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Geneticky vyskum osteoporozy:
moznosti a experimentalne vychodiska
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SUHRN

Omelka R., Martiniakovd M., Zofkova L: Geneticky vyskum osteoporézy: moznosti a experimentalne vychodisk4

Vyskum genetickej podmienenosti osteoporézy predstavuje perspektivnu a rychlo sa rozvijajucu oblast genetiky Iudskych chorob.
Osteoporoza je charakterizovana multifaktorialnou etioldgiou. Z doterajsich studii vyplyva, Ze viaceré ukazovatele (rizikové faktory)
osteoporozy su geneticky podmienené vratane hustoty kostného mineralu (BMD). Gény, resp. lokusy (QTL) ovplyviiujuce patogenézu
osteoporozy je mozné odhalit pomocou vidzbovych $tudii v ramci rodin a stirodeneckych parov, alebo na zaklade asocia¢nych analyz
kandidatskych génov v ramci populacie. V niektorych pripadoch sa na vizbové studie vyhodne vyuzivaju modelové organizmy. Neza-
stupitelné miesto v detekcii genetickej variability zastavaju metody molekularnej biologie. Popri ,klasickych® postupoch, ktoré su za-
lozené na pouziti $pecifickych sond alebo polymerazovej retazovej reakcii (PCR), sa do popredia dostavaji nové metody, najmia DNA
Cipy a realtime PCR, ktoré umoziuja aj analyzu génovej expresie. Predovietkym ¢ipova analyza predstavuje perspektivny pristup v ge-
netickom vyskume multifaktorialnych ochoreni. Nové molekuldrno-biologické metody v sucasnosti poskytujui ovela vicsie moznosti
pre vytvorenie komplexného pohladu na genetickti podmienenost osteoporozy, ako kedykolvek predtym, ¢o by v buducnosti mohlo
viest k ovela $ir§im moZnostiam jej liecby.
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SUMMARY

Omelka R., Martiniakova M., Zofkové I.: Genetic research in osteoporosis: perspectives and experimental bases

Research into the genetic determination of osteoporosis represents a perspective and rapidly developing area of human disease gene-
tics. Osteoporosis is characterized by a multifactorial etiology. The previous studies suggest that numerous markers of osteoporosis,
including bone mineral density (BMD), are genetically determined. Genes or loci (QTL) affecting the pathogenesis of osteoporosis may
be detected by linkage studies within families and sibling pairs or by association analyses of candidate genes within a population. In
some cases, the linkage studies conveniently use model organisms. In genetic variability detection, molecular biology methods are ir-
replaceable. In addition to ,traditional® procedures based on the use of specific probes or polymerase chain reaction (PCR), new met-
hods have come to the fore, mainly DNA chips and real-time PCR, also enabling gene expression analysis. The chip analysis in parti-
cular represents a promising approach to genetic research on multifactorial diseases. More than ever before, the current new molecular
biology methods provide a much higher potential for creating a complex view of the genetic determination of osteoporosis which may
significantly enhance the future therapeutic options.
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Uvod 50-90 % variability BMD je moZné pripisal genetickym

Osteoporéza je spolocensky najzavaznejsie ochorenie po-
hybového aparatu. Vyznacuje sa multifaktoridlnou etiold-
giou, t. j. na jej vznik a priebeh majui vplyv genetické i ne-
genetické faktory. Kym S$tidium negenetickych faktorov
(vek, vyZziva, faj¢enie, alkoholizmus, telesné cvicenie, chro-
nické ochorenia apod.) vo vzfahu k osteopordze prebieha uz
desafrocia, geneticky a molekuldrno-biologicky vyskum to-
hoto ochorenia je relativne novy. Z genealogického, geme-
lologického a molekuldrno-genetického vyskumu vyplyva,
Ze viaceré rizikové faktory osteopordzy su dedi¢né. Vyraz-
ne geneticky podmienena je napriklad hustota kostného mi-
nerdlu (bone mineral density — BMD), hodnota heritability
BMD sa pohybuje medzi 0,5-0,9 [1,2]. To znamend, Ze azZ

faktorom, kym 10-50 % variability sposobuje vplyv pro-
stredia. Geneticky podmienené su aj dalSie ukazovatele,
spojené s osteoporézou a rizikom fraktdr, napriklad geo-
metria krcka femuru [1], biochemické markery kostného
obratu [3] alebo BMI [4]. Heritabilita samotnych fraktir je
zavisld od veku (so zvysujicim sa vekom klesd), do 65. ro-
ku sa pohybuje v rozmedzi od 0,27-0,65 [5,6].

