnych genotypéw analizowanych polimor-
fizméw genow OPG,RANKL i RANK

Analizowano czesto$¢ wystepowania poszczegolnych polimorfizmow genu
osteoprotegeryny w badanych grupach chorych i w grupie kontrolnej. Badane
byly nastgpujace  polimorfizmy: 245T>G,950T>C,1181G>C,1217C>T,
6890A>C.

Sposrod wszystkich genotypow dla polimorfizmu 245T>G w catej badanej
populacji dominowata homozygota TT, najwigcej 0os6b z tym genotypem obser-
wowano w grupie kontrolnej. Heterozygoty TG wystepowaty najczgsciej w gru-
pie chorych z neuropatiag bez neuroosteoartropatii (N), natomiast homozygoty
GG wystepowaly rzadko — jedynie u jednego chorego na cukrzyce bez neuropa-
tii (D) (tabela 25, rycina 18).

Obserwowano statystycznie znamienng roznicg w czgstosci wystepowania po-
szczegblnych genotypow pomigdzy grupa z neuropatia bez neuroosteoartropatii
(N) a grupa z neuropatig i neuroosteoartropatia Charcota (CN) (p=0,03) oraz
pomiedzy grupa z neuropatig (N) a grupg kontrolng (C) (p=0,004). Nie obser-
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wowano istotnej rdznicy w czestosci wystepowania genotypdéw pomigdzy gru-
pami z neuropatia bez neuroosteoartropatii (N) i grupg z neuropatig i neurooste-
oartropatig Charcota (CN), a grupa chorych z cukrzyca bez neuropatii (D) oraz
pomiedzy grupa z neuroosteoartopatia (CN) a grupa kontrolng (C) (tabela 26).

Tabela 25. Czestos¢ wystepowania genotypow polimorfizmu 245T>G genu osteoprotegeryny w
grupach chorych i w grupie kontrolne;j.

Table 25. Frequency of genotypes of 245T>G osteoprotegerin gene polymorphism in study groups
and control.

giﬁggﬁg CN (%) N (%) D (%) C (%)
T 56(903%) | 33(75%) | 28(84.9%) | 87 (92,6%)
TG 69.7%) | 11Q5%) | 412,1%) | 7(7.4%)
GG 0000% | 000% | 1G0%) | 0(0,0%)

0%

0%

3%

0%

BTT
BTG
= GG

Grupa CN
Group CN

Grupa N
Group N

Grupa D
Group D

Grupa C
Group C

Ryc. 18. Czgstos¢ wystgpowania genotypdéw polimorfizmu 245T>G genu osteoprotegeryny w
grupach chorych i w grupie kontrolne;j.

Fig. 18. Frequency of genotypes of 245T>G osteoprotegerin gene polymorphism in study groups
and control.

Tabela 26. Test 3 dla roznic w rozktadzie genotypéw polimorfizmu 245T>G genu osteoprotege-
ryny pomigdzy grupami.

Table 26. i test for difference in genotypes of 245T>G osteoprotegerin gene polymorphism fie-
quency between study groups.

CN N D
CN
N
$’=0,2 p=0,7 ¥=1,8 p=0,2
C $*=0,2 p=0,6 ¥=0,8 p=0,4
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W badanej populacji w przypadku polimorfizmu 950T>C homozygota TT
oraz heterozygota T/C wystepowaly najczesciej w grupie kontrolnej (C), najwig-
cej homozygot C/C stwierdzono w grupie chorych z neuroosteoartropatig Char-
cota (CN) (tabela 27, rycina 19). Nie stwierdzono statystycznie istotnej réznicy
w czgstosci wystepowania polimorfizmow 950T>C genu osteoprotegeryny po-
miedzy grupami z neuropatig bez neuroosteoartropatii (N) oraz z neuroosteoar-
tropatig Charcota (CN) i chorych na cukrzyce bez neuropatii (D). Znamienng
statystycznie roznice stwierdzono natomiast pomigdzy grupami: z neuroosteoar-
tropatig Charcota i neuropatig a grupa kontrolng (CN vs C p=0,004 i N vs C
p=0,017) (tabela 28 ).

Tabela 27. Czgstos¢ wystepowania genotypoéw polimorfizmu 950T>C genu osteoprotegeryny w
grupach chorych i w grupie kontrolnej.

Table 27. Frequency of genotypes of 950T>C osteoprotegerin gene polymorphism in study groups
and control.

gzgzggzs CN (%) N (%) D (%) C (%)

T 11(17,7%) | 10227%) | 10(30,3%) | 29 (30,9%)
T/C 28 (45.2%) | 18(409%) | 16(48,5%) | 51(54,2%)
c/c 23(37,1%) | 16 (36,4%) 7(21,2%) 14 (14,9%)

BT
mTC
mcc

Grupa CN
Group CN

Grupa N
Group N

Grupa D
Group D

Grupa C
Group C

Ryc. 19. Czgstos¢ wystepowania genotypow polimorfizmu 950T>C genu osteoprotegeryny w
grupach chorych i w grupie kontrolne;.
Fig. 19. Frequeuncy of 950T>C osteoprotegerin gene polymorphism in study groups.
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Tabela 28. Test * dla roznic w rozktadzie genotypow polimorfizmu 950T>C genu osteoprotege-
ryny pomiedzy grupami.

Table 28. i test for difference in genotypes of 950T>C osteoprotegerin gene polymorphism fre-
quency between study groups.

CN N D
CN
N ¥*=0,4 p=0,8
¥’=3,3 p=0,2 ¥=2,1p=0,3
C ¥’=0,75 p=0,69

W przypadku polimorfizmu 1181G>C genotyp G/G wystepowal z najwigk-
szg czestoscig w grupie kontrolnej (C). Rowniez najwiecej heterozygot G/C
obserwowano w tej grupie, natomiast homozygota C/C wystepowala najczesciej
u 0séb w grupie z neuroosteoartropatia Charcota (CN) (tabela 29, rycina 20).

Tabela 29. Czgsto$¢ wystgpowania genotypdéw polimorfizmu 1181G>C genu osteoprotegeryny w
grupach chorych i w grupie kontrolne;j.

Table 29. Frequency of genotypes of 1181G>C osteoprotegerin gene polymorphism in study
groups and control.

gzgggﬁzs CN (%) N (%) D (%) C (%)
G/G 9 (14,5%) 6 (13.6%) 6(182%) | 23 (24,5%)
G/C 31 (50%) 25 (56,8%) 17(51,5%) | 54 (57,4%)
C/C 22 (35,5%) 13 (29,5%) 10 (303%) | 17(18,1%)

Grupa CN
Group CN

Grupa N
Group N

Grupa D
Group D

Grupa C
Group C

Ryc. 20. Czgstos¢ wystgpowania genotypow polimorfizmu 1181G>C genu osteoprotegeryny w
grupach chorych i w grupie kontrolne;j.

Fig. 20. Frequency of genotypes of 1181G>C OPG gene polymorphism in study groups and con-

trol.
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Nie stwierdzono istotnych statystycznie réznic w czgstosci wystgpowania
poszczegblnych genotypow polimorfizmu 1181G>C pomiedzy grupami chorych
CN, N i D. Statystyczne znamienna rdznica wystepowala w czestosci wystepo-
wania genotypoéw pomiedzy grupa CN a C (p=0,035) (tabela 30).

Tabela 30. Test 5 dla roznic w rozkladzie genotypow polimorfizmu 1181G>C genu osteoprotege-
ryny pomiedzy grupami.

Table 30. y° test for difference in genotypes of 1181G>C osteoprotegerin gene polymorphism
frequency between study groups.

CN N D
CN
N ¥’=0,5 p=0,8
D »=0,4 p=0,8 »*=0,4 p=0,8
C ¥’=6,7 p=0,035 ¥’=3,5 p=0,2 V=23 p=0,3

Analiza czgstosci wystepowania polimorfizmu 1217C>T wykazata, ze hete-
rozygoty C/T dominowaly w grupie chorych z neuropatig bez neuroosteoartropa-
tii (N). Homozygota T/T z najwigksza czestoscig wystgpowata w grupie kontrol-
nej (C). Homozygoty C/C stanowity rzadki genotyp- stwierdzono go tylko u
jednej osoby w grupie chorych z cukrzycg bez neuropatii (D) (tabela 31, rycina
21).

Istotng roznice w rozkladzie genotypéw obserwowano pomiedzy grupa cho-
rych z neuropatig (N) a grupa kontrolng (C) (p=0,01) (tabela32).

Tabela 31. Czgstos¢ wystgpowania genotypow polimorfizmu 1217C>T genu osteoprotegeryny w
grupach chorych i w grupie kontrolne;j.

Table 31. Frequency of genotypes of 1217G>T osteoprotegerin gene polymorphism in study
groups and control.

Genotypy o
Genotypes CN (%) N (%) D (%) C (%)
Cc/C 0 (0%) 0 (0%) 1 (3%) 0 (0%)
10
C/T 6 (9,7%) (22,7%) 4 (12,1%) 7 (7,4%)
T/T 56 (90,3%) 34 (77,3%) 28 (84,8%) 87 (92,6%)
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0% 0% 3% 0%
mcC
mCcT
mTT
Grupa CN Grupa N Grupa D Grupa C
Group CN Group N Group D Group C

Ryc. 21. Czgstos¢ wystepowania genotypow polimorfizmu 1217C>T genu osteoprotegeryny w
grupach chorych i w grupie kontrolne;j.

Fig. 21. Frequency of genotypes of 1217C>T osteoprotegerin gene polymorphism in study groups
and control.

Tabela 32. Test 3 dla réznic w rozktadzie genotypéw polimorfizmu 1217C>T genu osteoprotege-
ryny pomiedzy grupami.

Table 32. i test for difference in genotypes of 1217C>T osteoprotegerin gene polymorphism
frequency between study groups.

CN N D
CN

N »’=3,4 p=0,06

D ¥’=0,2 p=0,7 =1,3 p=0,3

C ¥’=0,2 p=0,6 ¥’=0,8 p=0,4

Badajac polimorfizm 6890A>C stwierdzono najwigksza czgsto$¢ wystepo-
wania homozygoty A/A w grupie chorych z neuroosteoartropatia (CN), hetero-
zygota A/C wystgpowata najczesciej w grupie chorych z cukrzycg bez neuropatii
(D), homozygota C/C wystepowata w grupach z z neuropatia bez neuroosteoar-
tropatii (N), chorych z cukrzyca bez neuropatii (D) oraz w grupie kontrolnej (C)
(ale byt to genotyp rzadki obserwowany tylko u — odpowiednio —2,3%, 6,1% i
2,1% osob w kazdej z grup), obecnosci tego genotypu nie stwierdzano go nato-
miast w grupie chorych z neuroosteoartropatig (CN) (tabela 33, rycina 22).

Stwierdzono znamienng roznice w rozktadzie genotypow polimorfizmu
6890A>C pomiegdzy grupa CN a D (p=0,02) oraz pomig¢dzy grupa D a kontrola
C (p=0,045). Nie bylo istotnych roéznic w czestosci wystepowania poszczegol-
nych genotypoéw pomiedzy grupami CN i N, CN i C oraz N i C (tabela 34).
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Tabela 33. Czesto$¢ wystgpowania genotypéw polimorfizmu 6890A>C genu osteoprotegeryny w

grupach chorych i w grupie kontrolne;j.

Table 33. Frequency of genotypes of 68904>C osteoprotegerin gene polymorphism in study
groups and control.

Genotypy

Genotypes CN (%) N (%) D (%) C (%)

A/A 52 (83,9%) 33 (75%) 19 (57,5%) 73 (77,7%)

A/C 10 (16,1%) 10 (22,7%) 12 (36,4%) 19 (20,2%)

C/C 0 (0%) 1(2,3%) 2 (6,1%) 2 (2,1%)
0% 2% 2%

Grupa CN
Group CN

Grupa N
Group N

Grupa D
Group D

Grupa C
Group C

Ryc. 22. Czgsto$¢ wystgpowania genotypow polimorfizmu 6890A>C genu osteoprotegeryny w
grupach chorych i w grupie kontrolnej.

Fig. 22. Frequency of genotypes of 68904>C osteoprotegerin gene polymorphism in study groups
and control.

Tabela 34. Test 3 dla roznic w rozkltadzie genotypdw polimorfizmu 6890A>C genu osteoprotege-
ryny pomiedzy grupami.

Table 34. 5 test for difference in genotypes of 6890A>C osteoprotegerin gene polymorphism
frequency between study groups.

CN N D
CN
N $=0,8 p=0,4
¥’=2,1p=0,2
C $’=0,5, p=0,5 x=0,1p=0,7

Nastepnie zbadano czgstos¢ wystepowania poszczegdlnych polimorfizméw
genu RANKL w poszczeg6lnych grupach chorych i w grupie kontrolnej. Badane
byty polimorfizmy: 290C>T, 643C>T, 693G>C.
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Analizujac polimorfizm 290C>T stwierdzono, ze homozygota C/C wyste-
powata najczesciej w grupie chorych na cukrzyce bez neuropatii (D), heterozy-
gota — w grupie chorych z neuropatig (N) oraz w grupie kontrolnej (C) a homo-
zygota TT w grupie pacjentdow z neuroosteoartropatia (CN) i neuropatia bez
neuroosteoartropatii (N) (tabela 35, rycina 23).

Tabela 35. Czgsto$¢ wystepowania genotypow polimorfizmu 290C>T genu RANKL w grupach
chorych i w grupie kontrolne;j.

Table 35. Frequency of genotypes of 290C>T RANKL gene polymorphism in study groups and
control.

Genotypy o 0 0 o
Genotypes CN (%) N (%) D (%) C (%)
c/C 15 (24,2%) 10 (22,7%) 14 (42,4%) 22 (23,4%)
C/T 30 (48,4%) 22 (50%) 12 (36,4%) 47 (50%)
T 17 (27,4%) 12 (27,3%) 7 (21,2%) 25 (26,6%)

Grupa CN Grupa N Grupa D Grupa C
Group CN Group N Group D Group C

Ryc. 23. Czgstos¢ wystepowania genotypdw polimorfizmu 290C>T genu RANKL w badanych
grupach chorych i w grupie kontrolne;j.

Fig. 23. Frequency of genotypes of 290C>T RANKL gene polymorphism in study groups and
control.

Tabela 36. Test x* dla roznic w rozkladzie genotypéw polimorfizmu 290C>T genu RANKL po-
migdzy grupami.

Table 36. i’ test for difference in genotypes of 290C>T RANKL gene polymorphism frequency
between study groups.

CN N D
CN
N ¥=0,04 p=1,0
¥’=3,4 p=0,2 ¥’=3,4 p=0,2
C ¥*=0,04 p=1,0 ¥*=0,04 p=1,0 ¥=4,4 p=0,1
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Nie obserwowano istotnej statystycznie roznicy w czgstosci wystgpowania
poszczegblnych genotypdéw pomigdzy grupami (tabela 36).

W przypadku polimorfizmu 643C>T homozygoty C/C oraz heterozygoty
C/T stwierdzono zarowno w grupach chorych jak i w grupie kontrolnej (C).
Homozygoty C/C wystegpowaty najczesciej w grupie chorych na cukrzyce (D) a
heterozygoty w grupie kontrolnej (C). Wystepowanie homozygoty T/T obser-
wowano tylko u 1 osoby z grupy kontrolnej. W zadnej z grup chorych na cu-
krzyce pacjentow bez neuropatii (D), z neuropatig bez neuroosteoartropatii (N)
ani w grupie z neuroosteoartropatia (CN) ten genotyp nie wystepowal (tabela37,
rycina 24).

Rozktad genotypoéw polimorfizmu 643C>T réznit si¢ istotnie pomigdzy grupa
CN a grupa D (p=0,04), grupa N i grupa D (p=0,02) oraz pomiedzy grupa D i kon-
trolg C (p=0,002). Nie obserwowano rdznic w czestosci wystgpowania poszczeg6l-
nych genotypow pomigdzy grupami CN i N, CN i C oraz N i C (tabela 38).

Tabela 37. Czgstos¢ wystepowania genotypow polimorfizmu 643C>T genu RANKL w grupach
chorych i w grupie kontrolne;j.

Table 37. Frequency of genotypes of 643C>T RANKL gene polymorphism in study groups and
control.

gz‘;ggﬁzs CN (%) N (%) D (%) C (%)
c/c 17 (27,4%) 10 (22,7%) 16 (48,5%) 19 (20,2%)
o 45 (72,6%) 34 (77,3%) 17 (51,5%) 74 (78,7%)
/T 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 1 (1,1%)

0%

Grupa CN
Group CN

Ryc. 24. Czgstos¢ wystgpowania genotypow polimorfizmu 643C>T genu RANKL w badanych

0%

Grupa N
Group N

grupach chorych i w grupie kontrolne;.

Fig. 24. Frequency of genotypes of 643C>T RANKL gene polymorphism in study groups and

control.

0%

Grupa D
Group D

1%

mcc
mCT
mTT

Grupa C
Group C
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Tabela 38. Test x* dla roznic w rozktadzie genotypéw polimorfizmu 643C>T genu RANKL po-
migdzy grupami.

Table 38. i test for difference in genotypes of 643C>T RANKL gene polymorphism frequency
between study groups.

CN N D
CN
N ¥’=0,3 p=0,6
C ¥=1,0 p=0,3 ¥’=0,1 p=0,8

Sposrod genotypdéw polimorfizmu 693G>C homozygota G/G wystepowata
najczesciej w grupie chorych bez neuropatii (D), heterozygota G/C w grupie
chorych z neuropatig (N), zas homozygote C/C stwierdzano najczgsciej w grupie
kontrolnej (C) (tabela 39, rycina 25). Znamienna statystycznie réznica w rozkta-
dzie genotypow wystepowala tylko pomiedzy grupa chorych na cukrzyce bez
neuropatii (D) a grupa kontrolng (C).

Tabela 39. Czgstos¢ wystepowania genotypow polimorfizmu 693G>C genu RANKL w grupach
chorych i w grupie kontrolne;j.

Table 39. Frequency of genotypes of 693G>C RANKL gene polymorphism in study groups and
control.

giﬁ?gﬁi’s CN (%) N (%) D (%) C (%)

G/G 17 27.4%) 9.(20,5%) 15 (45,4%) 17 (18,1%)
G/C 30 (48.4%) 23 (52,2%) 12 (36,4%) 47 (50%)
c/e 15 (24,2%) 12 (27,3%) 6 (18,2%) 30 31,9%)

Grupa CN
Group CN

Ryc. 25. Czgsto$¢ wystepowania genotypéw polimorfizmu 693G>C genu RANKL w grupach

Grupa N
Group N

chorych i w grupie kontrolne;j.

Fig. 25. Frequency of genotypes of 693G>C RANKL gene polymorphism in study groups and

control.

Grupa D

Group D

Grupa C
Group C
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Pomigdzy pozostatymi grupami nie byto istotnych réznic w rozkladzie geno-
typow (tabela 40).

Tabela 40. Test y* dla roznic w rozkladzie genotypéw polimorfizmu 693G>C genu RANKL po-
miedzy grupami.

Table 40.)" test for difference in genotypes of 693G>C RANKL gene polymorphism frequency
between study groups.

CN N D
CN
N ¥=0,7 p=0,7
*'=3,1p=0,2 ¥=5,6 p=0,06
C =23 p=0,3 $=0,3 p=0,8 %=9,9 p=0,007

W kolejnym etapie pracy analizowano czgsto$¢ wystepowania poszczegol-
nych genotypéw polimorfizmu genu RANK w badanych grupach chorych i w
grupie kontrolnej. Badane byty nastepujace polimorfizmy: 421C>T, 575C>T.

Analizujac rozktad genotypow polimorfizmu 241C>T genu RANK wykaza-
no ze we wszystkich badanych grupach najczgsciej wystepowat genotyp homo-
zygotyczny C/C. W grupie 0sob z cukrzyca bez neuropatii (D) genotyp ten wy-
stepowat u ponad 90% osob. Heterozygoty C/T wystepowaty najczesciej w gru-
pie 0s6b z neuroosteoartropatia (CN), najrzadziej w grupie chorych na cukrzyce
bez neuropatii (D) natomiast homozygoty T/T obserwowano najczesciej w gru-
pie z neuroosteoartropatig, byt to jednak genotyp rzadki wystepujacy jedynie u
1-3% badanych osob (tabela 41, rycina 26). Stwierdzono istotng statystycznie
roznice w rozktadzie polimorfizméw pomiedzy grupa z neuroosteoartropatig
(CN) oraz grupa chorych na cukrzyce bez neuropatii (D) (p=0,04). Nie obser-
wowano réznic w rozktadzie polimorfizméw pomiedzy pozostatymi badanymi
grupami (tabela 42).

Tabela 41. Czgsto$¢ wystgpowania genotypow polimorfizmu 421C>T genu RANK w grupach
chorych i w grupie kontrolnej.

Table 41. Frequency of genotypes of 421C>T RANK gene polymorphism in study groups and
control.

gzgggges CN (%) N (%) D (%) C (%)
cIC 45 (72.6%) 34 (77.3%) 30 (90,9%) 76 (80,9%)
T 14 (22,6%) 8 (18,2%) 2(6,1%) 16 (17%)
/T 3 (4,8%) 2 (4,5%) 1 (3%) 2 (2.1%)
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5% 2%

Grupa CN Grupa N Grupa D Grupa C
Group CN Group N Group D Group C

Ryc. 26. Czgsto$¢ wystepowania genotypow polimorfizmu 421C>T genu RANK w grupach cho-
rych i w grupie kontrolne;j.