Genetické faktory maji polygénny charakter, ¢ize pozo-
stavaji z velkého poctu tzv. génov malého dcinku, ktoré
nemaju dostatocne velky efekt na vyvolanie velkych, kvali-
tativnych rozdielov medzi jedincami. Naopak, variabilita
v niekolkych, pripadne mnohych génoch malého ucéinku
spoloéne spdsobuje kontinudlnu (kvantitativnu) variabilitu
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v danom znaku medzi jedincami. Odhalend variabilitu
v DNA so zndmou dedi¢nostou, asociovant s istym fenoty-
pom (napriklad ochorenie) je mozné vyuZzif na predikciu
vzniku tohto ochorenia. Uvedenu variabilitu v DNA potom

Obr. 1
Vyuzitie sond pri detekcii polymorfizmov. Po izolacii DNA
napriklad z krvi (a) sa nukleova kyselina enzymaticky
Stiepi (b), nasledne separuje elektroforeticky (c), jednotlivé
fragmenty sa prenesl na membranu (d), membrana sa
inkubuje s prislusnou sondou (e) a miesta hybridizacie
sa napokon vizualizuja (f). V ramc¢ekoch je znazornena
molekularna Groven jednotlivych procesov.
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Obr. 2
Schéma polymerazovej retazovej reakcie (PCR). VSetky
komponenty reakcie sa zmie$ajd v skimavke a umiestnia
v programovatelnom pristroji — termocykleri (a), kde sa
cyklicky striedaju denaturacia DNA, hybridizacia primerov (b)
a polymerizacia (c). Vysledkom reakcie s miliony képii na-
syntetizovaného Gseku DNA (d).

Mg2+
v
(=
—
A
r A
XOOAK
vb
XK — — XX > 30-40x
C
SXOOK XOOXAK

nazyvame geneticky marker. Oblasti chromozdémov, ktoré
obsahuju gény, resp. lokusy pre kvantitativne znaky sa ozna-
¢uju QTL (Quantitative Trait Loci).

Hladanie QTL a génov ovplyvilujicich vznik osteo-
porézy

Gény, resp. lokusy ovplyviiujice patogenézu polygénne
zaloZzenych ochoreni ako osteoporédza, je mozné odhalif po-
mocou vizbovych $tidif v rdmci rodin a stirodeneckych pé-
rov, alebo na zdklade asociaénych analyz v rdmci populécie.
V niektorych pripadoch sa na vizbové stidie vyhodne vyu-
Zivaji modelové organizmy (napriklad inbredné linie mysi).

Aplikdcia vdzbovej analyzy si vyzaduje existenciu tzv. re-
feren¢nych rodin (zndme a informativne rodokmene, siro-
denecké pary) s rozdielmi v danom znaku. Tito metdda je
tspeSnd najmé pri identifikdcii génov, zodpovednych za
monogénové ochorenia kosti, napriklad osteopetrosis [7].
Na druhej strane sa vyuZiva aj pri hfadani QTL, ¢iZe v su-
vislosti s kvantitativnymi znakmi [8]. V takomto pripade sa
stanovia rozdiely v genotypoch Tahko detegovatelnych
DNA markerov a Studuje sa sila genetickej vdzby medzi jed-
notlivymi markermi v rdmci QTL alebo miera segregicie
fenotypu (napriklad BMD) s jednotlivymi markermi (LOD
score). K najdolezitejSim a najviac pouzivanym markerom
pre vidzbovu analyzu patria mikrosatelity — opakujice sa se-
kvencie s dizkou 2 a7 6 nukleotidov, ktoré st v idedlnom
pripade roztrisené po celom genéme priblizne v 10 cM in-
tervaloch. Podobne je mozZné vyuZif aj minisatelity, tvorené
sekvenciou s vi¢S§im poctom nukleotidov (10—100), ktoré sa
tandemovo opakuju. Tieto sekvencie sa tak casto oznacuju
VNTR (Variable Number of Tandem Repeats). NajnovSie sa
vo védzbovych analyzach zacali vyuZivat jednonukleotidové
polymorfizmy (Single Nucleotide Polymorphism, SNP), ¢i-
Ze zameny jedného nukleotidu. SNP sa v genéme vyskytuji
velmi ¢asto — mozno ich ndjst v priemere kazdych 100-300
nukleotidov. Vysledky s pouzitim SNP naznacuju, Ze tento
typ DNA markerov by mohol byt efektivnejsi ako mikrosa-
telity [9]. Vizbova analyza za optimalnych podmienok za-
hifla stovky testovanych jedincov a stovky DNA markerov.
Umozilyje identifikovat vSetky lokusy s vyraznym vplyvom
na Studovanu vlastnost bez ohl'adu na to, ¢i je ich existencia
vopred zndma, nedokdZe vSak identifikovat jednotlivé gény.
Pri analyze kvantitativnych znakov ma vizbova analyza isté
obmedzenia, najmi nizku citlivost pre identifik4ciu prislus-
nych QTL a vysSiu pravdepodobnost ziskania faloSne nega-
tivnych vysledkov [37]. Dalsiu nevyhodu predstavuje limi-
tovany pocet vhodnych referenénych rodin.

Prvotné vizbové analyzy boli zamerané predovsetkym na
hladanie QTL pre BMD ako najexaktnejSie meratelného
komponentu v sdvislosti so vznikom osteopordzy. Prislusné
QTL boli odhalené takmer na vSetkych chromozémoch
s vynimkou chromozému Y [10-13]. Neskor sa zistili QTL
aj pre iné ukazovatele napriklad dizku kosti na chromo-
zomoch 4p, 4q, 5q, 17q, 19p [14], alebo koncentriciu osteo-
kalcinu na chromozémoch 16q, 20q [15]. Doposial su
zndme udaje z viac ako dvadsiatich vdzbovych analyz,
v ktorych bolo odhalenych viac ako 60 QTL, ovplyviiujui-
cich vznik osteopordzy [16,17]. Dvadsat QTL bolo opako-
vane potvrdenych minimdlne v dvoch analyzach: 1p36,
1q21-24, 2p21-24, 2q33-37, 3q12-26, 4p15-16, 4q31-34,
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5q33-35, 6p21, 8q24, 10926, 11q23-24, 12q23-24, 13q31-34,
14q12-24, 14q31-32, 16p13, 17pl1-13, 19p13—ql3, 21q22.
Niektoré QTL vykazovali zavislost od pohlavia [8,18]. Na-
pokon rozsiahla metaanalyza, zahfiiajuca vysledky devia-
tich vazbovych $tadii (spolu takmer 12 000 jedincov), po-
tvrdila QTL pre BMD na chromozémoch 1, 3, 5, 9, 11, 12,
14, 17 a na rozdiel od predchddzajicich Stadii aj na chro-
mozéme 18 [19].