Fig. 26. Frequency of genotypes of 421C>T RANK gene polymorphism in study groups and con-
trol.

Tabela 42. Test ¥* dla r6znic w rozktadzie genotypdw polimorfizmu 421C>T genu RANK pomic-
dzy grupami.

Table 42. i test for difference in genotypes of 421C>T RANK gene polymorphism frequency be-
tween study groups.

CN N D
CN
¥’=0,3 p=0,6
2=2.5p=0,1
C =09 p=0,3 ¥=0,1 p=0,5 1=2,4p=0,1

Sposrod wszystkich genotypow polimorfizmu 575C>T homozygota C/C
wystepowata ze zblizong czgstosciag w grupach chorych z neuroosteoartropatig i
neuropatig (CN i N), heterozygota C/T wystepowata najczesciej w grupie kon-
trolnej (C), natomiast homozygote T/T obserwowano najczesciej w grupie cho-
rych z neuropatiag bez neuroosteoartropatii (N) (tabela 43, rycina 27). Istotng
réznice w czgstoSci wystgpowania poszczegdlnych genotypow polimorfizmu
575C>T stwierdzono tylko pomigdzy grupa N a grupa kontrolng C (p=0,002).
Pomigdzy pozostatymi grupami nie stwierdzano statystycznie znamiennych r6z-
nic (tabela 44).



Wyniki 115

Tabela 43. Czgsto$¢ wystepowania genotypéw polimorfizmu 575C>T genu RANK w grupach
chorych i w grupie kontrolne;j

Table 43. Frequency of genotypes of 575C>T RANK gene polymorphism in study groups and
control.

giﬁggﬁ; CN (%) N (%) D (%) C (%)

c/c 15 (242%) 11.25%) 5(15,1%) 16 (17%)
o 33 (53.2%) 16 (36,4%) 19 (57,6%) 63 (67%)
/T 14 (22,6%) 17 (38,6%) 9.(27,3%) 15 (16%)

Grupa CN Grupa N Grupa D Grupa C
Group CN Group N Group D Group C

Ryc.27. Czgstos¢ wystepowania genotypow polimorfizmu 575C>T genu RANK w grupach cho-
rych i w grupie kontrolne;j.
Fig.27 Frequency of genotypes of 575C>T RANK gene polymorphism in study groups and control.

Tabela 44. Test ¥* dla r6znic w rozktadzie genotypow polimorfizmu 575C>T genu RANK pomic-
dzy grupami.

Table 44.  test for difference in genotypes of 575C>T RANK gene polymorphism frequency be-
tween study groups.

CN N D
CN
N ¥’=3,9 p=0,1
¥=1,1 p=0,6 *’=3,5 p=0,2
C $’=3,0 p=0,2 $’=2,0 p=0,4

5.3.1. Niezréwnowazenie sprzezen w genie OPG

Nastepnie dokonano analizy wystepowania nierOwnowagi sprzezen bada-
nych polimorfizmow. Szczegdtowe wyniki analizy sprzezen dla poszczegodlnych
polimorfizméw zawarte sg w aneksie 11.3.

Niezrownowazenie sprzezen (LD) w genie OPG w grupie pacjentéw z
neuroosteoartropatia ~ Charcota(CN)  obejmuje 5  polimorfizméw:
245T>G,950T>C, 1181G>C, 1217C>T, 6890A>C .W przypadku wszystkich
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pigciu polimorfizméw otrzymano warto$§¢ p wskazujaca na znamiennos¢ staty-
styczng, co $§wiadczy o silnym niezrownowazeniu sprz¢zen w tej grupie chorych,
przy czym dla 2 polimorfizméw warto$é p wynosita <2,22-10"° (245T>G i
1217C>T,950T>C i 1181G>C) a dla jednej pary 950T>C i 6890A>C wartos¢ p
wynosita 6,131825-107, co przemawia za bardzo wysokim LD. W przypadku
trzech par (1181G>C i 6890A>C, 1217C>T i 6890A>C a takze 245T>G i
6890A>C) otrzymano warto$ci p wskazujgce na brak znamiennosSci statystycz-
nej, co wskazuje na brak powigzania tych par polimorfizméw w genie OPG u
pacjentéw z neuroosteoartropatig Charcota.

Niezrownowazenie sprzgzen w genie OPG w grupie pacjentow z neuropa-
tia bez neuroosteoartropatii (N) rowniez obejmuje 5 polimorfizmow z warto-
$cig p wskazujaca na znamienno$¢ statystyczng 245T>G,950T>C,1181G>C,
1217C>T, 6890A>C. Dla 3 par polimorfizméw w tej grupie badanych wartos¢ p
nie osiaggneta progu znamiennosci statystycznej (245T>G 1 6890A>C, 1181G>C
i 6890A>C oraz 1217C>T i 6890A>C). Pozostate pary byty w silnej nieréwno-
wadze sprzezen: 245T>G i 1181G>C (p=3,185454-10"), 245T>G i 1217C>T
(p< 2,2204-10%), 950T>C i 1181G>C (p=2,116397-10°), 950T>C i 6890A>C
(»=1,932602-107), 1181G>C i 1217C>T (p=8,117109-107). Dla dwdch par
245T>G 1 950T>C oraz 950T>C i 1217C>T obserwowano stabsza nierownowa-
ge sprzezen (odpowiednio p=0,002 i p=0,003).

Analiza w grupie chorych na cukrzyce bez neuropatii (D) takze wykazata
wystepowanie nierownowagi sprzezen dla wszystkich badanych polimorfizmow
genu osteoprotegeryny, warto$¢ p osiggnela znamiennos$¢ statystyczng w przy-
padku 3 par 245T>G i 1217C>T (p=3,52882:107), 6890A>C i 950T>C
(p=2,75137-107) oraz 1181G>C i 1217C>T (p=0,0037)

W grupie kontrolnej w nieréwnowadze sprzezen znajdowaty si¢ wszystkie
polimorfizmy genu osteoprotegeryny, przy czym znamienng warto$¢ statystycz-
ng osiggnigto dla siedmiu par polimorfizméw, w tym dla trzech par niezrowno-
wazenie sprzezen byto silne: 245T>G 1 1181G>C oraz 950T>C i 1217C>T war-
to$é p wynosila < 2,2204-10™% a dla pary 950T>C i 6890A>C p <1,33684-10”
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5.3.2. Niezrownowazenie sprzezen w genie RANKL

W grupie chorych z neuroosteoartropatia Charcota (CN) znamienng sta-
tystycznie nierownowage sprzezen w genie RANKL wykazano dla trzech anali-
zowanych polimorfizméw (290C>T,643C>T 1 693G>C). Nierbwnowaga sprze-
zen byta bardzo wysoka w przypadku wszystkich trzech par 290C>T i 643C>T
(p=1,942890-10"%),290C>T i 693G>C (p<2,2204-10"'°) oraz 643C>T i 693G>C
(p<2,2204-107'%

Rowniez w badanej populacji chorych z neuropatia bez neuroosteoartro-
patii (N) nierownowaga sprzgzen obejmowala wszystkie trzy polimorfizmy i
byta istotna statystycznie w przypadku wszystkich trzech par: 290C>T i 643C>T
(p=2,559366-10"), 290C>T i 693G>C (p=2,035039-10""), 643C>T i 693G>C
(p=3,660849-10"'%)

W grupie pacjentow z cukrzyca bez neuropatii (D) podobnie jak w grupie
CN w nieréwnowadze sprz¢zen znajdowaly si¢ wszystkie 3 polimorfizmy genu
RANKL. 290C>T i 643C>T (p=2,982757-107), 290C>T i 693G>C
(p=7,805956-10"") oraz 643C>T i 693G>C (p=2,493037-10"'%)

W grupie kontrolnej (C) takze wykazano nierownowage sprzezen wszyst-
kich analizowanych polimorfizmow z istotng statystycznie LD dla trzech par. W
tej grupie obserwowano bardzo wysoka wartos¢ LD w przypadku wszystkich
trzech par: 643C>T i 693G>C (p< 2,2204-10"°), 290C>T i 643C>T
(p=1,191148-10"), 290C>T i 693G>C (p=5,551115-10"").

5.3.3. Niezrownowazenie sprzezen w genie RANK

Dla grupy chorych z neuroosteoartropatia Charcota (CN) oraz pacjentow
z cukrzyca bez neuropatii (D) stwierdzono losowy rozktad badanych polimorfi-
zméw 421C>T 1 575C>T (odpowiednio p=0,05 i p=0,59) co wskazuje na brak
sprzgzenia polimorfizméw w genie RANK w tych grupach.

W grupach pacjentéw z neuropatia bez neuroosteoartropatii (N) i w
grupie kontrolnej (C) stwierdzano istotng statystycznie nierOwnowage sprzezen
(odpowiednio p=0,012 i p=1,801428-10°).
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5.4. Wystepowanie poszczegolnych polimorfizmow genow OPG, RANKL i
RANK a stezenie OPG i RANKL w osoczu w badanych grupach
chorych

Wystepowanie poszczegolnych polimorfizméw genow OPG, RANKL i
RANK a stezenie OPG w osoczu w badanych grupach chorych (lacznie)
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Ryc. 28. Stezenia osteoprotegeryny (pmol/l) a poszczegdlne genotypy polimorfizmu 245T>G genu
OPG dla analizowanej grupy chorych (CN, N i D) (genotyp G/G wystgpowat tylko u jednej osoby
w badanej grupie).

Fig. 28. Osteoprotegerin concentration (pmol/l) in relation to genotypes of 245T>G OPG gene
polymorphism in the study group (CN, N and D) (genotype G/G was found only in one subject).

Dla catej badanej grupy chorych stwierdzono istotnie wyzszy poziom oste-
oprotegeryny u 0sob z genotypem T/G polimorfizmu 245T>G (p=0,005) w ge-
nie OPG (rycina 28), genotypem C/T polimorfizmu 1217C>T (p=0,045) genu
osteoprotegeryny (rycina 29) oraz genotypem C/T polimorfizmu 421C>T
(p=0,047) genu RANK (rycina 30). Nie obserwowano istotnych réznic w stgze-
niu osteoprotegeryny w osoczu dla zadnego z poszczegolnych genotypow poli-
morfizméw genu RANKL.
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Ryc. 29. Stezenie osteoprotegeryny (pmol/l) a poszczegdlne genotypy polimorfizmu 1217C>T
genu OPG dla analizowanej grupy chorych (CN, N i D).

Fig. 29. Osteoprotegerin concentration (pmol/l) in relation to genotypes of 1217C>TOPG gene
polymorphism in the study group (CN, N and D).
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Ryec. 30. Stezenie osteoprotegeryny (pmol/l) a poszczegdlne genotypy polimorfizmu 421C>T genu
RANK dla analizowanej grupy chorych (CN, N i D).

Fig. 30. Osteoprotegerin concentration(pmol/l) in relation to genotypes of 421C>T RANK gene
polymorphism in the study group (CN, N and D).

Wystepowanie polimorfizméw genow OPG, RANKL i RANK a stezenie
RANKL w osoczu w badanych grupach chorych (lacznie).

Dla catej badanej grupy chorych stwierdzono istotnie wyzszy poziom
RANKL jedynie u 0s6b z genotypem T/G polimorfizmu 245T>G genu osteopro-
tegeryny.Nie obserwowano istotnych roznic w stezeniu RANKL w osoczu dla
zadnego z poszczegdlnych genotypdw polimorfizmoéw genu RANKL 1 RANK.
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Ryc. 31. Poziom RANKL (pmol/l) a poszczegodlne genotypy polimorfizmu 245T>G genu OPG dla
analizowanej grupy chorych (CN, N i D).

Fig. 31. Mean RANKLconcentration(pmol/l) in relation to genotypes of 245T>G OPG gene poly-
morphism in the study group (CN, N and D).

Tabele przedstawiajace szczegdtowe wyniki analiz znajdujg si¢ w aneksie.

Wystepowanie polimorfizméw genéw OPG, RANKL i RANK a stezenie OPG
i RANKL w osoczu w poszczegélnych grupach.

W analizie przeprowadzonej w poszczegolnych badanych grupach wykazano
istotne réznice w Srednim stezeniu osteoprotegeryny jedynie w grupach cho-
rych z neuropatig (CN i N). W przypadku polimorfizmu 245T>G genu OPG w
grupie pacjentow z neuropatia bez neuroosteoartropatii (N) obserwowano istot-
nie wyzszy poziom osteoprotegeryny u osob z genotypem TG w poréwnaniu z
genotypem TT (odpowiednio 7,34+1,85 pmol/l i 5,92+1,51 pmol/l (p=0,043) ).
W tej samej grupie chorych stwierdzono znamiennie wyzszy poziom OPG u
pacjentéw z genotypem CT w poroéwnaniu z genotypem TT (genotyp CC nie
wystepowat) polimorfizmu 1217C>T genu OPG (odpowiednio 7,42+1,93 pmol/l
i 5,94+1,49 pmol/l, p=0,044). W grupie pacjentdow z neuroosteoartropatig Char-
cota(CN) wykazano istotng réznice poziomu osteoprotegeryny tylko dla poli-
morfizmu 950T>C genu OPG. W przypadku genotypu TC stezenie osteoprote-
geryny bylo najwyzsze i wynosito 8,97+6,04 pmol/l, a w przypadku pozostatych
genotypow CC i TT odpowiednio 6,33+2,8 pmol/l i 5,24+2,19 pmol/l (p=0,033).
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Analiza stezenia RANKL w badanych grupach chorych wykazata istotne
roznice $redniego stezenia tej cytokiny tylko w grupie pacjentéw z neuropatig
dla polimorfizmu 421C>T genu RANK. Stezenie RANKL bylo najwyzsze u
0s6b z genotypem TT (3,15+ 0,92 pmol/l), a u 0s6b z genotypami CC i CT wy-
nosito odpowiednio 2,97+1,72 pmol/l i 1,16=1,37 pmol/l (ANOVA=0,042).

Dla pozostatych grup i polimorfizméw nie obserwowano réznic w st¢zeniu OPG
i RANKL.

5.5. Analiza regresji logistycznej

Analizie poddano chorych na cukrzyce z neuropatig (N) i oceniono wptyw
poszczegdlnych czynnikow na rozwoj neuroosteoartropatii (CN). Nastgpnie
analizowano grupe chorych z cukrzyca bez neuropatii (D) oceniajac zwiazek
analizowanych parametrow z rozwojem neuropatii (N) oraz neuroosteoartropatii
Charcota (CN).

Analiza regresji logistycznej dla grupy chorych z neuroosteoartropatia
Charcota (CN) oraz chorych z neuropatia bez neuroosteoartropatii (N)

Na podstawie analizy regresji logistycznej, w ktorej zmienng zalezng byta
dychotomiczna zmienna przyjmujaca wartosci 1 albo 0 odpowiednio dla neuro-
osteoartropatii Charcota (CN) oraz neuropatii bez neuroosteoartropatii (N)
stwierdzono, ze czynnikami, ktore mialy statystycznie istotny (p<0,05) zwia-
zek z rozwojem neuroosteoartropatii Charcota byly:

e wiek chorych (OR=0,90 [95% CI 0,84-0,96], p=0,0013),

e czas trwania cukrzycy (OR=0,93 [95% CI 0,87-1,00], p=0,036)

e wystepowanie retinopatii (OR=4,50 [95% CI 1,00-14,40],
p=0,012),

e poziom CRP (OR=1,57 [1,21-2,04], p=0,001)

e polimorfizm 245T>G genu OPG (obecnos¢ polimorfizmu TG
OR=0,14 [0,029-0,72], p=0,02),

gdzie OR to jednostkowy iloraz szans (tabela 45).

Inne analizowane parametry, w tym pte¢, BMI, typ cukrzycy, poziom
HbAlc, wystgpowanie nefropatii, poziom OPG i RANKL oraz pozostale poli-
morfizmy. okazaty si¢ nieistotne na poziomie istotnosci 0=0,05.
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Tabela 45. Podsumowanie analizy regresji logistycznej z dychotomiczng zmienng zalezna 1/0
odpowiednio dla grupy chorych z neuroosteoartropatia Charcota (CN) oraz grupy chorych z neu-
ropatig bez neuroosteoartropatii (N).

Table 45.Summary of of regression analysis with dependent variable 1 for Charcot neuro-
osteoarthropathy (CN) and 0 for neuropathy without neuroosteoarthropathy (N).

Polimorfizm Czas trwania
245T>G Wiek cukrzycy Retinopatia CRP
245T>G Age Diabetes Retinopathy
polymorphism duration

Ocena -1,9 -0,10 -0,07 1,5 0.45
Estimate
Btad standar-
dowy
Standard 0,8 0,03 0,03 0,58 0,13
terror
t(99) -2,3 -3,3 -2,1 2,5 34
P 0,02 0,0013 0,036 0,012 0,001
lloraz szans 0,144 0,900 0,930 4,503 1,570
Odds ratio
-95%CI 0,028 0,840 0,870 1,408 1,209
+95%CI 0,723 0,957 0,995 14,40 2,039

Analiza regresji logistycznej dla grupy chorych na cukrzyce z neuroosteoar-
tropatia Charcota (CN) oraz grupy chorych na cukrzyce bez neuropatii (D)
Na podstawie analizy regresji logistycznej, w ktorej zmienng zalezng byta

dychotomiczna zmienna przyjmujaca wartosci 1 albo 0 odpowiednio dla neuro-
osteoartropatii Charcota (CN) oraz cukrzycy bez neuropatii (D) stwierdzono, ze
czynnikami, ktére mialy statystycznie istotny (p<0,05) zwiazek z rozwojem
neuroosteoartropatii Charcota byly:

e poziom HbAlc (OR=2,42 [95% CI 1,24-4,72], p=0,01)

e wystepowanie retinopatii (OR=58,8 [95% CI 6,5-531], p=0,0004)

e poziom CRP (OR=2,06 [1,16-3,66], p=0,01)
gdzie OR to jednostkowy iloraz szans (tabela 46).

Inne analizowane parametry, takie jak: wiek, BMI, czas trwania oraz typ cu-
krzycy, wystepowanie nefropatii, poziom OPG i RANKL oraz wszystkie badane
polimorfizmy okazatly si¢ nieistotne na poziomie istotnosci 0=0,05.
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Tabela 46. Podsumowanie analizy regresji logistycznej z dychotomiczng zmienng zalezng 1/0
odpowiednio dla grupy chorych z neuroosteoartropatia Charcota (CN) oraz grupy chorych z cu-
krzyca bez neuropatii (D).

Table 46. Summary of of regression analysis with dependent variable 1 for Charcot neuroosteo-
arthropathy (CN) and 0 for diabetes without neuropaty (D).

Ple¢ zenska Retinopatia

Female HbATc Retinopathy CRP
Ocena
Estimate -2,1 0,89 4,1 0,72
Blad standardowy
Standard error 1,0 0,34 L1 0,29
t(89) -2,0 2,6 3,7 2,5
P 0,046 0,01 0,0004 0,01
Iloraz szans z. jedn.
Odds ratio 0,130 2,424 58,816 2,06
-95%CI 0,017 1,24 6,52 1,16
+95%CI 0,967 4,72 530,94 3,66

Analiza regresji logistycznej dla grupy chorych na cukrzyce¢ z neuropa-
tiag (N) oraz grupy chorych na cukrzyce bez neuropatii (D)

Na podstawie analizy regresji logistycznej, w ktorej zmienng zalezng byta
dychotomiczna zmienna 1/0 odpowiednio dla neuropatii (N) oraz cukrzycy bez
neuropatii (D) stwierdzono, ze czynnikami, ktore mialy statystycznie istotny
(p<0,05) zwiazek z rozwojem neuropatii byly:

e obecnosc retinopatii (OR=10,90 [95% CI 1,35-87,6,40], p=0,025),
e poziom OPG (OR=1,85 [95% CI 1,12-3,04], p=0,017
gdzie OR to jednostkowy iloraz szans (tabela 47).

Inne analizowane parametry takie pte¢, wiek, BMI, czas trwania i typ cu-
krzycy, poziom HbAlc, wystgpowanie retinopatii i nefropatii, poziom CRP,
OPG i RANKL oraz wszystkie analizowane polimorfizmy okazaty si¢ nieistotne
na poziomie istotnosci 0=0,05
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Tabela 47. Podsumowanie analizy regresji logistycznej z dychotomiczng zmienng zalezna 1/0
odpowiednio dla grupy chorych z neuropatia (N) oraz grupy chorych cukrzyca bez neuropatii (D).
Table 47. Summary of of regression analysis with dependent variable 1 for neuropaty (N) and 0
for diabetes without neuropaty(D).