VyuZitie experimentdlnych zvierat ako genetickych mo-
delov pri Stidiu genetickej podmienenosti osteopordzy so
sebou prindsa niektoré vyhody. Umoziuje pripravu lini{
s vyraznymi rozdielmi v sledovanom znaku a ndslednu rea-
lizaciu kriZzenia v rdmci védzbovej analyzy. Nespornd vyho-
du predstavuje dostatocné mnozstvo jedincov, genetickd
homogenita a tiez elimindcia variability vo faktoroch prost-
redia. Na druhej strane aplikdcia vysledkov, ziskanych na
modelovych organizmoch, v genetike ¢loveka moZe byt viac
¢i menej limitovand. NajCastejSie vyuZivanym experimental-
nym zvierafom pre vizbovu analyzu v stvislosti s genetic-
kou podmienenosfou osteoporézy je mys, ktorej gendm
vykazuje 75 % homolégiu s Tudskym genémom [17]. Na
krizenie sa vyuzivaji inbredné linie mysi, vyrazne sa odli-
Sujuce v sledovanom znaku (napriklad myS$i s vysokou
BMD a mysi s nizkou BMD). KriZenim takychto linii vzni-
ka F1 generdcia, ktord sa nasledne spétne krizi s niektorym
z rodicov alebo medzi sebou do F2 generécie s vysokou va-
riabilitou sledovaného znaku [20]. Uskuto¢nenim vidzbovej
analyzy pri kriZzencoch je mozné odhalif prislusné QTL
a porovnat ich s homologickymi oblastami gendmu ¢loveka.

Doposial najviac vidzbovych analyz odhalilo QTL pre
BMD [21,22]. V jednom pripade boli vysledky zvlast po-
vzbudzujice, vzhladom na objav Alox15 génu v jednom
QTL [23,24]. Neskor boli identifikované aj QTL pre Struk-
turdlne ukazovatele kosti, dizku kosti, mechanické vlastnos-
ti a biochemické markery [25,26].

Asociaénd analyza zahffia Stddium tzv. kandidatskych gé-
nov, u ktorych sa na zaklade poznatkov z fyzioldgie ¢love-
ka, pripadne inych vednych odborov, predpoklada vplyv na
dany znak a v pripade odhalenia polymorfizmu sa zisfuje
jeho podiel na variabilite znaku. Funkéné zmeny mozu za-
hffiat napriklad sekven¢nd variabilitu v exénovej oblasti,
vedicu k zmene aminokyselinového zloZenia proteinu. Ge-
netickd variabilita (polymorfizmus) v 5' oblasti génu moze
spdsobif rozdiely v expresii génu, ktoré sa prejavia nizSou
intenzitou transkripcie a teda nizZ$im poctom molekul vzni-
kajicej mRNA. Podobny vplyv mdézZu maf polymorfizmy
v 3' oblasti génu, vedice k rozdielom v degradicii mRNA.
Pri vys$sej intenzite degradacie sa pocet molekil mRNA zni-
Zuje. Asociand analyza umoziluje hodnotenie vicSieho
poctu jedincov a tym poskytuje Statisticky spolahlivejsie vy-
sledky. Vyhodou je aj jednoduché uskuto¢nenie experimen-
tu, resp. vyuzitie rychlych a relativne jednoduchych metéd.
Na druhej strane je potrebny starostlivy vyber jedincov
a pouzitych Statistickych metdd. Nevyhodu predstavuje
najmad variabilita vo faktoroch prostredia (napriklad vyZziva),
genetickd heterogenita a Castokrdt, najmd v podmienkach
,,malych* vyskumov, pocetne limitovany stbor.

V suvislosti s osteopor6zou bolo doposial testované
mnozstvo kandidatskych génov v rdéznych populaciach, pre-
dovSetkym vo vztahu k BMD a riziku fraktdr. Vyskum sa

Obr. 3
Detekcia dizkového polymorfizmu pomocou metéd PCR
a elektroforézy. Usek DNA s polymorfizmom sa namnozi
pomocou PCR a produkty PCR sa nasledne separujd
elektroforeticky. R6zne genotypy sa odliSuja velkostou
fragmentov (vzdialenostou od Startu elektroforézy).

Clovek 1 Clovek 2

TGCCTATATACGTAG TGCCTATATATATATATACGTAG

PCR

~~

elektroforéza

Obr. 4
Detekcia bodového polymorfizmu pomocou metéd PCR,
RFLP a elektroforézy. Usek DNA s polymorfizmom sa
namnozi pomocou PCR, produkty PCR sa nasledne Stiepia
restrikcnym enzymom a separuju elektroforeticky. Vzhladom
na pritomnost Stiepneho miesta v pripade jedného
genotypu a jeho nepritomnost v pripade druhého genotypu,
vznikaju rézne velké fragmenty DNA. Jednotlivé genotypy
sa potom odliSuju velkostou fragmentov (vzdialenostou
od Startu elektroforézy) alebo ich réznym poctom.