Retinopatia

Retinopathy OPG
Ocena
Estimate 24 0.61
Btad standardowy
Standard error 1,04 0,25
t(73) 2,3 2,4
p 0,025 0,01
Iloraz szans z. jedn.
Odds ratio 10,90 1,85
-95%CI 1,354 1,120
195%Cl 87,641 3,040
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6. PODSUMOWANIE WYNIKOW BADAN
6.1. Charakterystyka grup badanych

Badania dotyczyty 139 chorych na cukrzyce oraz 94 z osob z grupy kontrol-
nej (C). Grupa chorych z neuroosteoartropatig Charcota (CN) liczyla 62 pacjen-
tow, w grupie 0sob z neuropatig bez neuroosteoartropatii (N) byto 44 pacjentow,
a w grupie chorych na cukrzyce bez neuropatii i bez neuroosteoartropatii (D)
byty 33 osoby.

Wiek w grupie chorych wahat si¢ od 23 do 78 lat ($rednio 58,5 (£11,0), me-
diana 58). Sredni wiek chorych roznit sie istotnie pomiedzy grupami — chorzy z
neuroosteoartropatig byli istotnie mtodsi w poréwnaniu z pozostatymi grupami
chorych (CN vs D p=0,017; CN vs N p=0,002).

Sredni wiek grupy kontrolnej nie roznit si¢ istotnie od $redniego wieku w ca-
tej grupie chorych. Analiza regresji logistycznej wskazuje ze ryzyko rozwoju
neuroosteoartropatii Charcota maleje wraz z wiekiem i u 0sob 50-letnich jest
okoto trzykrotnie wyzsze niz u 0osob 60-letnich.

Sredni czas trwania cukrzycy w badanych grupach réznit sie istotnie po-
migdzy grupg chorych z neuropatia (N) a pacjentami z cukrzyca bez neuropatii
(D). Sredni czas trwania cukrzycy byt dtuzszy w grupie chorych neuropatia (N) i
wynosit 17,1 (£8,2) lat (p<0,05), a w grupie chorych z cukrzycg (D) 10,8 (+4,2)
lata. Nie bylo istotnej roznicy pomigdzy czasem trwania cukrzycy w grupie cho-
rych z neuropatig (N) a chorymi z neuroosteoartropatiag Charcota (CN). Wyniki
analizy regresji logistycznej wskazaly Ze istnieje zwigzek czasu trwania cu-
krzycy z ryzykiem powstania neuroosteoartropatii jednak nie jest on silny.

Sredni wskaznik masy ciala (BMI) by} zblizony we wszystkich trzech ba-
danych grupach chorych — nie stwierdzono istotnej statystycznie réznicy pomig-
dzy grupami.

W grupie chorych z neuroosteoartropatiag Charcota(CN) czg$ciej wystgpowa-
ly inne powiklania cukrzycy takie jak retinopatia i nefropatia w porownaniu z
pozostaltymi grupami chorych.

Analiza poziomu parametrow laboratoryjnych w grupach chorych wykazata,
ze poziom hemoglobiny glikowanej (HbAlc) w grupie chorych z neuroosteoar-
tropatig Charcota(CN) byt znamiennie wyzszy niz w grupie chorych bez neuro-
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patii (D) (p=0,0001). Wystepowata tez istotna réznica w stezeniu HbAlc po-
miedzy pacjentami bez neuropatii (D) w porownaniu tymi, u ktorych stwierdzo-
no neuropati¢ (N) (p=0,0143). Sredni poziom HbAlc w grupie pacjentdw z neu-
ropatig (N) byt wyzszy. Tak wigc pacjenci z neuropatia (N) jak i neurooste-
oartropatia Charcota (CN) cechowali si¢ gorszym wyréwnaniem cukrzycy
w poréwnaniu z pacjentami bez cech neuropatii (D).

Obserwowano rowniez istotng réznice w poziomie CRP pomi¢dzy badany-
mi grupami chorych — byl on najwyzszy w grupie pacjentéw z neuroosteoar-
tropatia Charcota (CN) (CN vs N p=0,0002; CN vs D p =0,0003). Poziom ten
jednak miescit si¢ w zakresie warto$ci prawidtowych.

6.2. Stezenie cytokin OPG i RANKL w osoczu oraz stosunek stezenia
OPG/RANKL w badanych grupach chorych

Poziom osteoprotegeryny (OPG) byl najwyzszy w grupie osob z neuro-
osteoartropatig (CN) 1 wynosit $rednio 6,6£3,0 pmol/l. Znamienne réznice w
stezeniu tej cytokiny wystepowaty tylko pomiedzy grupa CN a grupa chorych
bez neuropatii (D), w ktorej $rednie stezenie OPG wynosilo 4,8+2,4 pmol/l
(p=0,011) oraz grupg chorych z neuropatig (N) — stezenie OPG 6,3+1,7 pmol/l, a
grupa pacjentéw z cukrzyca bez neuropatii (D) (p=0,04).

Znamiennie wyzsze stezenie RANKL obserwowano w grupie pacjentow z
neuropatia (N) w poréwnaniu z pozostalymi dwiema grupami chorych (CN) i
(D) (CN vs N p<0,0001; CN vs D p=0,017; N vs D p=0,002).

W obrgbie grup wystepuja istotne statystycznie roznice stosunku
OPG/RANKL (wartos¢ statystyki testowej Kruskala-Wallisa H (p=0,0001).
Wielokrotne porownania pokazaly, ze mediana stosunku OPG/RANKL w
grupie neuroosteoartropatii (CN) jest istotnie wigksza od mediany stosunku
OPG/RANKL w grupie neuropatii (N) oraz mediana stosunku OPG/RANKL w
grupie z neuropatia (N) jest istotnie mniejsza od mediany stosunku
OPG/RANKL w grupie z cukrzycg bez neuropatii (D).



128 Anna Korzon-Burakowska

6.3. Ocena badanych polimorfizmow genow OPG (245T>G, 950T>C,
1181G>C, C1217T, 6890A>C, RANKL (290C>T, 643C>T, 693G>C) i
RANK (421C>T, 575C>T)

Analiza czesto$ci wystepowania poszczegélnych genotypow polimorfizméw
genu OPG (245T>G, 950T>C, 1181G>C, C1217T, 6890A>C) wykazala
istotne statystycznie réznice pomiedzy grupami.

Dla polimorfizmu 245T>G wykazano roznice w rozkladzie genotypow
pomiedzy grupa chorych z neuroosteoartropatiag (CN) a grupa chorych z neuro-
patig (N) oraz pomiedzy grupa z neuropatig (N) a grupa kontrolng (C). Analiza
regresji wykazala zwigzek tego polimorfizmu z rozwojem neuroosteoartro-
patii Charcota.

Stwierdzono réwniez roznice w rozkladzie genotypoéw polimorfizmu 950
T>C pomi¢dzy grupami z neuroosteoartropatia (CN) i grupa z neuropatig (N) a
grupa kontrolng (C).

W badaniu polimorfizmu 1181 G>C stwierdzono istotng rdznicg¢ w rozkta-
dzie genotypdw pomiedzy grupa neuroosteoartropatii (CN) a kontrolna (C).

W przypadku polimorfizmu 1217C>T istotng roznicg w rozktadzie genoty-
poOw obserwowano pomig¢dzy grupami z neuropatia (N) a kontrolng (C).

Wykazano, ze sa istotne réznice w czestosci wystgpowania genotypow po-
limorfizmu 6890A>C pomig¢dzy grupa z neuroosteoartropatia Charcota (CN) a
grupa chorych bez neuropatii (D) oraz pomiedzy grupa (D) a grupa kontrolng

(©).

Analiza czesto$ci wystepowania poszczegélnych genotypow polimorfizméw
genu RANKL (290C>T, 643C>T, 693G>C) wykazala takze istotne staty-
stycznie r6znice pomiedzy grupami.

Wykazano istotng roznice w czestosci wystgpowania genotypow polimorfi-
zmu 643C>T pomigdzy grupami z neuroosteoartropatiag Charcota (CN) i grupg z
neuropatig (N) a grupg chorych na cukrzyce bez neuropatii(D) a takze pomigdzy
grupa chorych na cukrzyce bez neuropatii (D) a grupa kontrolng (C).

Istotna roznica w rozktadzie genotypow polimorfizmu 693G>C wystgpowa-
ta pomigdzy grupa bez neuropatii (D) a grupa kontrolna (C).

Nie stwierdzono istotnych réznic w rozktadzie genotypow polimorfizmu
290C>T pomi¢dzy badanymi grupami.
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Analiza czesto$ci wystepowania poszczegélnych genotypow polimorfizméw
genu RANK (421C>T,575C>T).

Dla polimorfizmu 421C>T stwierdzono réznice rozktadu genotypow po-
mig¢dzy grupa z neuroosteoartropatig (CN) a grupg bez neuropatii (D) .

W przypadku polimorfizmu 575C>T obserwowano réznice w czestosci wy-
stepowania genotypow pomiegdzy grupa z neuropatig (N) a grupa kontrolng (C).

6.4. Analiza nierownowagi sprz¢zen w badanych genach OPG,RANKL i
RANK

W przypadku genu osteoprotegeryny (OPG) uwidoczniono silng kosegrega-
cje dwdch wariantow genowych: 950T>C i 1181G>C oraz 245T>G 1 1217C>T,
u 0s0b z neuroosteoartropatiag(CN). Relacja ta w grupie kontrolnej ( C) jest zde-
cydowanie stabsza

W genie RANKL nie uwidoczniono zadnych r6znic w nieréwnowadze sprze-
zen badanych polimorfizméw pomigdzy analizowanymi grupami.

W genie RANK najsilniejsza relacje pomigdzy dwoma badanymi polimorfi-
zmami obserwowano w grupie kontrolnej (C). Nierownowagi sprzezen nie
stwierdzano w grupie chorych z neuroosteoartropatig Charcota (CN), a w grupie
pacjentow z neuropatig (N) kosegregacja byla staba.

6.5. Poziomy cytokin OPG, RANKL i RANK a polimorfizmy genéw OPG,
RANKL i RANK

W calej badanej grupie chorych obserwowano istotnie wyzszy poziom
osteoprotegeryny(OPG) u osob z genotypem T/G polimorfizmu 245T>G
(p=0,005), genotypem C/T polimorfizmu 1217C>T (p=0,045) genu OPG oraz
genotypem C/T polimorfizmu 421C>T (p=0,047) genu RANK.

Nie obserwowano istotnych réznic w stezeniu osteoprotegeryny w osoczu
dla zadnego z poszczegdlnych genotypoéw polimorfizméw genu RANKL.

W calej badanej grupie chorych stwierdzono istotnie wyzszy poziom
RANKL jedynie u 0s6b z genotypem T/G polimorfizmu 245T>G genu OPG.

Nie obserwowano istotnych réznic w stezeniu RANKL w osoczu dla Zadne-
go z poszczegdlnych genotypow polimorfizméw gendw RANKL i RANK.
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Analiza wariancji w poszczegélnych grupach pacjentéw wykazala istnie-
nie zaleznos$ci pomiedzy wystepowaniem polimorfizmu 245 T>G genu OPG a
poziomem osteoprotegeryny w grupie neuropatii (N) (p=0,015), polimorfizmem
950T>C genu OPG a poziomem osteoprotegeryny w grupie osoéb z neurooste-
oartropatig (CN) (p=0,033), polimorfizmem 1217C>T genu OPG a poziomem
osteoprotegeryny w grupie pacjentdow z neuropatig (N) (p=0,0448) oraz polimor-
fizmem 421 C>T genu RANK a poziomem RANKL réwniez w grupie chorych
neuropatig (N) (p=0,042).

6.6. Analiza regresji logistycznej

Analizowano grup¢ chorych na cukrzyce z neuropatig (N) oceniajac wpltyw
badanych czynnikéw na rozwoj neuroosteoartropatii (CN), grupe chorych z cu-
krzyca bez neuropatii (D) oceniajagc zwigzek analizowanych parametréw z roz-
wojem neuropatii (N) oraz grupe pacjentdow z neuroosteoartropatia Charcota
(CN): N vs CN, D vs N,D vs CN). Uwzgledniono nast¢pujace parametry: ptec,
wiek, BMI, czas trwania i typ cukrzycy poziom HbAlc, wystgpowanie retinopa-
tii oraz nefropatii, poziom CRP, poziom OPG, RANKL w surowicy oraz
wszystkie analizowane polimorfizmy genu OPG, genu RANKL oraz genu RANK.

Analiza w grupie chorych z neuroosteoartropatia Charcota (CN) i neuropa-
tia (N).

Wykazano statystycznie istotny, niezalezny zwigzek wieku chorych, czasu
trwania cukrzycy, wystegpowania retinopatii, genotypu TT polimorfizmu
245T>G genu OPG z rozwojem neuroosteoartropatii Charcota.

Analiza w grupie chorych z neuroosteoartropatia Charcota (CN) i w grupie
chorych z cukrzyca bez neuropatii (D).

Wykazano statystycznie istotny, niezalezny zwiagzek poziomu HbAlc oraz
wystepowania retinopatii z rozwojem neuroosteoartropatii Charcota.
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Analiza w grupach chorych z neuropatia (N) oraz cukrzyca bez neuropatii
(D).

Wykazano statystycznie istotny, niezalezny zwigzek wystgpowania retinopa-
tii oraz wyzszych pozioméw OPG z rozwojem neuropatii.
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7. OMOWIENIE WYNIKOW I DYSKUSJA

Jak wskazuja dane International Diabetes Federation uzyskane ze 110 kra-
jow, na cukrzyce choruje obecnie na swiecie ponad 360 milionow ludzi [1]. W
Polsce liczba chorych przekracza 2 miliony. Dzigki postepom w diagnostyce i
leczeniu, rzadziej niz przed laty dochodzi do ostrych powiktan tej choroby. Wy-
dluzenie czasu zycia pacjentow — przy nadal niedoskonatych mozliwosciach
terapeutycznych — skutkuje rozwojem powiklan przewlektych zarowno z grupy
mikroangiopati jak i makroangiopatii. Zespot stopy cukrzycowej (ZSC) nalezy
do najci¢zszych powiktan cukrzycy, ktérego skutkiem — jesli nie zostanie wdro-
zone odpowiednie leczenie — jest odjgcie konczyny. Pojecie to obejmuje wszel-
kie zmiany dotyczace tkanek stopy bedace nastepstwem cukrzycy. ZSC dotyczy
jednej czwartej chorych na cukrzyce a prawdopodobienstwo amputacji u tych
pacjentow, jest pigtnastokrotnie wyzsze niz u oséb bez cukrzycy [342]. Progno-
za co do przezycia po amputacji konczyny bardzo zta. Smiertelno$é w ciagu 5
lat po zabiegu amputacji jest wigcksza, niz w przypadku raka piersi lub prostaty
[343, 344]. Owrzodzenia rozwijajace si¢ na podtozu neuropatii (zespot stopy
cukrzycowej neuropatycznej) lub neuropatii i niedokrwienia (zespét stopy cu-
krzycowej neuropatyczno-niedokrwiennej) stanowig najczesciej spotykang pato-
logig.

Do obrazu klinicznego zespotu stopy cukrzycowej nalezy rowniez neuro-
osteoartropatia Charcota (CN). Jest to schorzenie obejmujace kosci, stawy oraz
tkanki migkkie stopy i stawu skokowego. W swojej wczesnej fazie charakteryzu-
je sig procesem zapalnym. CN rozwija si¢ na podlozu obwodowej neuropa-
tii,ktorej najczestsza przyczyna jest wspotczesnie cukrzyca [116]. Na skutek
wspotdziatania wielu czynnikow — neuropatii czuciowo-ruchowej i autonomicz-
nej, urazu, zaburzen metabolicznych oraz uruchomienia procesu zapalnego, do-
chodzi do destrukcji uktadu kostnego, subluksacji, dyslokacji i znieksztalcenia
stopy.

Deformacja sprzyja urazom i postawaniu owrzodzen, a niekiedy moze by¢
tak zaawansowana, ze konczyna traci swojg funkcje podporowa. W obu przy-
padkach istotnie wzrasta ryzyko amputacji.

Zgodnie z wynikami badan epidemiologicznych neuroosteoartropatia Char-
cota dotyczy od 0,1% do nawet 29% chorych leczonych w specjalistycznych
osrodkach [110,123,125]. Ze wzgledu na niecharakterystyczny obraz kliniczny,
wiele przypadkéw pozostaje nierozpoznanych i liczba chorych z tym powikta-
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niem moze by¢ w rzeczywisto$ci wigksza. Neuroosteoartropatia zwykle wyste-
puje jednostronnie, ale nawet u ok. 30% pacjentdéw moze objac¢ rowniez druga
konczyne [119]. U wszystkich tych pacjentéw stwierdza si¢ cechy zaawansowa-
nej neuropatii.

W fazie ostrej, obserwuje si¢ cechy miejscowego stanu zapalnego pod posta-
cig obrzeku, zaczerwienienia, wzrostu ucieplenia zajetej stopy, czego skutkiem
jest btedna diagnoza. W zwigzku z niecharakterystycznym obrazem klinicznym
w wielu przypadkach rozpoznanie postawione jest zbyt pozno co skutkuje bra-
kiem odpowiedniego postgpowania i w konsekwencji amputacja konczyny. Jak
wskazujag obserwacje wiasciwa diagnoza moze by¢ opdzniona $rednio nawet o
blisko 30 tygodni [120]. Wczesne rozpoznanie natomiast wigze si¢ z istotnie
rzadszym powstawaniem deformacji. W stadium zaawansowanym stwierdza si¢
nasilone zmiany kostne i stawowe — przemieszczenie, rozkawatkowanie, a na-
stepnie fuzje i sklerotyzacje fragmentow kostnych. Klinicznie obserwuje si¢
postepujace znieksztatcenie stopy. Ryzyko powstania niegojacego si¢ owrzo-
dzenia oraz amputacji konczyny jest u takich chorych bardzo wysokie.

Pomimo, Ze pierwsze opisy neuroosteoartropatii pochodza sprzed kilku wie-
kow do dzisiaj nie udato si¢ w petni wyjasni¢ patogenezy tego dramatycznego w
swoim przebiegu powiktania.

Wielu badaczy wskazuje na role niekontrolowanego procesu zapalnego w
etiopatogenezie neuroosteoartropatii. Autorzy obserwowali w tej grupie chorych
wzrost aktywnos$ci osteoklastow, nasilong ekspresje cytokin prozapalnych w
osteoklastach, a takze w monocytach jak rowniez oporno$¢ monocytdw na apop-
toze [184, 345, 346]. Proces zapalny jednak w pelni nie wyjasnia mechanizméw
doprowadzajacych do rozwoju neuroosteoartropatii.

Analiza gestosci mineralnej kosci u chorych na cukrzyce wskazuje na istnie-
nie umiarkowanej osteopenii u tych pacjentow, zwtaszcza u oséb z cukrzyca
typu 1. Znacznie bardziej wyrazone obnizenie gestosci mineralnej kosci obser-
wuje si¢ u chorych, u ktorych w przebiegu cukrzycy doszto do rozwoju neuropa-
tii [152, 176]. Zwiagzek cukrzycy i neuropatii z osteoporozg jak rowniez stwier-
dzana w neuroosteoartropatii Charcota osteopenia, staty si¢ podstawa do poszu-
kiwania dodatkowych czynnikow przyczyniajacych si¢ do powstawania tego
powiktania.

W ostatnich latach pojawily si¢ doniesienia, dotyczace potencjalnego wpty-
wu czynnikow genetycznych na rozwdj schorzen uktadu kostnego — przede
wszystkim takich jak osteoporoza czy choroba Pageta [295, 296, 297]. Czynniki
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genetyczne moga by¢ odpowiedzialne za miedzyosobniczg zmienno$¢ w gesto-
$ci mineralnej tkanki kostnej (BMD — bone mineral density) oraz jej wytrzyma-
osci. Prowadzone dotychczas badania dotyczyly gtownie osteoporozy ze wzgle-
du na bardzo duze wspodtczesnie rozpowszechnienie tej choroby. Brano pod
uwage geny kodujace hormony, odpowiedzialne za gospodarke wapniowg oraz
ich receptory, biatka macierzy kostnej jak roéwniez czynniki wzrostowe oraz
cytokiny zwigzane ze strukturg i funkcjg kosci.

Badane wczesniej polimorfizmy genoéw kodujacych niektore cytokiny i kan-
dydujacych do miana markeréw osteoporozy (m.in. IL-6, TGFf1, czy tez anta-
gonisci receptora IL-1) wykazywaty tylko niewielki zwiazek z gesto$cig mine-
ralng (BMD) oraz ryzykiem ztaman kosci.

Od niedawna wiadomo, ze zasadniczg rol¢ w remodelingu kostnym odgrywa
uktad cytokin OPG/ RANKL /RANK. Osteoklastogeneza jest regulowana przez
RANKL i RANK, a proces ten jest nadzorowany i hamowany przez osteoprote-
geryn¢g (OPG). Polimorfizm gendéw kodujacych uktad tych cytokin moze odgry-
wac role w genetycznej regulacji masy kostne;j.

Pierwsze prace dotyczace wystgpowania polimorfizmu w obrebie genow
tych cytokin, a konkretnie genu osteoprotegeryny (OPG), pojawity si¢ niedaw-
no. W roku 2002 Langhdal i wsp. [296] przebadali caly gen osteoprotegeryny
pod katem wystepowania polimorfizmow oraz ich ewentualnego zwigzku z ry-
zykiem ztaman kos$ci,w grupie ponad trzystu kobiet i me¢zczyzn, z rozpoznang
osteoporozg. W analizowanej populacji znaleziono dwanascie polimorfizméw
tego genu. Pig¢ z nich (149T>C, 163A>G, 209G>A, 245T>G, 950T>C) zlokali-
zowanych jest w rejonie promotora. Lokalizacja ta moze powodowac zmiang w
efektywnosci transkrypcji danego genu, a co za tym idzie w ilo$ci syntetyzowa-
nego biatka. W pierwszym eksonie znaleziono polimorfizm 1181G>C powodu-
jacy zamiang lizyny na asparaging. Kolejny polimorfizm 1217C>T zlokalizowa-
ny jest w intronie pierwszym. Polimorfizmy 445C>T oraz 4441C>T znajduja si¢
w drugim intronie, 6833A>G w eksonie 4 oraz polimorfizm 6890A>C w intro-
nie 4. Autorzy opisali rowniez jeden polimorfizm zwigzany z delecja dwoch par
zasad 4690delCT.

Polimorfizmy 149T>C, 209G>A, 245T>G, 1217C>T oraz 4441C>T znaj-
dowaty si¢ w catkowitym sprzezeniu, podobnie jak 445C>T, 4680delCT,
6833A>G 1 6890A>C. Nastepnie w populacji prawie 300 chorych z osteoporoza
oraz u ponad 300 zdrowych ochotnikéw, analizowano wptyw pigeciu polimorfi-
zmow 163A>G, 245T>G, 950T>C, 1181G>C 1 6890A>C na mas¢ kostng i wy-
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stepowanie ztaman [296]. Dwa sposrod nich, 163A>G oraz 245T>G,wigzaly si¢
w badanej populacji ze zwickszonym ryzykiem ztaman kosci. W przypadku
polimorfizmu 163A>G, allel G pojawial si¢ czgsciej u chorych ze ztamaniami
trzonéw kregow a genotyp CC polimorfizmu 1181C>G wigzat si¢ z kolei z
mniejszym ryzykiem ztamania. Nie obserwowano réznic w rozktadzie genoty-
poéw polimorfizmow 950T>C i 6890A>C pomig¢dzy badanymi grupami. Nato-
miast zaden z opisanych polimorfizméw nie wykazywal zwigzku z gestoscia
mineralng kosci [296].

W niewielkim badaniu na populacji belgijskiej Wuyts i wsp. [295] opisali
zwigzek pomigdzy polimorfizmem 505C>T w intronie 2 genu OPG i chorobg
Pageta. Podobnie Daroszewska i wsp. [347] badajac znacznie wigksza grupe
chorych, stwierdzili wystepowanie zwigzku pomiedzy polimorfizmem 1181G>C
genu osteoprotegeryny w eksonie 1 a tym schorzeniem. Polimorfizm 118G>C
skutkuje zmiang aminokwasu w peptydzie sygnatowym OPG, co moze powo-
dowac¢ zaburzenia sekrecji tej cytokiny.

Polimorfizm genow RANKL i RANK badano w grupie ponad 500 chorych z
reumatoidalnym zapaleniem stawow (RZS) [348] i wykazano zwigzek pomig¢dzy
polimorfizmem genow RANK (421C>T) 1 RANKL (rs2277438) a podatnoscia na
zachorowanie na RZS. Najwiecej dotychczas opublikowanych badan dotyczy
jednak zwigzku polimorfizméw genow triady OPG/RANKL/RANK z wystepo-
waniem osteoporozy.

Vidal w swojej analizie [349] obserwowal istotng statystycznie roznicg w
czestosci wystepowania genotypow polimorfizmu 950T>C genu osteoprotege-
ryny pomiedzy grupa kontrolng a grupa badang na ktorg sktadaly sie kobiety po
menopauzie, zamieszkujagce Malte, u ktorych stwierdzano zmniejszenie masy
kostnej. Wystepowanie genotypu TT polimorfizmu 950T>C genu osteoprotege-
ryny w tej populacji wigzato si¢ czgsciej z nizszg warto$cig wskaznika gestosci
mineralnej kosci.

Moffett 1 wsp.[350] badali zwigzek pomigdzy polimorfizem 1181G>C a ge-
sto$cig mineralng kosci i ryzykiem zlaman w grupie ponad sze$ciu tysiecy star-
szych kobiet. Wystepowanie allelu G w tej grupie wigzalo si¢ z mniejsza BMD a
u kobiet z genotypem GG ryzyko ztaman kosci byto wigksze w poréwnaniu z
kobietami z genotypem CC.

W roku 2010 Roshandel i wsp. [298] w duzym badaniu EMAS (European
Male Ageing Study) obejmujacym ponad 2600 mezczyzn, opisali zwigzek
zmienno$ci genetycznej w uktadzie cytokin OPG/RANKL/RANK z gestoscia
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mineralng ko$ci [290]. Autorzy stwierdzili korelacje polimorfizmu 1181G>C
(rs2073618) genu osteoprotegeryny oraz polimorfizmu rs9594759 zlokalizowa-
nego 110 par zasad przed genem RANKL, z wartoscig wskaznika gesto$ci mine-
ralnej kosci. Wykazali rowniez istnienie zwigzku licznych polimorfizmow ge-
néw OPG, RANKL i RANK z poziomami markeré6w obrotu kostnego mierzo-
nymi w surowicy krwi.

Publikacje dotyczace powigzania polimorfizmow genu OPG z osteoporoza
mozna znalez¢é rowniez w literaturze polskiej. W pracy Seremak-Mrozikiewicz i
wsp.[297] obejmujacej pacjentki z osteoporoza, osteopenig oraz osoby zdrowe
autorzy przebadali grupe ponad 300 kobiet i zaobserwowali czgstsze wystepo-
wanie heterozygot AG polimorfizmu 163A>G genu osteoprotegeryny w grupie
chorych z osteoporoza.

Dong i wsp. [301] w grupie ponad 1800 pacjentow rasy kaukaskiej pocho-
dzacych z 405 rodzin, badali zwigzek czynnikéw genetycznych — polimorfizmu
genow OPG, RANKL 1 RANK ze zmienno$cig wskaznika wytrzymatosci szyjki
kosci udowej- fCSI (femoral neck compression strength index). Parametr ten
stuzy szacunkowej ocenie ryzyka ztamania proksymalnego odcinka tej kosci.
Przebadano 37 polimorfizmow, sposrod ktorych trzy: RANKL — 1s12585014,
rs7988338 1 1s2148073 wykazaly istotny zwiazek ze wskaznikiem wytrzymato-
$ci szyjki kosci udowej. Dwa ze stwierdzonych polimorfizméw (rs12585014,
1s7988338) znajdowaly si¢ w rejonie promotora i mogg skutkowa¢ zmiang wy-
dajnosci transkrypcji a trzeci (rs2148073) w intronie 2. Wszystkie trzy polimor-
fizmy znajdowaty si¢ catkowitej nierownowadze sprzgzen. Nie znaleziono na-
tomiast zwigzku pomigdzy polimorfizmem gendéw OPG i RANK z fCSI, ani
innymi parametrami fenotypowymi takimi jak gesto$¢ mineralna kosci, szero-
kos¢ szyjki kosci udowej czy masa ciata [301].

Roéwniez niektore inne badania,nie potwierdzaja zwigzku osteoporozy z po-
limorfizmem genu OPG. Brandstrom [299] nie stwierdzil wptywu wariantow
genetycznych 950T>C i 1217C>T genu osteoprotegeryny na BMD,w populacji
starszych kobiet w Szwecji. Podobnie Ueland i wsp.[351] badajac polimorfizmy
genu OPG- 1181G>C, 950T>C i 163A>G nie obserwowali korelacji, pomig¢dzy
wystepowaniem tych polimorfizmow a gesto$cig mineralng ko$ci i czestoscia
ztaman.

Kim 1 wsp.[352] analizowali polimorfizmy 163A>G, 209G>A, 245T>G, i
1181G>C genu osteoprotegeryny, polimorfizmy 421C>T 1 575C>T genu RANK
oraz polimorfizmy rs12721445 1 rs2277438 genu RANKL. Autorzy ci obserwo-
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wali zwigzek polimorfizmu 1181G>C genu osteoprotegeryny, zar6wno izolowa-
nego, jak i wystepujacego wspolnie z polimorfizmem rs2277438 genu RANKL a
gestoscig mineralng kosci mierzong w odcinku ledzwiowym kregostupa. Wskaz-
nik BMD byt istotnie wyzszy u uczestniczek badania z genotypem CC, w po-
rownaniu z kobietami, u ktérych wystepowal genotyp GC lub GG. Sam polimor-
fizm rs2277438 genu RANKL nie wykazywal zwigzku z BMD.

Mencej 1 wsp. opisali z kolei statystycznie istotny zwigzek gestosci mineral-
nej kosci z polimorfizmami 290C>T, 643C>T, 693G>C genu RANKL, zlokali-
zowanymi w rejonie promotora [353].

Rozbieznos$ci w wynikach cytowanych badan moga mie¢ zwigzek z faktem,
ze prowadzone one byly w zrdéznicowanych populacjach,a liczba 0sob uczestni-
czacych w badaniach byla ograniczona. Ponadto, w pracach odnoszono si¢ do
roznych lokalizacji w szkielecie (krggostup, szyjka kosci udowej i in.) . By¢
moze niektore allele majg zwiazek z gestoscig masy kostnej catego szkieletu,
inne za$ moga wptywacé tylko na okreslone struktury.

Opublikowane niedawno asocjacyjne badania calego genomu czlowicka
wydaja si¢ potwierdza¢ rolg polimorfizmu pojedynczego nukleotydu (SNP —
single-nucleotide polymorphism) w rozwoju osteoporozy. Richards i wsp. [354]
opisali zwigzek polimorfizmu rs4355801 zlokalizowanego na chromosomie 8, w
sgsiedztwie genu osteoprotegeryny z osteoporoza. Polimorfizm ten miat zwiagzek
nie tylko z gestos$cig mineralng kosci, ale takze z poziomem ekspresji osteopro-
tegeryny w linii komorek limfoblastycznych.

W metaanalizie przeprowadzonej przez tego samego autora i wsp. z wielu
krajow [355] nie potwierdzono korelacji z osteoporozg w przypadku wigkszosci
opisanych polimorfizméw gendéw wczesniej uznanych za majace zwigzek z tg
choroba. Zwigzek z osteoporoza (z BMD) wykazano tylko w przypadku warian-
tow 9 genow, wsrod ktorych znajdowaty si¢ polimorfizmy genéw OPG, RANKL
i RANK. Dodatkowo polimorfizm genu RANK miat wplyw na ryzyko ztaman
kosci.

Sciezka sygnatowa OPG/RANKL/RANK odgrywa zasadnicza role mecha-
nizmie utraty masy kostnej w roznych schorzeniach. Ostatnio wykazano obec-
no$¢ zaleznego do RANKL procesu resorpcji kostnej przez osteoklasty w prze-
biegu cukrzycy [263]. W obecnosci RANKL aktywnos¢ osteoklastyczna u cho-
rych z neuroosteoartropatig istotnie wzrastata.

Dotychczas nie udato sie ustali¢c dlaczego proces destrukcji kostnej obser-
wowany u pacjentdw z neuroosteoartropatig Charcota, dotyczy tylko niektorych
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chorych obcigzonych neuropatig. Pomimo pojawiajgcych si¢ coraz liczniej do-
niesien o roli polimorfizmow gendéw kodujacych cytokiny OPG,RANKL i
RANK w schorzeniach uktadu kostnego, charakteryzujacych si¢ zmniejszeniem
masy kostnej a zwlaszcza w osteoporozie, do tej pory pojawily si¢ tylko dwie
prace, w ktorych analizowano zwiagzek polimorfizméw w obrebie genow tego
uktadu cytokin z wystgpowaniem neuroosteoartropatii Charcota. [294, 309].
Obie prace dotyczyty polimorfizméw genu osteoprotegeryny.

W pierwszej z nich, z roku 2009, Pitocco i wsp. [294] opublikowali wyniki
analizy zwigzku, pomigdzy polimorfizmem 1181G>C i 245T>G genu OPG a
neuroosteoartropatia w populacji Potwyspu Apeninskiego. Badana grupa obej-
mowata chorych na cukrzyce z neuroosteoartropatig, pacjentdow z cukrzycg bez
neuroosteoartropatii oraz grup¢ kontrolng oséb zdrowych. Autorzy opisali silng
korelacje¢ allei G obu polimorfizméw z wystepowaniem neuroosteoartropatii.

W zblizonych analizach w populacji polskiej, w badaniach wlasnych , zosta-
ly z uwzglednione dwa warianty genetyczne opisane przez grupe Pitocco oraz z
poszerzono pule badanych polimorfizméw OPG o kolejne trzy: 6890A>C,
1217C>T oraz 950T>C.

We pracy tej [309] znaleziono istotng réznice pomiedzy grupa chorych na
cukrzyce z neuroosteoartropatig oraz grupa pacjentdOw z neuropatig bez neuro-
osteoartropatii w przypadku wystepowania polimorfizmow 1217C>T i 245T>G.
Genotyp TT w pozycji 1217 oraz 245 wigzal si¢ z trzykrotnym wzrostem ryzyka
rozwoju neuroosteoartropatii ( odpowiednio OR = 3,19 [95% CI 1,05-9,63], p =
0,04 1 OR = 3,61 [95% CI 1,21-10,775], p = 0,021). W populacji polskiej anali-
zowanej w tej pracy[309] nie potwierdzono zwigzku polimorfizmu 1181G>C ani
pozostatych badanych polimorfizméw z wystepowaniem neuroosteoartropatii.

W zwigzku z tak licznymi doniesieniami na temat powigzania osteoporozy z
polimorfizmem genowym triady OPG/RANKL /RANK oraz tylko pojedynczy-
mi publikacjami, dotyczacymi potencjalnej roli ww. polimorfizmow w patoge-
nezie neuroosteoartropatii Charcota, podjeto probe doktadniejszej analizy tego
problemu.
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7.1. Omowienie i dyskusja dotyczaca charakterystyki grupy badanej

Badania dotyczyly 139 pacjentow z cukrzyca, w tym 62 z neuroosteoartropa-
tig Charcota(CN), 44 z neuropatiag bez neuroosteoartropatii (N) oraz 33 z cu-
krzyca bez neuropatii (D).

Pacjenci z neuroosteoartropatia Charcota badani w niniejszej pracy stanowili
okoto 1,6% wszystkich pacjentow bedacych pod opieka Regionalnego Centrum
Diabetologii w Gdansku (RCD) Kliniki Nadci$nienia Te¢tniczego 1 Diabetologii.
Biorac pod uwage fakt, ze w ramach tej placowki dziata specjalistyczny gabinet
stopy cukrzycowej do ktorego kierowana jest wiekszos$¢ pacjentow z podejrze-
niem CN, odsetek ten odpowiada danym epidemiologicznym przytaczanym w
literaturze [110,123].

W analizowanej w niniejszej pracy grupie pacjentdw z neuroosteoartropatia
(CN) kobiety stanowily mniejszos¢ (30,6%).Dotychczas nie obserwowano kore-
lacji wystgpowania CN z plcig. Choruje podobna liczba me¢zczyzn i kobiet [117].

Natomiast w porownaniu z pozostalymi dwiema badanymi grupami (N i D),
w grupie osob z CN proporcjonalnie najwiecej bylo chorych na cukrzyce typu 1
(22,6%) podczas gdy w grupie N — 11,4%, a w grupie D — 15,2%.

W analizowanym pis$miennictwie autorzy podajg rozne dane ilo$ciowe doty-
czace 0s0b z cukrzyca typu 11 2 wérdd chorych z neuroosteoartropatia Charcota.
W populacji ocenianej przez Armstronga dominowat typ 2 [135], natomiast w
publikacjach Fabrina i Jirkowskiej wigcej bylo chorych z typem 1 cukrzycy
[119, 142]. Roéwniez Gazis [122] podaje wigkszy odsetek chorych z cukrzyca
typu 1 w badanej przez siebie populacji osob z CN.

Sredni wiek w calej badanej grupie chorych w niniejszej pracy wynosit 58,5
(£11,0) lat, natomiast $redni wiek chorych w grupie z neuroosteoartropatig (CN)
byt nieco nizszy — 55,3 (£10,6) lat. Jak podaje wigkszo$¢ autorow, najwyzsza
zapadalno$¢ na neuroosteoartropati¢ dotyczy wilasnie pacjentow pomigdzy 5 a 6
dekadg zycia. Powyzej szesc¢dziesigtego roku zycia, ryzyko rozwinigcia tego
powiktania maleje [119,128,135,142]. Moze to mie¢ zwigzek z rzadziej wyste-
pujacym u mtodszych pacjentow miazdzycowym zwezeniem naczyn. W CN w
prawie wszystkich przypadkach zachowane jest dobre ukrwienie konczyny a
tetno na tetnicy grzbietowej stopy jest z reguty bardzo dobrze wyczuwalne.
Ostatnio publikowane dane wskazujg jednak, ze w przypadku cukrzycy typu 1,
rozwija¢ neuroosteoartropati¢c moga rowniez pacjenci jeszcze mtodsi — $rednio
pomiedzy 4 a 5 dekadg zycia [182].
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Wiek pacjentow w badanej populacji chorych z CN (55,3 £10,6 lat) roznit
si¢ znamiennie od wieku chorych w pozostatych dwoch grupach, byli oni mtodsi
od os6b w grupie N i D (wiek odpowiednio 62 +7,7 lat i 59,9+13,9 lat). Wiek
chorych, jak wykazata analiza regresji logistycznej w niniejszej pracy dla grupy
z neuroosteoartropatiag (CN) i samg neuropatia (N), nalezy do czynnikow, ktore
maja zwigzek z rozwojem neuroosteoartropatii: u chorych 50-letnich szansa na
rozwoj tego powiktania jest trzykrotnie wigksza niz u pacjentow po 60 roku
zycia.

Sredni czas trwania cukrzycy u chorych z neuroosteoartropatia Charcota
(CN) w analizowanej grupie pacjentow wynosit 14,6 (£8,4) lat. U wigkszosSci
chorych rozpoznawano cukrzyce typu 2 (77,5%) w przypadku ktorej czas rozpo-
znania choroby nie zawsze odpowiada rzeczywistemu rozpoczeciu zaburzen
metabolicznych . Tak wigc faktyczny czas trwania cukrzycy w tej grupie mogh
by¢ w istocie dluzszy. Z dostepnego piSmiennictwa wynika,ze u wiekszo$ci
pacjentdw z neuroosteoartropatia Charcota cukrzyca trwa co najmniej 10 lat
[128]. Petrova i wsp. w swojej publikacji [182] wskazuja z kolei, ze u chorych z
cukrzyca typu 1 i CN, czas trwania cukrzycy moze by¢ zdecydowanie dtuzszy i
wynosi 20 do 24 lat. Analiza regresji logistycznej dla 0s6b z neuroosteoartropa-
tig (CN) i neuropatiag (N) w populacji badanej w niniejszej pracy wskazuje na
zwigzek czasu trwania cukrzycy z rozwojem neuroosteoartropatii.

Wyrdéwnanie cukrzycy jest waznym czynnikiem ryzyka rozwoju powiktan
cukrzycy, szczego6lnie mikroangiopatii [53,356].

Stezenie hemoglobiny glikowanej byto najwyzsze w grupie pacjentéw z
neuroosteoartropatig Charcota (8,7%) co wskazuje na gorsze niz w pozostatych
grupach wyréwnanie cukrzycy, pomimo faktu ze prawie wszyscy pacjenci (60
0s6b) bylto leczonych insuling. Warto roéwniez podkresli¢, ze kontrola glikemii w
grupach z neuropatia (CN 1 N), istotnie roznita si¢ od wyréwnania glikemii w
grupie 0sob tylko z cukrzyca (D), u ktérych nie doszto do rozwoju neuropatii
(warto$¢ HbAlc w grupie N wynosita 8,1%, w grupie D — 7,1%). Gorsze wy-
rownanie glikemii w grupie chorych z neuroosteoartropatia Charcota (a takze u
chorych z neuropatia bez neuroosteoartropatii) potwierdzaja inni autorzy
[182,185,294].