Clovek 1 Clovek 2

... CCAGTC ... ... CCAATC ...

PCR

~~

RFLP

~_~

elektroforéza

~~
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zameriava najmi na gény pre hormény so vztahom ku kosti
a ich receptory, gény pre komponenty kostnej matrix a en-
zymy kostného metabolizmu, gény pre cytokiny a ich re-
ceptory, gény pre regulacné faktory osteoblastov a osteokla-
stov a dalSie proteiny, zasahujice do metabolizmu kostného
tkaniva. Medzi najvyznamnejsie gény, ktoré boli analyzova-
né v najpocetnejsich Stddidch a metaanalyzach, moZno za-
radif gén pre receptor vitaminu D (VDR, [27,28]), gén pre
kolagén typu Ia I (COLIAL, [29]) alebo gén pre estrogéno-
vy receptor o (ESR1, [30]). NovSie vyskumy zahffiajd na-
priklad gén pre lipoprotein receptor-related protein 5
(LRPS, [31]), gén pre sklerostin (SOST, [32]), gén pre kal-
citoninovy receptor (CTR, [33]), gén pre transformacny ra-
stovy faktor Bl (TGFB1, [34]), gén pre kostny morfogénny

Obr. 5
Schéma zaznamu zo sekvenovania Gseku DNA s polymorfiz-
mom. Sipky oznadujd polymorfizmus — zdmenu A-T.
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Obr. 6

Schéma real-time PCR. VSetky komponenty reakcie sa
zmiesaju v skimavke a umiestnia v programovatelnom
pristroji — termocykleri (a), kde dochadza k namnoZeniu

Specifického Gseku DNA. Pocas syntézy sa do DNA

inkorporuje fluorescencnalatka, ktora po naviazani na DNA
fluoreskuje (b), vysledkom reakcie je signal v podobe
Specifickej krivky (c).
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protein 4 (BMP4, [35]), gén pre 17-p-hydroxyldzu (CYP17,
[36]) a mnoho dalsich [16,17,37]. MenSie $tudie niektorych
kandidatskych génov boli uskutocnené aj v Ceskej republi-
ke a na Slovensku [38-43]. Vo viacerych Stadidch sa zistil
signifikantny vplyv génovych interakcii na analyzované
ukazovatele [44,45].