Czynniki biomechaniczne, jak wskazujg obserwacje [129], moga odgrywac
role w powstawaniu, a takze mie¢ wptyw na przebieg neuroosteoartropatii Char-
cota. W jednej z publikowanych prac [130] w grupie ponad 600 chorych z neu-
roosteoartropatia obserwowano, ze nadwaga jest niezaleznym czynnikiem ryzy-
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ka rozwoju tego powiklania. Inni autorzy [357] wigza wigksze obcigzenie (wy-
razone w kg/tydzien) jedynie z nasileniem ostatecznej deformacji zajetej stopy.
Wskaznik masy ciata (BMI) w badanej populacji chorych z neuroosteoartropatia
(CN) byt wyzszy od prawidtowego i wynosit 30,6+5,0 kg/m’, ale nie roznit sie
istotnie od BMI w pozostalych badanych grupach (N, D). Podobne warto$ci
BMI dla chorych z CN uzyskata Petrova [182] w analizie przypadkow ostrej
CN. W innych pracach opisywane wartosci BMI w tej grupie chorych tez z regu-
ly sa wyzsze od prawidlowych i wskazujg na nadwage lub otylos¢ [131]. Po-
nownie nalezy jednak podkresli¢ stosunkowo wyzszy w grupie CN, niz w pozo-
statych badanych grupach, odsetek pacjentow z cukrzyca typu 1, u ktorych
wskaznik masy ciata jest z reguly nizszy, 1 w przypadku ktérych mowi si¢ raczej
o teorii neurowaskularnej w patogenezie neuroosteoartropatii . U chorych z cu-
krzyca typu 2 (ktorzy czesto majg nadwage) rozwaza si¢ natomiast teori¢ neuro-
traumatyczng. W opublikowanej ostatnio pracy, ktorej autorzy poszukiwali
zwigzku wskaznika masy ciala z neuroosteoartropatig [358] nie potwierdzono
roli otytosci w rozwoju CN podobnie jak w obecnych badaniach.By¢ moze nad-
waga przyczynia si¢ gtdéwnie do rozwoju deformacji w przebiegu tego powikta-
nia.[131] nie stanowi natomiast czynnika ryzyka jego powstawania.

Inne powiklania cukrzycy, zwlaszcza z grupy mikroangiopatii czgsto towa-
rzyszg chorym z neuroosteoartropatia Charcota. Jak wskazuja wyniki publiko-
wanych badan, u chorych z retinopatig i nefropatia czesciej obserwuje si¢ neuro-
osteoartropati¢ [122,359,360]. W badanej w obecnej pracy populacji retinopati¢
stwierdzono u 51 (82,3%) pacjentow w grupie CN, podczas gdy w pozostatych
dwoch grupach liczba ta wynosita: 24 (54,5%) w grupie tylko z neuropatig (N) i
6 (18,1%) w grupie pacjentow z cukrzycg bez neuropatii (D). Jak wykazala ana-
liza regresji badanej populacji, retinopatia ma istotny zwigzek z wystepowaniem
neuroosteoartropatii. U chorych z retinopatia w niniejszej pracy ryzyko wysta-
pienia neuroosteoartropatii byto 4,5 razy wyzsze niz u 0s6b bez zmian na dnie
ka. Na rozwoj tego powiktania szczegolnie narazeni mogg by¢ chorzy, u ktorych
w przebiegu cukrzycy i retinopatii doszto do pogorszenia ostro$ci, lub utraty
wzroku. Osoby te moga czgséciej doznawac urazow stop, ktore bywajg czynni-
kiem wyzwalajagcym neuroosteoartropati¢. Obserwacja ta ma wazne znaczenie
kliniczne 1 wskazuje na konieczno$¢ szczegdlnej edukacji w tej grupie pacjen-
tow, ze wskazaniem na ryzyko zwigzane z wigkszym zagrozeniem urazami oraz
ich konsekwencja.
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W literaturze znalez¢ mozna réwniez doniesienia o powigzaniu neurooste-
oartropatii z nefropatig [361] a zwlaszcza wysokim ryzyku patologicznych zta-
man kosci stopy i stawu skokowego, u chorych po przeszczepie nerki, niezalez-
nie od stosowanego leczenia immunosupresyjnego. Nefropatiec w réoznym sta-
dium zaawansowania czesto obserwuje si¢ u chorych z neuroosteoartropatia. W
grupie analizowanej przez Valabhij i wsp.[362] powiklania ze strony nerek
stwierdzano u 30% pacjentow z CN. Przyczyny tej zalezno$ci, jak piszg autorzy,
sg niejednoznaczne. Rol¢ odgrywaé tu moze jednoczesne wystgpowanie neuro-
patii i nefropatii (jako powiktan o charakterze mikroangiopatii) lub tez do roz-
woju neuroosteoartropatii Charcota przyczynia¢ si¢ moga zaburzenia metaboli-
zmu kostnego zwigzane z samg chorobg nerek.

W badanej w niniejszej pracy grupie pacjentow nefropatia wystepowala cze-
sto, rozpoznawano ja u 29 (46,8%) chorych z neuroosteoartropatiag Charcota (w
tym u 11 os6éb w stadium niedomogi nerek) u 6 (13,6%) chorych w grupie neu-
ropatii (N) i tylko u jednego pacjenta w grupie z cukrzycg bez neuropatii (D).
Nie obserwowano jednak istotnego zwigzku uszkodzenia nerek z CN.

W swojej ostrej fazie neuroosteoartropatia Charcota manifestuje si¢ klinicz-
nymi objawami miejscowego stanu zapalnego. Petrova i wsp.[185] oceniali
ogo6lnoustrojowe markery stanu zapalnego u 36 pacjentow z CN. W swojej pracy
analizowali migdzy innymi poziom CRP, jako uznanego markera ostrej fazy
reakcji zapalnej . W badanej populacji obserwowali prawidlowe poziomy lub
tylko nieznaczny wzrost stezenia CRP w surowicy krwi. Autorzy wnioskuja,ze
w przypadku neuroosteoartropatii Charcota brak jest powigzania pomiedzy miej-
scowymi objawami zapalenia a reakcjg ogélnoustrojowg. W analizowanej w
niniejszej pracy grupie chorych z CN poziom CRP byl znamiennie wyzszy od
warto$ci w grupie z neuropatig (N) i cukrzycg (D), miescit si¢ jednak w zakresie
wartosci prawidtowych (zakres wartosci normalnych: 0,0-5,0 mg/l). Wyniki te
wydaja si¢ potwierdzac spostrzezenie o braku ogdlnoustrojowej reakcji zapalne;j
u pacjentdw z neuroosteoartropatia pomimo miejscowych objawow zapalenia
pod postacig wzrostu temperatury na powierzchni zajetej stopy.
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7.2. Omowienie i dyskusja dotyczaca polimorfizmu genow OPG, RANKL i
RANK

Ze wzgledu na réznorodno$¢ nomenklatury genetycznej stosowanej w pi-
$miennictwie i rézne oznaczenia uzywane w symbolice polimorfizmow,w ni-
niejszej pracy przy cytowaniu literatury przytaczano oryginalne oznaczenia za-
warte w danej publikacji. Przeprowadzone badania wlasne opisywano wg no-
menklatury uwzgledniajgcej zmiany w sekwencji oraz ich pozycje.

Na koncu pracy (w aneksie) dotagczono tabele z ujednoliconym oznaczeniem
polimorfizmow genéw OPG, RANKL 1 RANK wraz z ich opisami i potozeniem.

Badaniami genetycznymi w niniejszej pracy objegto:

1. pie¢ polimorfizméw genu osteoprotegeryny: dwa z nich
245T>G(rs3134069) oraz 950T>C (rs2073617) zlokalizowane byly w
rejonie promotorowym, jeden 1181G>C (rs2073618)w rejonie pierw-
szego eksonu, a dwa w rejonie introndw- 1217C>T (rs3102734) w in-
tronie pierwszym oraz 6890A>C (rs7844539 ) w intronie czwartym

2. trzy polimorfizmy genu RANKL: wszystkie zlokalizowane w rejonie
niekodujacym 290C>T (1s9525641) 643C>T (1s9533156) 1 693G>C
(rs9533155)

3. dwa polimorfizmy genu RANK zlokalizowane w eksonach: 421C>T
(rs35211496) w eksonie czwartym oraz 575C>T (rs1805034) w ekso-
nie szostym.

W trzech badanych grupach chorych (CN, N i D) oraz w grupie kontrolnej

(C) oceniono czgstos¢ wystepowania poszczegodlnych genotypow dla wszystkich
wymienionych wyzej polimorfizmow.

Polimorfizmy genu OPG

Analizujac badane grupy pacjentow w aspekcie wystepowania polimorfi-
zmow genu OPG, wykazano dla polimorfizmu 245T>G znajdujacego si¢ w
rejonie promotora, zdecydowang dominacj¢ liczbowg homozygot TT w calej
objetej badaniem populacji . Wystgpowaly one w przewadze we wszystkich
grupach chorych jak rowniez w grupie kontrolnej (grupa CN 90,3%, grupa N
75%, grupa D 84,9% i grupa kontrolna 92,6%). Homozygoty GG obserwowano
jedynie w grupie chorych na cukrzyce¢ (D), stanowily one jednak tylko 3%
wszystkich genotypow w tej grupie.
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Rozktad czgstosci genotypow tego polimorfizmu roznit si¢ istotnie pomig-
dzy grupami: chorych z neuroosteoartropatig (CN) oraz pacjentami z neuropatig
(N) 1 grupa pacjentow z neuropatig (N) a grupa kontrolng (C). Heterozygotyczne
genotypy wystepowaly u chorych z neuropatig, nie obserwowano ich natomiast
wsérod chorych z neuroosteoartropatia, gdzie byto wigcej homozygot TT. W
grupie kontrolnej rozktad genotypow byt zblizony do rozktadu w grupie osob z
neuroosteoartropatig. Podobne wyniki uzyskano we wczesniejszych badaniach
wlasnych, co zawarte zostalo w opublikowanej pracy [309] gdzie rowniez ob-
serwowano silng korelacje pomigdzy genotypem TT a wystgpowaniem neuro-
osteoartropatii. W obecnie analizowanej grupie chorych, znaczaco liczniejszej
od prezentowanej w poprzedniej pracy, obecno$¢ genotypu TT osteoprotegery-
ny, wigzala si¢ z okoto siedmiokrotnie wigkszym ryzykiem rozwoju neurooste-
oartropatii w poréwnaniu z grupa pacjentow u ktorych stwierdzano pozostate
dwa genotypy TG i GG (obecno$¢ genotypu TG OR= 0,14 [0,029-0,72],
p=0,02). W kontekscie powyzszych wynikow mozna réwniez rozwazaé zasto-
sowanie tego polimorfizmu jako markera neuropatii.

W badaniu Pitocco [294] homozygotyczne genotypy TT genu OPG domi-
nowaty we wszystkich analizowanych grupach, w grupie z neuroosteoartropatia
byto ich jednak mniej w poroéwnaniu z pozostatymi dwiema grupami — grupa
pacjentdw z neuropatig bez neuroosteoartropatii i grupa kontrolng. Homozygot
GG nie obserwowano w ogodle w grupie pacjentow z neuropatig. W grupie kon-
trolnej genotyp GG wystgpowat tylko u ok. 2% badanych, natomiast wsrod pa-
cjentdw z neuroosteoartropatig charakteryzowat blisko 12% chorych. W popula-
cji wloskiej analizowanej w badaniu Pitocco obecno$¢ allelu T polimorfizmu
245T>G skutkowalo mniejszym ryzykiem rozwinig¢cia objawow chorobowych.

Rolg polimorfizmu 245T>G genu OPG w rozwoju osteoporozy u kobiet w
okresie pomenopauzalnym opisywali takze badacze ze Stowenii [363]. Obser-
wowali oni nizszy wskaznik masy kostnej mierzony w okolicy kregostupa ledz-
wiowego u kobiet z polimorfizmem 245T>G. Genotyp TT w tej populacji wy-
stepowat u 89,3% badanych a genotyp TG u 10,7% osob.

Réwniez wyniki badan Langhdal i wsp. [296] sugeruja mozliwy udziat po-
limorfizmu 245T>G genu osteoprotegeryny w patogenezie osteoporozy. W ana-
lizowanej przez autorke populacji allel G wystepowat u 12.3% chorych z oste-
oporoza a jedynie u 6,5% oséb z grupy kontrolnej. U nosicieli tego allelu obser-
wowano rowniez wyzsze ryzyko ztaman kosci.
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Wystepowanie polimorfizmu 245T>G genu OPG w rejonie promotora moze
mie¢ wpltyw na ekspresje genu oraz skutkowa¢ zmiang stezenia tej cytokiny w
surowicy.

Kolejny analizowany w obecnej pracy polimorfizm 950T>C rowniez znaj-
duje si¢ w rejonie promotora [296]. W badanej populacji, genotyp TT w tej po-
zycji wystepowat najliczniej w grupach pacjentéw z cukrzyca bez neuropatii (D)
oraz w grupie kontrolnej(C). Genotyp TC dominowat w grupie kontrolnej (C),
natomiast najwigcej homozygot CC wystepowato w grupie neuroosteoartropatii
(CN) oraz neuropatii (N). Istotne réznice w rozktadzie genotypdéw obserwowano
pomigdzy grupami z neuroosteoartropatig (CN) i neuropatig (N) a grupg kontro-
Ing (C), podobnie jak w we wczesniejszym badaniu wlasnym [309]. W analizo-
wanej w niniejszej pracy populacji, w odroznieniu od obserwacji Pitocco i wsp.
[294], ponownie nie potwierdzono roéznicy w czestosci wystepowania poszcze-
gblnych genotypdéw, pomiedzy grupa z neuroosteoartropatia (CN) a grupg z
neuropatig (N). Dane w literaturze dotyczace roli polimorfizmu 950T>C w po-
wstawaniu zmian kostnych w przebiegu réznych schorzen nie sa w pelni zbiez-
ne.

Brandstrom 1 wsp. nie obserwowali zwigzku polimorfizméw 950T>C i
1217C>T z BMD w grupie ponad tysigca kobiet w wieku okoto 75 lat [299].
Chociaz badania wydaja si¢ nie potwierdza¢ roli polimorfizmu 950T>C genu
OPG w powstawaniu zmian kostnych, sugerowano jego zwiazek z procesem
kalcyfikacji naczyn czgsto obserwowanym w przebiegu neuropatii. Z kolei Rhee
[308] w populacji koreanskiej nie znalazt zwigzku pomigdzy polimorfizmem
950T>C a kalcyfikacjg aorty i wystepowaniem choroby wiencowej.

W biezacym roku opublikowano pracg Biscetti i wsp.[364] opisujaca zwig-
zek polimorfizmoéw 950T>C (a takze 1181G>C i 245T>G) genu OPG z wyste-
powaniem udaru niedokrwiennego mézgu w grupie ponad 300 chorych na cu-
krzyce.

W obecnej pracy obserwowano istotng roznice w rozkladzie genotypow wa-
riantu 950T>C pomigdzy grupa chorych z neuropatig (N) oraz pacjentdow z neu-
roosteoartropatig Charcota (CN) a grupa kontrolng. Na podstawie tych obserwa-
¢ji mozna sugerowac istnienie zwigzku polimorfizmu 950T>C z rozwojem neu-
ropatii. Allel C moze sprzyja¢ powstaniu tego powiklania (wystepowal on u
ponad 80% pacjentow w grupie CN, 77% chorych w grupie N i u 69% o0sob w
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grupie kontrolnej). Jednak w $wietle wspomnianego powyzej pismiennictwa
moze on by¢ markerem kalcyfikacji naczyn, ktora cz¢sto towarzyszy neuropatii.

Polimorfizm 1181G>C genu OPG nalezy do najczgsciej badanych i opisy-
wanych w literaturze. Jest on zlokalizowany w pierwszym eksonie i powoduje
zmian¢ aminokwasu lizyny na asparaging w peptydzie sygnatowym. Z uwagi
jednak na cechy budowy tych aminokwasow 1 fakt Ze oba nalezg do grupy ami-
nokwasow polarnych (hydrofilnych) by¢ moze zmiana ta pozostaje bez wplywu
na wlasciwosci catego peptydu [296]. W badaniach Langhdal [296] polimorfizm
ten nie wykazywal silnego zwigzku z BMD w okolicy ledzwiowej kregostupa
lub proksymalnego odcinka ko$ci udowej. Homozygotyczny genotyp CC poja-
wiat si¢ jednak istotnie rzadziej u chorych z przebytymi ztamaniami w poréwna-
niu z osobami zdrowymi. Autorzy powyzszego opracowania wnioskuja, ze ten
wariant genowy prawdopodobnie nie odgrywa istotnej roli w patogenezie oste-
oporozy. Podobnie nie obserwowano zwigzku polimorfizmu 1181G>C z oste-
oporoza w populacji australijskiej [351] oraz polskiej [297]. Inni badacze opisujg
jednak istnienie zaleznosci pomigdzy polimorfizmem 1181G>C a gestoscig mi-
neralng kosci. W populacji ponad 500 irlandzkich kobiet (380 po menopauzie i
130 w wieku przedmenopauzalnym) Wynne [365] opisat istotny, chociaz nie-
zbyt silny, zwigzek allelu C z nizsza BMD w okolicy kregostupa ledzwiowego i
szyjki kosci udowej w grupie kobiet po menopauzie. Podobne wyniku uzyskali
Kim [352] w populacji koreanskiej oraz Moffet [350] w populacji amerykanskiej
rasy bialej.

Metaanaliza opublikowanych dotychczas prac [300] wydaje si¢ wskazywaé
na zwigzek polimorfizmu 1181G>C genu osteoprotegeryny z wartoscig wskaz-
nika gestosci mineralnej kosci mierzonego w okolicy ledzwiowej, w populacji
europejskiej i azjatyckiej oraz warto$cia wskaznika ggstosci mineralnej kosci
mierzonego w okolicy szyjki kosci udowej w populacji europejskie;.

Dotychczasowe doniesienia dotyczace roli polimorfizmu 1181G>C w neu-
roosteoartropatii Charcota nie sg jednoznaczne. Pitocco i wsp. [294] opisali
zwigzek tego wariantu genetycznego z neuroosteoartropatia — w badanej przez
nich populacji wloskiej. Obecnos¢ allelu G wigzata si¢ z wystepowaniem CN. Z
kolei w badanej wczesniej grupie polskich pacjentéw [309] nie znaleziono ta-
kiego zwiazku.

Rowniez w obecnej pracy, wyniki analizy korelacji pomigdzy wariantem
1181G>C genu osteoprotegeryny a wystepowaniem neuroosteoartropatii nie
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potwierdzaja takiej zaleznosci. W badanej populacji nie wykazano istotnych
roéznic w rozktadzie genotypow pomiedzy grupa chorych z neuroosteoartropatia
(CN) a grupa pacjentéw tylko z neuropatig (N). Podobnie jak w poprzednim
badaniu roznice w czgstosci genotypow wystgpowaty tylko pomigdzy grupa z
neuroosteoartropatig (CN) a grupa kontrolng (C). Z tego wzgledu polimorfizm
ten potencjalnie mogtby by¢ rozwazany jako marker neuroosteoartropatii, cha-
rakterystyczny jedynie dla grupy chorych z tym powiktaniem.

Wariant genetyczny 1217C>T genu osteoprotegeryny byl badany relatyw-
nie rzadziej. Jest on zlokalizowany w intronie, w odleglosci 15 par zasad od
pierwszego eksonu. W badaniu Langhdal [296] stwierdzono, ze genotyp CC
polimorfizmu 121C>T rzadziej wystepowal u 0séb ze ztamaniami kosci krego-
stupa. Polimorfizm ten znajdowal si¢ w catkowitym sprzezeniu z
149T>C,209G>A,245T>G 1 4441C>T. W konsekwencji kazdy z tych wariantow
genowych, jak stwierdzajg autorzy, moze mie¢ wptyw na ryzyko ztaman. Z kolei
w populacji chinskich kobiet Wang [366] wykazat korelacj¢ wariantu genowego
1217C>T genu OPG z podwyzszonym ryzykiem ztamania kosci.

W cytowanej wczesniej pracy Brandstroma [299] w populacji starszych ko-
biet nie potwierdzono takiego zwigzku. Korelacji tego polimorfizmu z BMD nie
obserwowat réwniez Arko [367] w populacji 136 kobiet po okresie menopauzy.

Polimorfizm 1217C>T genu OPG w kontekscie powigzania z neuroosteoar-
tropatig Charcota, byl dotychczas oceniany tylko we wcze$niej wspomnianych
badaniach wtasnych [309]. Analiza badanej wowczas populacji wykazata do-
datnig korelacj¢ pomigdzy genotypem TT a wystgpowaniem neuroosteoartropa-
tii.

W obecnym badaniu na wigkszej grupie chorych zwigzek ten nie zostat jed-
nak potwierdzony. Istotna rdznica w czgstosci wystepowania genotypow tego
polimorfizmu u badanych w niniejszej pracy chorych wystepowata tylko pomig-
dzy grupa chorych z neuropatig bez neuroosteoartropatii (N) a grupa kontrol-
ng(C) co pozwala na rozwazanie roli tego polimorfizmu jako markera neuropa-
til.

W przypadku ostatniego analizowanego polimorfizmu genu osteoprotege-
ryny 6890A>C, w badanej w niniejszej pracy populacji najczesciej wystepowat
genotyp AA. Najrzadziej obserwowano drugi z genotypow homozygotycznych
CC. Stwierdzano go jedynie u kilku procent osob. Dotyczyto to wszystkich grup
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chorych jak i grupy kontrolnej. Istotng rdznice w czgstosci wystepowania tego
polimorfizmu stwierdzono pomigdzy grupa chorych z neuroosteoartropatia
(CN), a chorymi na cukrzyce bez neuropatii (D) oraz chorymi na cukrzyce¢ bez
neuropatii (D) a grupg kontrolng ( C). Wobec powyzszych rezultatbw polimor-
fizm 6890A>C genu OPG mozna by wskazywac¢ jako potencjalny marker cu-
krzycy oraz jako polimorfizm réznicujacy grupe pacjentdw z ryzykiem rozwoju
neuroosteoartropatii Charcota w populacji 0osob chorych na cukrzyce. Polimor-
fizm ten byt stosunkowo rzadko analizowany przez innych badaczy. Langhdal w
swojej pracy [296] nie znalazta réznic w rozkladzie polimorfizmu 6890A>C
pomigdzy grupa chorych z osteoporoza a osobami zdrowymi. Réwniez w prze-
prowadzonych wczesniej badaniach wlasnych dotyczacych cukrzycy [309] nie
stwierdzono znamiennych réznic pomigedzy badanymi grupami : chorych z neu-
roosteoartropatig, cukrzycg i neuropatig oraz grupg kontrolna.