Vyuzitie molekuldrno-biologickych metéd

Klasické molekuldrno-biologické postupy detekcie QTL,
resp. kandidatskych génov st vo vicsine pripadov zalozené
na pouZiti Specifickych, rézne oznacenych sond — kratkych
oligonukleotidov, komplementarnych k prislusnej sekvencii
DNA - alebo na amplifikécii Specifického useku DNA in
vitro pomocou polymerdzovej refazovej reakcie (PCR).
V prvom pripade sa DNA, izolovand napriklad z krvi jedin-
ca, enzymaticky Stiepi na kratSie tseky, ktoré sa od seba
separuju podla velkosti elektroforézou, ¢iZe pomocou elek-
trického pridu v poréznom nosi¢i. Stubor separovanych
fragmentov sa ndsledne prenesie na membrdnu a nechd sa
hybridizovaf s prisluSnou sondou. Miesto hybridizicie son-
dy s DNA je mozné vizualizovat podla typu oznacenia son-
dy, najcastejsie fluorescencne. Jednotlivé genotypy mozeme
potom rozliSif podla polohy (vzdialenosti) jednotlivych
fragmentov na membréane (obr. I). V druhom pripade ide
o namnozenie Specifickej sekvencie DNA do miliénov képii
pomocou PCR. PCR predstavuje v principe jednoduchd,
avSak vel'mi u¢innd metédu detekcie polymorfizmov najmé
v kombindcii s dal§imi metédami. Jej principom je cyklické
striedanie troch krokov — denaturdacie DNA (izolovanej na-
priklad z krvi), hybridizécie tzv. primerov (krdtkych oligo-
nukleotidov, vymedzujicich amplifikovany tsek DNA)
a polymerizicie, ¢iZe syntézy novych vldkien DNA. Uvede-
né kroky sa opakuju, pricom dochddza k zdvojndsobeniu
poctu molekil DNA v kazdom cykle (obr. 2). Produkty
PCR sa nésledne rozne analyzujd, v najjednoduchsom pri-
pade sa separuju elektroforeticky a jednotlivé genotypy sa
stanovia na zdklade roznej velkosti fragmentov (obr. 3).
V pripade, Ze v dosledku polymorfizmu vznika alebo zani-
ka ciefové miesto pre niektord z restrikénych endonukledz
(enzymy schopné Stiepit DNA v Specifickych miestach),
produkty PCR mozZeme vystavif pdsobeniu takéhoto enzy-
mu a az potom separovat elektroforeticky. Uvedend metdda
sa nazyva RFLP (Restriction Fragment Length Polymorp-
hism). Jednotlivé genotypy sa po separdcii odliSuju v pocte
fragmentov alebo ich roznej velkosti (obr. 4). Detekciu po-
lymorfizmov je mozné uskutocnif aj sekvenovanim, ciZe
priamym stanovenim poradia nukleotidov v DNA. Pre tento
ucel sa pouzivaji automatizované pristroje — sekvendtory,
ktoré najcastejSie kombinuju syntézu komplementarnych
vldkien DNA k DNA analyzovaného jedinca a elektrofore-
tickd separdciu v tenkych kapildrach. Jednotlivé genotypy je
mozné jednoducho urcif priamo z grafického vystupu se-
kvenacnej reakcie (obr. 5).

Vel'mi perspektivnou oblastou v rdmci analyzy génov vo
vzfahu k osteoporéze je Stidium génovej expresie. Kost
predstavuje systém so Specifickym metabolizmom, ¢o je od-
razom Specifickych expresii rdéznych génov, pdsobiacich
v kostnom tkanive. Jednou z modernych metéd analyzy gé-
novej expresie (mnozstva a typu RNA) je real-time PCR,
ktord umozniuje velmi presné stanovenie koncentracie
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mRNA konkrétneho génu v rdznych typoch tkaniv. Z pri-
slusného tkaniva sa najskor izoluje celkova RNA, z ktorej sa
cast, nestca genetickd informdaciu pre Struktiru polypetidu
(mRNA), ndsledne enzymaticky ,,prepiSe* do komplemen-
tarnej DNA. Takdto DNA je potom vyuZitd v real-time PCR
na kvantifikdciu. V pripade real-time PCR ide o modifiko-
vand PCR, v ktorej je syntéza novych vldkien DNA spre-
vadzand zvysSenim fluorescencie v reakénej zmesi. V naj-
jednoduchSom pripade (pri najjednoduch§om prevedeni) sa
do reak¢nej zmesi prida fluorescencnd latka, ktora fluo-
reskuje po naviazani na DNA. So syntézou DNA rastie aj
fluorescencny signal v podobe Specifickej krivky, z ktorej
je mozné aproximovaf pociatocny pocet molekil DNA
(obr. 6).

Doposial je znamych len niekolko §tddii, porovnavajicich
génovu expresiu v osteoporotickom a neosteoporotickom
kostnom tkanive najmé vo vzfahu k expresii cytokinov [46],
alebo analyzujicich monocyty vo vzfahu k patofyzioldgii
osteopordzy [47].