Polimorfizmy genu RANKL

Metabolizm ko$ci uwarunkowany jest wzajemng interakcja cytokin OPG i
RANKL. Nasilenie procesu resorpcji kostnej zalezy od wzajemnego stosunku
OPG i RANKL . RANKL jest koncowym efektorem genezy osteoklastow i jest
to cytokina odpowiedzialna za osteoliz¢ .Zmienno$¢ sekwencji w kodujacym ja
genie moze mie¢ zwigzek z wickszg utratag masy kostnej. Zagadnienie roli poli-
morfizmoéow genu RANKL w rozwoju neuroosteoartropatii Charcota nie byto
dotychczas przedmiotem publikacji. Polimorfizmy te badano natomiast w kon-
tekscie innych schorzen uktadu kostnego-przede wszystkim w osteoporozie.

W pracy Mencej z roku 2006 [353] analizowano zwiazek czterech polimor-
fizméw genu RANKL: 290C>T, 643C>T, 693G>C oraz 1594G>A z ryzykiem
wystapienia osteoporozy w grupie 115 kobiet w wieku pomenopauzalnym . Au-
torzy stwierdzili ze polimorfizm 290C>T moze mie¢ udzial w genetycznej regu-
lacji masy kostnej mierzonej w okolicy szyjki kosci udowej. Genotyp CC w
analizowanej populacji mial zwigzek z nizszg masg kostng. Polimorfizm ten,
podobnie jak dwa pozostate zlokalizowany byl w rejonie promotora genu.

W przypadku polimorfizmu 693G>C obserwowano jego zwigzek z szybko-
$cig utraty masy kostnej. Wyniki kolejnej pracy opublikowanej przez t¢ samg
autorke [368] z udzialem wigkszej liczby kobiet potwierdzity mozliwy zwigzek
badanych polimorfizméw (290C>T, 643C>T, 693G>C ) z rozwojem osteoporo-

zy.
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Réwniez Dong i wsp.[301] obserwowali istotng korelacje polimorfizmow
genu RANKL rs12585014, rs7988338 oraz rs2148073 z innym parametrem obra-
zujacym stan koscca, wytrzymatoscig szyjki kosci udowej. Dwa pierwsze z tych
polimorfizmoéw, podobnie jak polimorfizmy analizowane przez Mencej, znajdo-
waly si¢ w rejonie promotora. Nie wszystkie prace potwierdzajg jednak role
polimorfizméw genu RANKL w rozwoju osteoporozy.

Roshandel [298] opublikowat wyniki analiz przeprowadzonych na subpopu-
lacji mezczyzn z badania EMAS (Euecopean Male Aeging Study) 1 nie wykazat
zwigzku wystepowania polimorfizméw genu RANKL z gestoscia mineralng ko-
$ci wyrazang w g/cm’ (w badaniu tym uwzgledniono cztery polimorfizmy
RANKL: 15346588, 159562414, 1633137 oraz rs346574).

Z uwagi na stwierdzang w przypadku neuroosteoartropatii Charcota oste-
openie, polimorfizm genu kodujacego RANKL moglby,w $swietle powyzszych
badan, mie¢ zwigzek z rozwojem tego powiktania w grupie chorych z neuropatia
cukrzycows.

W analizowanej populacji badano trzy polimofizmy genu RANKL:
290C>T, 643C>T oraz 693G>C.

W przypadku pierwszego z analizowanych polimorfizméw (290C>T) nie
stwierdzono roéznic w czestoSci wystepowania poszczegolnych genotypow po-
miedzy badanymi grupami

Sposrod genotypoéw polimorfizmu 643C>T genu RANKL w zadnej z grup
chorych na cukrzyce (CN, N i D) nie obserwowano wystgpowania homozygot
TT, rowniez w grupie kontrolnej genotyp ten obserwowano tylko u 1% osob.
Istotng roznice w rozktadzie polimorfizméw stwierdzono pomigdzy obiema
grupami chorych z neuropatia (grupa z neuroosteoartropatiag CN i bez neurooste-
oartropatii N) a pacjentami z cukrzycg bez neuropatii (D) oraz pomig¢dzy grupa
chorych na cukrzyce bez neuropatii (D) a grupa kontrolng( C). Wsrod pacjentow
w grupie CN i N zdecydowanie dominowaty heterozygoty CT, natomiast w gru-
pie pacjentéw z cukrzyca bez neuropatii (D) liczba homozygot CC i heterozygot
CT byta zblizona. Tak wigc role tego polimorfizmu mozna by rozwaza¢ jako
markera cukrzycy, moglby on roznicowa¢ rowniez grupe chorych z neuropatia
(zar6wno z neuroosteoartropatig Charcota jak i pacjentow tylko z neuropatig).

Rozktad genotypow polimorfizmu 693G>C genu RANKL roznit si¢ w
obecnym materiale tylko pomigdzy grupa chorych na cukrzyce bez neuropatii
(D) a grupa kontrolng (C) co moze sktania¢ do rozwazania roli tego polimorfi-
zmu jako markera ryzyka zachorowania na cukrzyce.
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Ostatnig cytoking z triady OPG/RANKL/RANK zaangazowang w procesy
kos$ciotworzenia i osteolizy jest RANK.

Polimorfizmy genu RANK

Wyniki badan oceniajacych zwigzek polimorfizmu genu RANK z réznymi
parametrami charakteryzujagcymi tkanke kostng nie sg jednoznaczne, wiele z
nich wskazuje jednak na mozliwy udziat polimorfizmu tego genu w patogenezie
osteoporozy.

Kim w swojej pracy [352] nie potwierdzit roli polimorfizmow genu RANK
421C>T oraz 575C>T jako czynnikow genetycznych wplywajacych na BMD,
natomiast Koh w badaniu obejmujacym koreanskie kobiety w wieku pomeno-
pauzalnym [369] opisat znamienny zwigzek polimorfizméw RANK: 34863G> A
(rs12458117) i polimorfizmu 35928insdelC, z ggstoscig mineralng kosci w oko-
licy ledzwiowej kregostupa i proksymalnego odcinka kosci udowe;.

W przedstawionych powyzej doniesieniach analizowane byly rdzne polimor-
fizmy, oceniano takze rézne parametry tkanki kostnej. Nie wszystkie potwier-
dzaja role polimorfizmu genu RANK w rozwoju osteoporozy, wskazuja jednak
na mozliwy udzial zmiennosci dotyczacej tego genu w powstawaniu osteopenii .
Podobnie jak w przypadku polimorfizmu RANKL hipoteza ta nie byta badana w
odniesieniu do neuroosteoartropatii Charcota.

W niniejszej pracy analizowano zwigzek dwoch polimorfizméw genu RANK
421C>T (rs35211496) oraz 575C>T (rs1805034) z wystepowaniem CN.

Dla polimorfizmu 421C>T istotna réznica rozktadu genotypow wystepowa-
ta jedynie pomigdzy grupg chorych z neuroosteoartropatiag Charcota (CN) a cho-
rymi na cukrzyce bez neuropatii(D) a dla polimorfizmu 575C>T pomig¢dzy
grupa chorych z neuropatig (N) a grupa kontrolng (C). Wyniki tej analizy nie
wydaja si¢ wskazywac na role¢ tych polimorfizméw jako specyficznych marke-
roOw neuroosteoartropatii. Polimorfizm 421C>T moéglby roéznicowaé grupe pa-
cjentow z ryzykiem rozwoju neuroosteoartropatii a polimorfizm 575C>T grupe
chorych o podwyzszonym ryzyku rozwoju neuropatii w populacji chorych na
cukrzycg.
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7.3. Omowienie i dyskusja dotyczaca analizy nierownowagi sprzezen
badanych polimorfizméw

Zjawisko nierownowagi sprzezen polega na nieprzypadkowym, wspolnym
dziedziczeniu alleli r6znych genow, znajdujacych si¢ w odmiennych loci. To
wspolne dziedziczenie wystepuje w danej populacji czesciej, niz wynikaloby z
losowej czgstosci wystepowania kazdego z tych alleli z osobna.

W przypadku potwierdzenia istnienia zwigzku pewnego polimorfizmu z cho-
robg powstaje pytanie, czy ma on bezposredni wplyw na wigksze prawdopodo-
bienstwo zachorowania, czy tez wystepuje tylko w nierownowadze sprze¢zen
(LD — linkage diseqilibrium), czyli jest jedynie dziedziczony lgcznie z innym
polimorfizmem, ktory jest odpowiedzialny za rozwoj choroby. Wysoka nierow-
nowaga sprzezen oznacza ze dane polimorfizmy sg najczesciej dziedziczone
wspolnie. Jesli wiadomo ze dwa polimorfizmy pozostajg ze soba w nierowno-
wadze sprzg¢zen informacja o tym ze jeden wariant polimorficzny wystepuje u
danej osoby pozwala wnioskowa¢ o obecnosci rowniez drugiego wariantu poli-
morficznego. W praktyce stwarza to szans¢ zawgzenia badan genetycznych i
mozliwo$¢ oznaczania tylko wybranych polimorfizméw z danej grupy alleli
pozostajacych w nierownowadze sprzezen. Korelacje pomigdzy markerami
znajdujacymi si¢ na genomie blisko siebie moga réwniez rézni¢ si¢ miedzy po-
pulacjami. Powoduje to ze marker $cisle zwigzany z wariantem przyczynowym
danego schorzenia w jednej populacji, w innej moze wykazywac jedynie stabe
powigzanie z tym schorzeniem. Dlatego by mdc oszacowac rzeczywisty haplo-
typ korelujacy z fenotypem chorobowym niezbedne jest przeprowadzenie szer-
szych badan (obejmujacych zroznicowane populacje), ktdre potwierdzityby uzy-
skane wyniki. Identyfikacja wlasciwego dla danego schorzenia polimorfizmu
opiera si¢ na badaniu sity jego zwigzku z choroba, potwierdzeniu tej obserwacji
w innych populacjach, analizie cech ilosciowych, badaniu na modelach zwierzg-
cych i w innych eksperymentach, ktore ostatecznie wykaza istnienie zwigzku
miedzy tym wariantem sekwencji a patogeneza choroby. Jednak wstepne bada-
nia oparte na poszukiwaniu polimorfizméw, ktore moga wskazywaé na moleku-
larne podtoze lub korelacje z ryzykiem rozwoju choroby, nawet jesli bylyby
ograniczone jedynie do badanej populacji, odgrywaja istotna role. Moga one
dostarczy¢ cennych informacji dotyczgcych markerow choroby w danej grupie
etnicznej lub konkretnej populacji i sta¢ si¢ podstawa do poszukiwania takich
zwigzkow w innych populacjach.
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W analizowanej w niniejszej pracy populacji w genie osteoprotegeryny wi-
doczne sg réznice w nieréwnowadze sprzgzen. W grupie osob z cukrzycg bez
neuropatii (D) jedna para polimorfizméw (950T>C i 6890A>C) ulega kosegre-
gacji, czyli jest dziedziczona wspdlnie, czego nie obserwuje si¢ w grupie kontro-
Inej. Z kolei wsérod pacjentow z neuropatia (N) obserwuje si¢ sprzezenie pigciu
par polimorfizmow (245T>G 1 1181G>C, 950T>C i 1181G>C, 245T>G 1
1217C>T, 1181G>C i 1217C>T, 950T>C i 6890A>C), podobnie jak w grupie
kontrolnej. W grupie chorych z neuroosteoartropatiag Charcota (CN) stwierdza
si¢ kosegregacje¢ trzech par polimorfizmow (950T>C i 1181G>C, 245T>G i
1217C>T oraz 950T>C i 6890A>C). W przypadku dwoch z nich (950T>C i
1181G>C oraz 245T>G i 1217C>T) relacji tej nie obserwuje si¢ w grupie kon-
trolnej. Wyraznie zaznacza si¢ relacja dwoch polimorfizmow: 950T>C i
1181G>C oraz 245T>G i 1217C>T, ktéra u osdb z neuroosteoartropatia jest
bardzo silna, a u os6b z grupy kontrolnej znacznie slabsza. Jest to wyrazny
przyktad roznic w sile kosegregacji polimorfizméw u pacjentow, u ktoérych roz-
wingla si¢ neuroosteoartropatia w porownaniu z grupg kontrolna.

W genie RANKL nie uwidoczniono zadnych réznic w nierownowadze sprze-
zen badanych polimorfizméw pomiedzy analizowanymi grupami.

Z kolei w genie RANK sprzgzen nie obserwowano w grupie chorych z neu-
roosteoartropatiag Charcota (CN), a w grupie pacjentow z neuropatig (N) kose-
gregacja byta staba w odrdznieniu od grupy kontrolnej (C), w ktorej stwierdzono
silng nierownowage sprzezen pomi¢dzy dwoma analizowanymi polimorfizma-
mi.

Obserwowane pojedyncze roznice w profilach kosegregacji nie moga stano-
wi¢ podstawy do uznania ich za przyczyng rozwoju neuroosteoartropatii Charco-
ta ani tez nie mogg na tym etapie by¢ wykorzystane w molekularnych badaniach
diagnostycznych, ale w przypadku dwoch badanych genéw — genu osteoprotege-
ryny oraz genu RANK stwierdzono rdznice w nierownowadze sprzezen pomie-
dzy badanymi grupami chorych a grupg kontrolng sktadajaca si¢ z oséb zdro-
wych co moze $wiadczy¢ o istniejacych roznicach w przekazywaniu cech dzie-
dzicznych.

Oznacza to, iz czynnik genetyczny z pewnos$cig odgrywa pewna role w pa-
togenezie choroby. Badana neuroosteoartropatia Charcota nie jest jednak cho-
robg monogenowa, w ktorej wykonanie testow genetycznych daje jednoznaczny
wynik, gdyz w tym przypadku istnieje wiele elementow, ktorych wspotistnienie
determinuje przebieg choroby.Czynnik genetyczny moze by¢ jednym ze wspo-
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magajacych markerow umozliwiajagcych wskazanie ryzyka rozwoju choroby
czy tez utatwiajacych wczesng diagnoze.

7.4. Omowienie i dyskusja dotyczaca stezen osteoprotegeryny, RANKL i
RANK w w surowicy krwi w cukrzycy i jej powiklaniach

Zgodnie z najnowszymi teoriami uwaza si¢, ze do zapoczatkowania procesu
neuroosteoartropatii przyczyniaja si¢ cytokiny prozapalne [183,188] ktore akty-
wuja szlak metaboliczny OPG/RANKL/RANK odpowiedzialny za regulacje
dojrzewania i funkcji osteoklastow. RANKL nasila ekspresj¢ NF kappaB, czyn-
nika stymulujacego dojrzewanie osteoklastow , wptywajacego jednoczes$nie na
ekspresje osteoprotegeryny — cytokiny hamujacej dziatanie RANKL i osteolize.
Ta sama $ciezka sygnatowa jest zaangazowana w proces kalcyfikacji §cian na-
czyn, ktory czgsto obserwowany jest w przebiegu neuropatii a zwtaszcza neuro-
osteoartropatii Charcota [118,241,277].

Dotychczas opublikowano liczne badania (dotyczyly one gléwnie osteopo-
rozy), w ktorych probowano okresli¢ zwigzek pomiedzy poziomem OPG w su-
rowicy a wskaznikiem gestosci mineralnej kosci (BMD). Wyniki tych badan nie
sg jednoznaczne. W jednym z nich [370] wykazano dodatnig korelacj¢ pomigdzy
obnizonymi poziomami OPG a niskim BMD i wystepowaniem ztaman kregow.
Z kolei kilka lat wcze$niej w pracy Yano [371] w populacji japonskiej stwier-
dzono podwyzszone poziomy OPG w surowicy krwi u kobiet z osteoporoza.

W 2008 r. podczas konferencji Miedzynarodowej Grupy Badawczej Stopy
Cukrzycowej (DFSG — Diabetic Foot Study Group) Edmonds 1 wsp.[372] przed-
stawiali wyniki analizy pozioméw OPG u chorych z neuropatig cukrzycowg i
bez tego powiktania. Stezenie OPG w surowicy krwi pacjentéw z cukrzyca typu
1 i 2 oraz neuropatig byly istotnie wyzsze niz w grupie osoéb bez neuropatii —
odpowiednio 5,1 (3,8-6,1) pmol/l i 3,9 (3,0-4,9) pmol/l oraz w grupie kontrolnej
0s6b zdrowych 2,9 (2,6-3,8) pmol/l. Ponadto poziomy OPG istotnie korelowaty
z kalcyfikacja naczyn oceniang na podstawie radiograméw. Podczas tego same-
go spotkania prezentowano wyniki oznaczenia poziomow OPG w odniesieniu do
polimorfizméw genu tej cytokiny u chorych na cukrzyce z obecnoscig neuro-
osteoartropatii i bez tego powiktania [373]. W powyzszym badaniu nie stwier-
dzono istotnego zwigzku pomiedzy wariantami genetycznymi OPG oraz pozio-
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mem osteoprotegeryny w surowicy krwi a cukrzyca z CN lub bez tego powikta-
nia.

Hipoteza o mozliwej roli ukladu OPG/RANKL/RANK w rozwoju neuro-
osteoartropatii Charcota oparta jest na znajomos$ci faktu udziatu tych samych
cytokin w osteolizie oraz procesie kalcyfikacji naczyn, ktory czesto towarzyszy
neuropatii a neuroosteoartropatii w prawie wszystkich przypadkach [118].

Polimorfizm genu OPG czy RANKL zlokalizowany w rejonie promotora
mogtby wptywaé na ekspresje genu a w konsekwencji na stezenie tych cytokin
w surowicy krwi.

W analizowanej w niniejszej pracy populacji sredni poziom osteoprotegery-
ny w surowicy krwi byt znamiennie wyzszy w grupie 0osob z neuroosteoartropa-
tig (CN) i neuropatig (N) (wynosit odpowiednio 6,6+3,0 pmol/l i 6,3+1,7 pmol/l)
w poroéwnaniu z chorymi na cukrzyce bez neuropatii (D) (4,8 £2,4 pmol/l). Dane
te w odniesieniu do grupy z neuropatia sg zgodne z wynikami Edmondsa oma-
wianymi wyzej. Roznica w $rednim stezeniu tej cytokiny pomiedzy grupg CN i
N nie byla istotna statystycznie. Wysokie st¢zenia osteoprotegeryny — cytokiny o
potencjalnym ochronnym dziataniu w stosunku do tkanki kostnej — w populacji
chorych z neuroosteoartropatig, ktorej zawsze towarzyszy osteopenia mozna
thumaczy¢ mechanizmem kompensacyjnym. Jego celem byloby ograniczenie
osteolizy wywotanej przez RANKL. Mozna s3dzié, ze przyczyng braku skutecz-
nosci takiego mechanizmu mogtby by¢ polimorfizm genu OPG i zwigzane z nim
zaburzenia funkcjonowania produktu biatkowego tego genu - obnizenie aktyw-
nos$ci osteoprotegeryny w stosunku do prawidlowej formy tej cytokiny.

Poziom RANKL byt najnizszy w grupie pacjentdw z neuroosteoartropatig
(CN) 1 w grupie chorych na cukrzyce bez neuropatii (D) (odpowiednio 0,38+0,9
pmol/l1i 0,50+0,44 pmol/l) natomiast w grupie z neuropatig (N) byt najwyzszy —
2,6£1,8 pmol/l. Wynik ten jest zaskakujacy. Teoretycznie podwyzszony poziom
RANKL w neuropatii mozna by wigza¢ z utrata neuropeptydow w sytuacji
uszkodzenia i obumierania neuronéw. Niektore z nich np. peptyd zwigzany z
genem kalcytoniny (CGRP — calcitonine gene related polipeptide) powoduja
zmniejszenie ekspresji genu RANKL [183,258]. Wowczas jednak podwyzszone-
go poziomu RANKL nalezatoby si¢ spodziewac rowniez w grupie osob z neuro-
osteoartropatig (CN), jednak w tej grupie poziom RANKLw surowicy krwi byt
nizszy — by¢ moze czgsciowo na skutek dziatania OPG. W tej sytuacji mozna by
rozwazac istnienie swego rodzaju rozkojarzenia mechanizmu wspoldziatania
cytokin osi OPG/RANKL/RANK u pacjentdw z neuropatia.
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Nybo i1 wsp.[374] oceniali zwigzek poziomu OPG z wystepowaniem neuro-
patii u chorych na cukrzyce typu 1 i 2. W cukrzycy typu 2 stezenie OPG byto
wyzsze W grupie z neuropatig 1 wykazywat zwigzek z wystegpowaniem tego po-
wiktania, jednak w modelu regresji wieloczynnikowej zwigzek ten zanikal, po-
dobnie jak w przypadku cukrzycy typu 1. Dotychczas nie opublikowano jeszcze
zadnych prac w ktorych oceniano by poziom RANKL u chorych z neuropatig
cukrzycows, tak wigc zagadnienie to wymaga dalszych badan na wigkszych
grupach chorych.

7.5. Omowienie i dyskusja dotyczaca pozioméw OPG i RANKL w
surowicy krwi i polimorfizmow genow tych cytokin

Kolejnym etapem analizy byla ocena wplywu poszczegdlnych polimorfi-
zmow gendw OPG i RANKL na poziom tych cytokin w surowicy krwi. Zagad-
nienie to dotyczy¢ moze szczegodlnie polimorfizméw zlokalizowanych w rejonie
promotora, ktdore moga mie¢ potencjalny wptyw na ekspresje genu.

W calej analizowanej grupie chorych, w przypadku osteoprotegeryny zaob-
serwowano istotng roznice w stezeniu tej cytokiny w odniesieniu do poszczego6l-
nych genotypoéw polimorfizmu 245T>G. Stwierdzono istotnie wyzszy poziom
OPG w przypadku wystgpowania genotypu heterozygotycznego TG (7,5+2,1
pmol/l) w poréwnaniu z genotypem homozygotycznym TT (5,84+2,6 pmol/l)
(p=0,043). Dla polimorfizmu 1217C>T genu osteoprotegeryny genotyp C/T
wigzal si¢ z wyzszym stezeniem tej cytokiny (p=0,045). Nie obserwowano istot-
nych roéznic w stezeniu osteoprotegeryny w osoczu dla zadnego z genotypow
polimorfizméw genu RANKL natomiast $redni poziom osteoprotegeryny byt
wyzszy u pacjentow z genotypem C/T polimorfizmu 421C>T (p=0,047) genu
RANK. Analiza wariancji w poszczeg6élnych grupach pacjentow wykazata zalez-
no$¢ pomigdzy wystepowaniem polimorfizmu 245 T>G a poziomem OPG w
grupie neuropatii (N) (p=0,015), pomiedzy poziomem OPG a polimorfizmem
950T>C w grupie 0sob z neuroosteoartropatiag (CN) (p=0,033), poziomem oste-
oprotegeryny a polimorfizmem 1217C>T w grupie pacjentéw z neuropatig (N)
(p=0,0448) oraz poziomem RANKL i polimorfizmem 421 C>T réwniez w gru-
pie chorych neuropatig (N) (p=0,042). Tak wigc zalezno$¢ poziomu biatka od
genotypu jest najlepiej widoczna w grupie 0sob z neuropatia.
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7.6. Podsumowanie

W niniejszej pracy analizowano pig¢ polimorfizmowi genu OPG, trzy poli-
morfizmy genu RANKL oraz dwa polimorfizmy genu RANK w populacji pol-
skiej 0sob chorych na cukrzyce podzielonych na trzy grupy: pacjentdw z neuro-
osteoartropatia (CN), chorych z neuropatia bez neuroosteoartropatii (N) oraz
pacjentéw tylko z cukrzyca, nie obcigzonych neuropatig (D). Badaniami objeto
rowniez grupe kontrolng (C). Wyniki badan potwierdzaja hipoteze dotyczaca
roli polimorfizmu genow triady OPG/RANKL/RANK w rozwoju neuroosteoar-
tropatii Charcota. Szczegdtowa analiza wykazata statystycznie istotng rdéznice w
czestoSci wystgpowania poszczegélnych genotypow polimorfizmu 245T>G
genu OPG pomigdzy grupa z neuroosteoartropatiag Charcota a grupa pacjentow z
neuropatig bez neuroosteoartropatii. Wykazano zwigzek tego polimorfizmu z
neuroosteoartropatig Charcota — obserwowano dodatnig korelacje genotypu TT z
wystepowaniem tego powiklania.

Podobnie jak we wczesniejszych naszych badaniach w analizowanej popula-
cji obserwowano znamienne roéznice w czestosci wystgpowania polimorfizmu
1181G>C genu OPG pomigdzy grupa pacjentOw z neuroosteoartropatia a grupa
kontrolng. W oparciu o uzyskane wyniki wydaje si¢, ze polimorfizm ten moze
spelnia¢ kryteria potencjalnego markera neuroosteoartropatii, charakterystycz-
nego tylko dla tego powiktania. Rowniez polimorfizm 6890 A>C genu OPG
mozna rozwaza¢ jako marker roznicujacy grupe pacjentdOw z ryzykiem rozwoju
neuroosteoartropatii Charcota w populacji 0sob chorych na cukrzyce. Nie po-
twierdzono natomiast wcze$niejszej obserwacji korelacji polimorfizmu
1217C>T genu OPG z wystgpowaniem neuroosteoartropatii Charcota.

Wsrdd polimorfizméw gendw pozostatych cytokin polimorfizm 421C>T ge-
nu RANK mozna bra¢ pod uwage jako marker, ktory roznicuje pacjentdw z ry-
zykiem rozwoju neuroosteoartropatii Charcota wsréd chorych na cukrzyce.
Ponadto przeprowadzone analizy wskazujg na potencjalng mozliwo$¢ zastoso-
wania polimorfizmow genu OPG.:245T>G, 950T>C, 1217C>T, polimorfizmow
genu RANKL 643C>T oraz polimorfizmu genu RANK 575C>T jako markerow
neuropatii. Dwa spo$rod analizowanych polimorfizméw genu RANKL 643C>T i
693G>C oraz OPG 6890A>C moglty by by¢ brane pod uwage jako markery
cukrzycy. Analiza sprzgzen wykazata silng kosegregacje dwoch par polimorfi-
zméw genu OPG-950T>C i 1181G>C oraz 245T>G i 1217C>T wsrod pacjen-
tow z neuroosteoartropatig- w grupie kontrolnej relacja ta jest znacznie stabsza.
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W przypadku polimorfizmoéw genu RANK obserwowano roznice w kosegre-
gacji dwoch analizowanych polimorfizméw w grupie pacjentéw z neuropatiag w
poréwnaniu z grupa kontrolng.

Stwierdzone roznice w nierownowadze sprzezen polimorfizmow genu oste-
oprotegeryny oraz genu RANK pomig¢dzy badanymi grupami chorych a grupa
kontrolng wskazuja na rol¢ zmian na poziomie DNA w rozwoju neuroosteoar-
tropatii Charcota w badanej grupie chorych.

Przeprowadzone badania mimo ograniczonej liczby pacjentdw oraz analizy
jedynie kilku wybranych loci polimorficznych, mogg przyczyni¢ si¢ do petniej-
szego poznania molekularnych zmian istotnych dla zachorowania na neurooste-
oartropati¢ Charcota. W celu doktadnej analizy wplywu czynnikow genetycz-
nych wskazane byloby przeprowadzenie badan genomowych, ktére obejmowa-
lyby zrdéznicowane etnicznie populacje chorych. Ponadto nalezatoby wykonac
szczegotowe badania dotyczace wplywu polimorfizmu gendéw na strukturg i
funkcje OPG. Identyfikacja wariantow genowych odpowiedzialnych za rozwdj
neuroosteoartropatii oraz majacych wptyw na ekspresje¢ osteoprotegryny lub tez
pozostatych cytokin triady OPG/RANKL/RANK umozliwitaby wczesng identy-
fikacje pacjentéw narazonych na rozwoj tego powiklania a takze celowang tera-
pie.

Analiza stgzenia osteoprotegeryny i RANKL w badanych grupach chorych
wykazata, ze $redni poziom OPG byt najwyzszy w grupie pacjentow z neuro-
osteoartropatia co moze $wiadczy¢ o nieskutecznym mechanizmie kompensa-
cyjnym. Natomiast najwyzsze $rednie stezenie RANKL cechowato grupe pa-
cjentdw z neuropatig — przyczyna tego zjawiska pozostaje niewyjasniona.

W odniesieniu do innych czynnikow majacych zwigzek z rozwojem neuro-
osteoartropatii Charcota stwierdzono korelacj¢ wieku, czasu trwania cukrzycy
oraz wystepowania retinopatii z wystepowaniem tego powiktania.
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8.

WNIOSKI

1.

Uktad cytokin OPG/RANKL/RANK moze odgrywac role w etiopa-
togenezie neuroosteoartropatii  Charcota. Podwyzszony poziom
osteoprotegeryny obserwowany w grupie chorych z neuroosteoar-
tropatig oraz istotnie wyzszy w tej grupie stosunek Sredniego steze-
nia OPG/RANKL moze odzwierciedla¢ nieskutecznos¢ mechanizmu
kompensacyjnego majgcego zahamowaé proces niszczenia tkanki
kostne;j.

Niewyjasnione pozostaje zjawisko stwierdzonego wysokiego $red-
niego stezenia RANKL w grupie chorych z neuropatia — bylo ono
znamiennie wyzsze niz w pozostalych dwodch grupach. Moze to
wskazywa¢ na zaburzenia wspotdziatania cytokin  szlaku
OPG/RANKL/RANK w grupie chorych z neuropatiag. Zagadnienie
to wymaga dalszych badan.

Wyniki badan wydajg si¢ potwierdza¢ hipotez¢ odnosnie roli czyn-
nikow genetycznych w patogenezie neuroosteoartropatii Charcota.
W szczegdlnosci potwierdzono zwiazek wystgpowania wariantu ge-
netycznego 245T>G genu OPG z rozwojem neuroosteoartropatii i
dodatnig korelacj¢ genotypu TT z wystgpowaniem tego powiktania.
Polimorfizm 1181G>C genu OPG moze kandydowac¢ do roli poten-
cjalnego markera neuroosteoartropatii Charcota charakterystycznego
jedynie dla tego powiktania. Warianty genetyczne: 6890A>C genu
OPG oraz 412C>T genu RANK mogg by¢ brane pod uwage jako
markery rdznicujace osoby z podwyzszonym ryzykiem rozwoju neu-
roosteoartropatii w populacji pacjentow z cukrzyca.

Wyniki przeprowadzonych analiz wskazuja na potencjalng mozli-
wos¢ wykorzystania wariantow genetycznych: genu OPG: 245T>G,
950T>C, 1217C>T, genu RANKL 643C>T oraz genu RANK 575C>T
jako markeréw neuropatii, a takze polimorfizméw: genu RANKL
643C>T, 693G>C oraz OPG 6890A>C jako markerow cukrzycy.
Analiza zwigzku poszczeg6lnych badanych polimorfizmow z po-
ziomami cytokin OPG i RANKL wykazata, ze zalezno$¢ pomiedzy
poziomem biatka a genotypem byla najlepiej widoczna w grupie
chorych z neuropatia.

Analiza nieréwnowagi sprz¢zen badanych polimorfizmow wykazata
istnienie r6znic w nierdwnowadze sprzezen polimorfizmow genow
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OPG i RANK pomigdzy badanymi grupami a grupg kontrol-
ng.Wskazuje to, ze zmiany na poziomie DNA odgrywaja role w
rozwoju neuroosteoartropatii Charcota.

Do czynnikow mogacych mieé¢ potencjalny zwigzek z rozwojem
neuroosteoartropatii Charcota naleza: wiek chorych, czas trwania
cukrzycy oraz wystgpowanie retinopatii.
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10. STRESZCZENIE

Neuropatia jest jednym z najczesciej wystepujacych powiktan cukrzycy. U
niektorych chorych z obwodowg symetryczng dystalng polineuropatig dochodzi
do rozwoju neuroosteoartropatii Charcota — szczegodlnego zajecia procesem cho-
robowym uktadu kostnego stopy, powodujacego catkowita destrukcje tkanki
kostnej, dezorganizacj¢ stawow oraz aparatu wigzadtowego. Nasilona deforma-
cja konczyny, bedaca skutkiem neuroosteoartropatii, w polaczeniu z zanikiem
czucia bolu jest przyczyng powstawania owrzodzen, infekcji i w bardzo wielu
przypadkach prowadzi do koniecznosci amputacji konczyny. Ostra faza neuro-
osteoartropatii manifestuje si¢ triadg objawow pod postacig obrzeku, zaczerwie-
nienia, wzrostu ucieplenia zaj¢tej stopy. Utrzymujace si¢ zapalenie prowadzi do
nasilonej osteopenii, uszkodzen i ztaman, subluksacji, dyslokacji elementow
szkieletu stopy. Na skutek braku jasnych, klinicznych i radiologicznych, kryte-
riow diagnostycznych oraz obrazu klinicznego mogacego sugerowaé miedzy
innymi bakteryjny stan zapalny, wiele przypadkoéw neuroosteoartropatii Charco-
ta pozostaje przez dluzszy czas nierozpoznanych lub rozpoznanie jest op6znio-
ne. Sprzyja temu brak markerow laboratoryjnych pozwalajacych potwierdzi¢
rozpoznanie neuroosteoartropatii w jej ostrej fazie, nie ma rowniez mozliwosci
okreslenia, u ktorych pacjentow z neuropatig istnieje podwyzszone ryzyko roz-
woju tego powiktania. Przyczyny postawania stopy Charcota sa niejasne. Na
poczatku XXI wieku pojawity si¢ doniesienia, na podstawie ktorych sformuto-
wano tzw. ,.teori¢ zapalng”, ktora przywiazuje duza rolg patogenetyczng do to-
czgcego si¢ miejscowo procesu zapalnego (towarzyszacego procesowi gojenia
mikroztaman, do ktorych dochodzi w przebiegu neuroosteoartropatii) i nasilone-
go wytwarzania cytokin prozapalnych, takich jak interleukina-1p, TNF-a i inne.
Wydzielane cytokiny prozapalne prowadzg do wzrostu aktywno$ci niedawno
wykrytego szlaku metabolicznego, ktorego elementami sg osteoprotegeryna
OPG (osteoprotegerin), receptor aktywujacy jadrowy czynnik kappa B — RANK
(Receptor Activator of Nuclear Factor kB) oraz ligand dla RANK — RANKL
(Receptor Activator of Nuclear Factor kB Ligand). RANKL bierze udzial w
wigkszosci schorzen przebiegajacych z osteoliza, a zaburzenie wzajemnego sto-
sunku OPG/RANKL moze by¢ rowniez odpowiedzialne za osteopeni¢ w prze-
biegu neuroosteoartropatii. Jest to tym bardziej prawdopodobne Ze ten sam sys-
tem cytokin odpowiada za obserwowang, zwlaszcza w przebiegu neuroosteoar-
tropatii, kalcyfikacje naczyn. Do niewyjasnionych zagadnien zwigzanych z neu-
roosteoartropatig nalezy fakt wystepowania CN tylko u niektorych chorych z
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neuropatig. Ostatnie badania prowadzone w schorzeniach kosci przebiegajacych,
podobnie jak neuroosteoartropatia, z osteopenig sugeruja, ze przyczyng jest tutaj
udziat czynnikéw genetycznych zwigzanych z polimorfizmem genéw OPG i
RANKL. W dostepnym pismiennictwie znaleziono jedynie dwie prace, w ktorych
oceniano zwigzek wystgpowania polimorfizméw genu osteoprotegeryny z neu-
roosteoartropatia Charcota. W obu pracach stwierdzono istnienie zwigzku poli-
morfizméw genu OPG (1181G>C, zlokalizowanego w 1 eksonie i 245T>G w
regionie promotora — w przypadku pierwszej z nich oraz 1217C>T i 245T>G w
przypadku drugiej z prac) a wystgpowaniem CN. Jednak grupy chorych anali-
zowane w obu pracach byty niewielkie. Powyzsze obserwacje wskazujg na moz-
liwy udziat polimorfizméw gendéw OPG, RANKL i RANK w rozwoju osteopenii
w neuroosteoartropatii Charcota i staly si¢ podstawg do przeprowadzenia dal-
szych badan.

Zasadniczym celem niniejszej pracy byla proba oceny udziatu triady
OPG/RANKL/RANK oraz polimorfizmu genow OPG, RANKL i RANK w etio-
patogenezie neuroosteoartropatii Charcota. Ponadto analizowano rowniez wptyw
innych czynnikoéw na rozwdj tego powiktania.

Do badania wtaczono 139 osob chorych na cukrzyce, w tym 62 pacjentow z
neuroosteoartropatig Charcota (CN), 44 chorych z neuropatig bez neuroosteoar-
tropatii (N) oraz 33 chorych z cukrzyca bez neuropatii (D). Grupa kontrolna
liczyta 94 osoby.

U wszystkich uczestnikow badania analizowano: cz¢stos¢ wystgpowania po-
szczegdlnych polimorfizméw genow OPG: 245T>G (rs3134069) 950T>C
(rs2073617), 1181G>C  (rs2073618), 1217C>T (rs3102734) 6890A>C
(rs7844539), RANKL: 290C>T (1rs9525641), 643C>T (rs9533156), 693G>C
(rs9533155) i RANK: 421C>T (rs35211496), 575C>T (rs1805034), a w grupie
0sob chorych (CN, N i D) dodatkowo okreslano stezenie osteoprotegeryny i
RANKL w surowicy krwi, stopien wyrdéwnania cukrzycy (HbAlc), poziom
CRP, wystepowanie innych powiktan cukrzycy z grupy mikroangiopatii.

Analiza statystyczna nie wykazata istotnych réznic w $rednim wieku bada-
nych chorych i w grupie kontrolnej. Obserwowano znamienng réznice w $red-
nim wieku chorych pomigdzy grupami — chorzy w grupie CN byli mtodsi w
poréwnaniu z chorymi w pozostatych dwoch grupach. Sredni wskaznik masy
ciala nie roznit si¢ pomiedzy badanymi grupami chorych. Sredni poziom HbAlc
byt najwyzszy w grupie CN — byt on znamiennie wyzszy od poziomu HbAlc w
grupie D. Sredni czas trwania cukrzycy w grupie CN nie roznit sie istotnie od
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czasu trwania cukrzycy w pozostatych dwoch grupach chorych. Chorzy z CN

cechowali si¢ najwyzszym, w poroéwnaniu z pozostatymi grupami chorych, $red-

nim stezeniem CRP, stezenie to byto jednak tylko nieznacznie wyzsze od warto-

$ci prawidtowych. U chorych z CN czgéciej niz w pozostatych grupach pacjen-

tow wystepowaty inne powiktania z grupy mikroangiopatii — retinopatia i nefro-

patia. Sredni poziom osteorprotegeryny oraz stosunek OPG/RANKL byt naj-

wyzszy W grupie z neuroosteoartropatig (CN) za$ $rednie stezenie RANKL byto

najwyzsze w grupie pacjentéw z neuropatig (N).

Analiza wptywu czynnikow genetycznych dla wariantéw genowych genu

OPG wykazala istotne roznice w rozktadzie genotypow:

dla polimorfizmu 245T>G pomig¢dzy grupa chorych z neuroosteoar-
tropatig (CN) a grupa chorych z neuropatig (N) oraz pomiedzy grupa
z neuropatig (N) a grupa kontrolng (C),

dla polimorfizmu 950 T>C pomigdzy grupami: z neuroosteoartro-
patia (CN) i z neuropatig (N) a grupg kontrolng (C),

dla polimorfizmu 1181 G>C pomig¢dzy grupg z neuroosteoartropatia
(CN) a grupa kontrolng (C),

dla polimorfizmu 1217C>T pomigdzy grupa z neuropatia (N) a kon-
trolng (C),

dla polimorfizmu 6890A>C pomig¢dzy grupa z neuroosteoartropatia
(CN) a grupa chorych bez neuropatii (D) oraz pomiedzy grupa cho-
rych na cukrzyce bez neuropatii (D) a grupa kontrolng (C).

W przypadku wariantow genowych genu RANKL obserwowano istotne

roznice w rozktadzie genotypow:

dla polimorfizmu 643C>T pomig¢dzy grupami z neuroosteoartropatia
Charcota (CN) i grupg z neuropatig (N) a grupg chorych na cukrzyce
bez neuropatii (D) a takze pomigdzy grupa chorych na cukrzyce bez
neuropatii (D) a grupg kontrolng (C),

dla polimorfizmu 693G>C pomig¢dzy grupa bez neuropatii (D) a
grupg kontrolng (C).

Nie stwierdzono istotnych réznic w rozktadzie genotypow polimorfizmu

290C>T pomi¢dzy badanymi grupami.

Analizujac warianty genowe genu RANK :

dla polimorfizmu 421C>T stwierdzono istotng roznic¢ rozktadu ge-
notypoéw pomiedzy grupg z neuroosteoartropatia (CN) a grupg bez
neuropatii (D),
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— dla polimorfizmu 575C>T obserwowano roznicg¢ w czgstosci wyste-
powania genotypow pomi¢dzy grupa z neuropatig (N) a grupa kon-
trolng (C).

Analiza wariancji w poszczegolnych grupach pacjentéw wykazata istnie-
nie zalezno$ci pomiedzy wystepowaniem polimorfizmu 245 T>G genu OPG a
poziomem osteoprotegeryny w grupie neuropatii (N), polimorfizmem 950T>C
genu OPG a poziomem osteoprotegeryny w grupie osob z neuroosteoartropatia
(CN), polimorfizmem 1217C>T genu OPG a poziomem osteoprotegeryny w
grupie pacjentdOw z neuropatig (N) oraz polimorfizmem 421 C>T genu RANKL a
poziomem RANKL réowniez w grupie chorych neuropatig (N).

Analiza regresji logistycznej wykazata statystycznie istotny, niezalezny
zwigzek wieku chorych, czasu trwania cukrzycy, wystgpowania retinopatii, ge-
notypu TT z rozwojem neuroosteoartropatii Charcota.

Powyzsze wyniki staty si¢ podstawa do sformutowania nast¢pujacych wnio-
skow:

1. Uktad cytokin OPG/RANKL/RANK moze odgrywac role¢ w etiopa-
togenezie neuroosteoartropatii  Charcota. Podwyzszony poziom
osteoprotegeryny obserwowany w grupie chorych z neuroosteoar-
tropatig oraz istotnie wyzszy w tej grupie stosunek $Sredniego steze-
nia OPG/RANKL moze odzwierciedla¢ nieskutecznos¢ mechanizmu
kompensacyjnego majgcego zahamowaé proces niszczenia tkanki
kostne;j.

2. Niewyjasnione pozostaje zjawisko stwierdzonego wysokiego $red-
niego stezenia RANKL w grupie chorych z neuropatia — byto ono
znamiennie wyzsze niz w pozostalych dwodch grupach. Moze to
wskazywa¢ na zaburzenia wspotdziatania cytokin  szlaku
OPG/RANKL/RANK w grupie chorych z neuropatiag. Zagadnienie
to wymaga dalszych badan.

3. Wyniki badan wydajg si¢ potwierdza¢ hipotezg odnosnie roli czyn-
nikow genetycznych w patogenezie neuroosteoartropatii Charcota.
W szczegodlnosci potwierdzono zwiazek wystgpowania wariantu ge-
netycznego 245T>G genu OPG z rozwojem neuroosteoartropatii i
dodatnig korelacj¢ genotypu TT z wystgpowaniem tego powiktania.
Polimorfizm 1181G>C genu OPG moze kandydowac¢ do roli poten-
cjalnego markera neuroosteoartropatii Charcota charakterystycznego
jedynie dla tego powiktania. Warianty genetyczne: 6§890A>C genu
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OPG oraz 412C>T genu RANK moga by¢ brane pod uwage jako
markery rdznicujace osoby z podwyzszonym ryzykiem rozwoju neu-
roosteoartropatii w populacji pacjentdow z cukrzyca.

Wyniki przeprowadzonych analiz wskazuja na potencjalng mozli-
wo$¢ wykorzystania wariantow genetycznych: genu OPG: 245T>G,
950T>C, 1217C>T, genu RANKL 643C>T oraz genu RANK 575C>T
jako markeréw neuropatii, a takze polimorfizméw: genu RANKL
643C>T, 693G>C oraz OPG 6890A>C jako markerow cukrzycy.
Analiza zwigzku poszczegoélnych badanych polimorfizmoéw z po-
ziomami cytokin OPG i RANKL wykazata, ze zalezno$¢ pomiedzy
poziomem biatka a genotypem byla najlepiej widoczna w grupie
chorych z neuropatia.

Analiza nieréwnowagi sprz¢zen badanych polimorfizmow wykazata
istnienie réznic w nierdwnowadze sprzezen polimorfizmow genow
OPG i RANK pomigdzy badanymi grupami a grupa kontrol-
ng.Wskazuje to, ze zmiany na poziomie DNA odgrywaja role w
rozwoju neuroosteoartropatii Charcota.

Do czynnikow mogacych mie¢ potencjalny zwigzek z rozwojem
neuroosteoartropatii Charcota naleza: wiek chorych, czas trwania
cukrzycy oraz wystepowanie retinopatii.
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11. SUMMARY

Neuropathy is one of the most commonly occurring complications of diabe-
tes. Some patients with symmetrical distal neuropathy develop Charcot
neuroosteoarthropathy. It is a chronic and progressive condition affecting the
skeletal system of the foot, causing complete destruction of bones and disorgani-
zation of pedal joints and ligaments.

Gross foot deformity, as a result of neuropathic osteoarthropathy, combined
with loss of protective sensation, is the cause of ulcerations, infections, and in
many cases requires treatment by amputation of the limb. In its acute phase,
Charcot neuroosteoarthropathy manifests itself as a triad of symptoms: unilateral
oedema, reddening and local increase in temperature. In some cases, slight pain
is present, incommensurate to the extent of the observed changes. Persistent
inflammation leads to damage, fractures, subluxation and dislocation of skeletal
structures of the foot. Most authors emphasise that in many cases of Charcot
neuroosteoarthropathy the diagnosis may be delayed or never made; this is due
to the lack of explicit clinical and radiological criteria for diagnosis and because
clinical manifestations may mimic other conditions such as bacterial inflamma-
tion. Currently, there is no dependable marker test that would allow diagnosis of
Charcot neuroosteoarthropathy in its acute phase; furthermore it is not possible
to determine which patients affected by neuropathy are at greater risk of devel-
oping such complications.

The underlying causes of Charcot neuroosteopathy remain unclear. It is
known that an interaction of factors such as presence of diabetes, peripheral
neuropathy (both sensory and motor) and metabolic abnormalities affecting bone
(osteopenia), is key to the pathogenesis of the disease. At the beginning of the
21" century some reports emerged that gave basis to so called “inflammatory
theory”, which stressed the pathogenic importance of locally ongoing inflamma-
tion and increased expression of proinflammatory cytokines, including interleu-
kin-1B, TNF-a and others. Release of proinflammatory cytokines leads to in-
creased activity of the recently discovered metabolic pathway, consisting of
OPG (osteoprotegerin), RANK (Receptor Activator of Nuclear Factor kB) and a
ligand to RANK — RANKL (Receptor Activator of Nuclear Factor kB Ligand).
RANKL is involved in most diseases with accompanying osteolysis and disturb-
ance in OPG/RANKL ratio may also be responsible for osteopenia observed in
Charcot neuroosteoarthropathy. The same metabolic pathway is also responsible
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for vascular calcification observed in patients with Charcot neuroosteoarthro-
pathy.

Results of recent studies in diseases of skeletal system with underlying oste-
openia suggest the involvement of genetic factors associated with OPG and
RANKL genes polymorphisms.

So far, only two studies worldwide have evaluated the association between
the occurrence of OPG gene polymorphism and Charcot neuroosteoarthropathy.
Both have ascertained an association between the OPG gene polymorphism
(1181G>C located in the 1 exon and 245T>G in the promoter region in one of
the studies, and 1217C>T and 245G>T in the other) and the occurrence of Char-
cot neuroosteoarthropathy. However, the populations in both studies were small.
These observations suggest possible involvement of the OPG, RANKL and
RANK genes polymorphism in the development of osteopenia and vascular cal-
cification in Charcot neuroosteoarthropathy and became the ground for further
research.

Determination of dependable, repeatable genetic markers of Charcot neuro-
osteoarthropathy would help to distinguish patients who are at high risk of de-
veloping this condition, right after the diagnosis of diabetes is made. This would
allow effective prevention and avoidance of the serious consequences.

The primary intent of this study was to evaluate the role of
OPG/RANKL/RANK triad and osteoprotegerin, RANK and RANKL gene pol-
ymorphisms in aetiopathogenesis of Charcot neuroosteoarthropathy. The impact
of other factors on the progress of this complication was also analysed.

A total of 139 patients with diabetes including 62 patients with Charcot
neuroosteoarthropathy (CN), 44 patients with neuropathy without Charcot
neuroosteoarthropathy (N) and 33 patients with diabetes but without neuropathy
(D), were included in the study. The control group (C) consisted of 94 healthy
individuals.

In all participants, the frequency of specific OPG gene polymorphisms:
245T>G (rs3134069) 950T>C (rs2073617),1181G>C (rs2073618), 1217C>T
(rs3102734) 6890A>C (rs7844539) RANKL gene polymorphisms: 290C>T
(rs9525641), 643C>T (rs9533156), 693G>C (1s9533155) and RANKL gene
polymorphisms: 421C>T (rs35211496), 575C>T (rs1805034) occurrence was
analysed. Concentration levels of osteoprotegerin and RANKL, levels of HbAlc
(a marker for diabetic control) and CRP as well as occurrence of other
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microvascular complications of diabetes were additionally determined in the
patient (CN, N, and D) group.

No statistically significant differences in the mean age of subjects were
found between the patient group and the control group. Significant statistical
difference was found between the patients — those in the CN group were younger
than patients in the remaining groups. No significant difference in mean BMI
was found. Mean HbAcl was the highest in the CN group, it was significantly
higher than in the D group. Average duration of diabetes in the CN group was
not significantly different than in the other two groups. Patients with CN pre-
sented the highest mean CRP concentration levels of all the patient groups, alt-
hough only slightly above the normal range. Other microvascular complications,
such as retinopathy and nephropathy, occurred more frequently within the CN
patient group. The mean osteoprotegerin level and the OPG/RANKL ratio were
both highest in the CN group, whereas the highest mean RANKL level was ob-
served in patients with neuropathy (N).

Analysis of the influence of genetic factors for the OPG gene variants
showed significant differences in the distribution of genotypes: between the
Charcot neuroosteoarthropathy group (CN) and the neuropathy group (N), be-
tween the neuropathy group (N) and the control group (C) for 245T>G polymor-
phism; between the Charcot neuroosteoarthropathy (CN) and neuropathy (N)
groups and the control group (C) for 950 T>C polymorphism; between the Char-
cot neuroosteoarthropathy group (CN) and the control group (C) for 1181 G>C
polymorphism; between the neuropathy group (N) and the control group (C) for
1217C>T polymorphism; between the (CN) group and the group without neu-
ropathy (D) as well as between the (D) group and the control group (C) for the
6890A>C polymorphism.

As for the RANKL gene variants, significant differences were observed in
the distribution of genotype occurrence: between the Charcot
neuroosteoarthropathy (CN) and neuropathy (N) groups and the group without
neuropathy (D), also between the (D) group and the control group (C) for
643C>T polymorphism; between the group without neuropathy (D) and the con-
trol group (C) for 693G>C polymorphism. No significant differences were found
in the genotype distribution between the groups for 290C>T polymorphism.

As a result of the RANK gene variation analysis for 421C>T polymorphism,
significant difference in the genotype distribution was found between the Char-
cot neuroosteoarthropathy group (CN) and the group without neuropathy (D).
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Also, a significant difference in genotype occurrence between the neuropathy
group (N) and the control group (C) was observed for 575C>T polymorphism.

Analysis of variance performed in the respective patient groups indicated a
correlation between the 245 T>G OPG gene polymorphism and osteoprotegerin
level in the neuropathy group (N), the 950T>C OPG gene polymorphism and
osteoprotegerin level in the Charcot neuroosteoarthropathy group (CN),
1217C>T OPG gene polymorphism and osteoprotegerin level in the neuropathy
group (N), and the 421 C>T RANKL gene polymorphism and RANKL level,
also in the neuropathy group (N).

Logistic regression analysis showed a statistically significant, independent
correlation of age, duration of diabetes, occurrence of retinopathy and TT geno-
type with the development of Charcot neuroosteoarthropathy.

These results provided the basis for following conclusions:

1. OPG/RANKL/RANK cytokine triad may play a significant role in
the etiopathogenesis of Charcot neuroosteoarthropathy. Elevated
osteoprotegerin level and a significantly higher mean OPG/RANKL
ratio, both observed in the Charcot neuroosteoarthropathy group,
may reflect an ineffective compensation mechanism, intended to in-
hibit the process of bone destruction caused by RANKL activity.

2. High mean RANKL level in the group of patients with neuropathy,
remains unexplained. It may reflect a disturbance in the regulatory
mechanisms within OPG/RANKL/RANK pathway in this group of
patients. This finding requires further study.

3. The study results appear to confirm the hypothesis concerning the
role of genetic factors in the pathogenesis of Charcot
neuroosteoarthropathy. In particular correlation between 245T>G
genetic variant of the OPG gene with Charcot neuroosteoarthropathy
development and a positive correlation between the TT genotype
and the occurrence of this complication, both observed in earlier
studies in Polish population was confirmed. It appears, on basis of
the analyses performed, that the 1181G>C polymorphism of the
OPG gene that may be a potential marker of Charcot neuroosteo-
arthropathy, a marker specific to this complication alone. The
6890A>C polymorphism of the OPG gene and the 421C>T genetic
variant of the RANK gene may potentially be differentiating mark-



Summary 201

ers for patients with increased risk of Charcot neuroosteoarthropathy
within the population of diabetic patients.

Results of analyses suggest a possibility of using the 245T>G,
950T>C and 1217C>T genetic variants of the OPG gene, 643C>T
polymorphism of the RANKL gene and the 575C>T polyorphism of
the RANK gene as markers of neuropathy. 643C>T and 693G>C
polymorphism of the RANKL gene and 6890A>C polymorphism of
the OPG gene could potentially serve as markers of diabetes.
Analysis of the association between each of the tested polymor-
phisms and OPG and RANKL levels show the most distinctive cor-
relation between the protein level and the genotype occurred in the
group of patients with neuropathy.

Analysis of linkage disequilibrium of given polymorphisms revealed
linkage disequilibrium of OPG and RANK gene polymorphisms be-
tween the patients groups and the control group, suggesting a role of
changes occurring at DNA level in the development of Charcot
neuroosteoarthropathy.

Moreover, the analyses showed that patient age, duration of diabetes
and the occurrence of retinopathy are associated with the develop-
ment of Charcot neuroosteoarthropathy.
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12. ANEKS
12.1. Warianty polimorficzne genéw kodujacych triade
OPG/RANKL/RANK
Zmiany w se-
Wedlug kwencji wraz z Zmiana
Gen bazy NCBI pozycja (wg Zamiana sensu Potozenie
SNP(rs) danych opubli-
kowanych)

OPG 3134069 245T>G T>G - Promotor

OPG 2073617 950T>C T>C - Promotor

OPG 2073618 1181G>C G>C p-Asn3Lys Ekson 1

OPG 3102734 1217C>T C>T - Intron 1

OPG 7844539 6890A>C A->C - Intron 4
250 par zasad powyzej

RANKL | 9525641 290C>T C->T - startu transkrypcji
Promotor
ok. 1000 par zasad

RANKL | 9533156 643C>T C>T - powyzej startu tran-
skrypcji Promotor
ok. 1050 par zasad

RANKL | 9533155 693C>G C->G - powyzej startu tran-
skrypcji Promotor

RANKL | 2277438 - A>G - Intron 2

RANKL | 9594759 i ST ) 110 par zasad przed
genem

RANKL | 12585014 - A2>G - Promotor

RANKL | 7988338 - A2>G - Promotor

RANKL | 2148073 - C>G - Intron 2

RANKL | 12721445 - C->T p.Tyr188Ala Ekson 6

RANK | 35211496 421C>T C>T p.His141Tyr | Ekson 4

RANK | 1805034 575C>T C>T p.Alal92Val | Ekson 6
zlokalizowany na

OPG | 4355801 - A>G |- chromosomie 8 powy-
7€) genu osteoprotege-
ryny

RANKL | 346588 - C>T Intron 5

RANKL | 9562414 - A>G - Intron 7

RANKL | 633137 - A>G - Intron 7

RANKL | 346574 - C>T - Intron 7

RANK | 6567276 - C>T - Intron 9
Zlokalizowany ponizej

RANK 17665435 - A>T - senu RANK

RANK 12956925 - A>G - Intron 1

RANK | 8083511 - A>C - Intron 6

RANK | 9962159 - A2>G - Intron 1

RANK | 12458117 +34863G>A A>G - Intron 6
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Gen

Wedlug
bazy NCBI
SNP(rs)

Zmiany w se-
kwencji wraz z
pozycjg (wg
danych opubli-
kowanych)

Zmiana
sensu

Zamiana

Potozenie

RANK

+35928insdelC
(opisany w ten
sposob w litera-
turze po raz
pierwszy, brak
innych danych)

Intron 6

RANK

3018362

A>G |-

Zlokalizowany ponizej
genu RANK

12.2. Wystepowanie poszczegdélnych polimorfizméw genow OPG, RANKL i
RANK a stezenie OPG w osoczu w badanych grupach chorych (lacznie)

Poziom OPG dla réznych polimorfizmow

UST>G | T/T TG G/G Analizy statystyczne
(0=0,05)
OPG Srednia=5,8(22,6) | érednia=7,5(x2,1) |- (Poiedynezy
pomiar)
950T>C T/T T/C C/C
OPG $rednia=5,1(+2,2) | $rednia=6,2(+2,7) | $rednia=6,4(+2,6) | ANOVA F=2,5 p=0,09
1181G>C G/G G/C C/C
OPG $rednia=5,2(£2,0) | $rednia=6,2(+2,7) | $rednia=6,1(+2,6) | ANOVA F=1,3 p=0,27
1217C>T C/C C/T T/T
OPG - (pojedynczy drednia=7,4(+2,3) | $rednia=5,8(+2.5)
wynik)
6890A>C A/A A/C C/IC
OPG $rednia=6,1(+2,7) | $rednia=5,8(+2,3) | $rednia=6,1(+2,4) | ANOVA F=0,1 p=0,9
290C>T C/C C/T T/T
OPG $rednia=6,3(+2,6) | $rednia=6,8(+2,4) | $rednia=6,1(+2,9) | ANOVA F=0,4 p=0,7
643C>T C/C C/T T/T
OPG $rednia=6,1(+2,7) | $rednia=6,0(+2,5) | - ANOVA F=0,09 p=0,76
693G>C G/G G/C C/C
OPG $rednia=6,2(+2,7) | $rednia=5,8(+2,4) | $rednia=6,2(+2,8) | ANOVA F=0,3 p=0,7
421C>T C/C C/T T/T
OPG $rednia=5,9(+2,5) | $rednia=7,1(+2,7) | $rednia=4,3(+2,2)
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575C>T C/C C/T T/T
OPG Srednia=5,9(£2,6) | $rednia=6,3(£2,6) | $rednia=5,7(£2,6) | ANOVA F=0,6 p=0,6

Poziom RANKL dla réznych polimorfizmow

Analizy statystyczne

245T>G | T/T T/G GIG (=0.08)
)
srednia=1,1(£1,5) | $rednia=2,2(+2,1) - (pojedyncz
RANKL | mediana=0,4(0- | mediana=1,7(0,07- 011)11 Jar)y y -
53) 6.5) pomt
950T>C | T/T T/C c/c
$rednia=1,1(£1,4) | $rednia=1,3(+1,6) | $rednia=1,4(£1,9) .
RANKL | mediana=0,5(0- | mediana=0,5(0- | mediana=0,3(0- E‘fg) IgfgSka:'g';V allisa:
4.7) 53) 6.5) SUPT
1181G>C | G/G G/C c/C
$rednia=3,9(+2,1) | $rednia=3,8(£2,2) | srednia=3,6(x1,9) P
RANKL | mediana=0,07(0- | mediana=0,6(0- | mediana=0,5(0- Tejélg;”Skala'Walhsa'H 4.8
2,5) 6,5) 5,3) P
1217C>T | C/IC /T /T
. §rednia=4,6(+2,5) | $rednia=3,6(%2,0) LT
RANKL | - (Pojedynezy mediana=1,2(0,05- | mediana=0,4(0- | Lo5t Kruskala-Wallisa: H=3.8
pomiar) 6.5) 5.3) p =0,05
6890A>C | A/A A/C c/C
$rednia=3,9(+2,1) | $rednia=3,3(=1,8) | $rednia=2,6(£1,9) e T
RANKL | mediana=0,2(0- | mediana=1,4(0- | mediana=1,1(0,6- Tejé‘;mka'a'wa"‘saﬂ 3.6
6.5) 53) 1.8) P
290C>T | C/C C/T TT
$rednia=3,9(+2,4) | $rednia=3,6(=1,9) | srednia=3,9(£2,1) T
RANKL mediana=0,5(0- mediana=0,3(0- mediana=0,6(0- Te:sélg(ruskala—Walhsa. H=0,3
4.9) 6.5) 53) P
643C>T | C/C /T T/T
srednia=3,9(£2,4) | $rednia=3,7(+1,9) . T
RANKL | mediana=0,5(0- mediana=0,4(0- - (p Oi"lf)d ynezy Te:sélg(ruskala—Walhsa. H=0,2
6.,5) 4,9) wyn P
693G>C | G/G G/C c/C
$rednia=4,1(£2,4) | $rednia=3,5(+1,9) | $rednia=3,8(£1,9) P
RANKL | mediana=04(0- | mediana=0,3(0- | mediana=0,6(0- Tejélngkala'Walhsa'H 0.2
4,9) 6,5) 5,3) P
421C>T | C/C /T T/T
$rednia=3,8(+2,0) | $rednia=3,5(£2,1) | $rednia=3,9(£2,7) : T
RANKL | mediana=0,6(0- | mediana=0,2 (0- | mediana=0,01(0- Tif)tszSkala Wallisa: H=3,0
6.5) 3.7) 3.8) i
575C>T | C/C C/T /T
§rednia=3,8(+2,2) | $rednia=4,1(£1,9) | $rednia=3,2(£2,1) o T
RANKL | mediana=0.2(0- | mediana=04(0- | mediana=0,8(0- | Lost Kruskala-Wallisa: H=0,3

6.5)

5.3)

5.3)

p=09
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