Najnovsie postupy analyzy génov a tieZ ich expresii vyu-
Zivaju technolégiu DNA ¢ipov (tzv. microarrays). DNA ¢ip
obsahuje mnozZstvo $pecifickych oligonukleotidovych sond
na malej ploche, ktoré si komplementarne k Specifickym
usekom analyzovanej DNA. V jednoduch$om prevedeni je
mozné DNA Cip vyuZif na detekciu polymorfizmov
v DNA - vtedy Cip obsahuje sondy komplementarne k jed-
notlivym aleldm. Izolovand DNA jedinca sa najskor fluo-
rescencne ozna¢i a nechd sa hybridizovaf so sondami na
¢ipe. V pritomnosti konkrétnej alely dojde k hybridizacii
DNA s prislusnymi sondami na ¢ipe, ¢im v mieste hybridi-
zécie vznikd, vzhladom na znacenie DNA, fluorescen¢ny
signdl. Jednotlivé signdly sa deteguji Specidlnym skenerom
a vyhodnocuji pomocou pocitaca. V pripade analyzy géno-
vych expresii st sondy na ¢ipe komplementarne k Specific-
kym Castiam analyzovanych génov, resp. sekvencif (obr. 7).
Touto technikou je mozné porovnaf Grovei expresie analy-
zovanych génov s génmi, ktoré sa exprimuju konStantne vo
vsetkych tkanivach (tzv. ,housekeeping® gény) a troven ich
expresie je zndma. Dalgiu moZnost predstavuje porovnanie
expresie génov v dvoch rdznych vzorkich, napriklad zo
,zdravého* tkaniva a tkaniva postihnutého Studovanym
ochorenim. Vzorky nukleovej kyseliny z obidvoch zdrojov
sa v takomto pripade odliSne fluorescen¢ne oznacia a po
hybridizacii na ¢ipe sa porovndva intenzita jednotlivych sig-
ndlov. Tymto spdsobom je mozné zistif, ktoré gény maju
vys$$iu, resp. nizsiu droven expresie v Studovanom tkanive
oproti kontrole.

Technika DNA ¢ipov umoziiuje realizovat velké mnoz-
stvo reakcii, ¢ize analyzovaf rddovo tisice génov sicasne
v jednej vzorke. Navyse, vyhodnotenim analyz mnohych
génov sucasne je mozné urcif interakcie génov, prip. ich re-
guldciu. Istd nevyhodu Cipovej analyzy predstavuje pomer-
ne financne ndrocné pristrojové vybavenie. Okrem toho
v mnohych pripadoch vznikaji faZkosti s interpretdciou vy-
sledkov analyzy. Napriek tomu je Cipova analyza velmi per-
spektivnou metddou.

Vicsina analyz réznych ochoreni, stvisiacich s kostnym
tkanivom, vyuziva tkanivové kultiry Tudskych a mysich
bunkovych linif [48]. Vicsinou si zamerané na Stidium gé-
novej expresie v procese diferencidcie osteoblastov [49].

Obr. 7
Schéma DNA Cipovej analyzy. Analyzovana DNA sa
fluorescenéne oznadi (a) a necha sa hybridizovat
so sondami na Cipe (b). Ak Ziadny Gsek DNA nie je
komplementarny k sekvencii sondy, nukleova kyselina
sa nenaviaZe (c). V pripade komplementarity dochadza
k naviazaniu oznacenej nukleovej kyseliny na prislusné
sondy, ¢o sa prejavi fluorescenénym signalom (d).
Jednotlivé genotypy sU vyhodnotené pocitacom na zaklade
skenovania fluorescenéného signalu (e). V ramcekoch je
znazornena molekularna Groven jednotlivych procesov.
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Zaver

Pred viac ako desiatimi rokmi, kedy na zdklade prace
Morrisona et al. [27] vo svete zacal intenzivny vyskum ge-
netickej podmienenosti osteopordzy, sa zdalo, Ze genetické
predispozicie pre vznik tohto ochorenia by mohli byt pod-
mienené niekolkymi génmi s velkym dcinkom. Poc¢iato¢né
vysledky povzbudzovali k idedm vyuZif tieto gény pre tera-
peutické ciele ako aj pre hodnotenie rizika vzniku osteo-
porézy. V sucasnosti je jasné, Ze genetickd podmienenost
osteopordzy je sprostredkovand velkym poctom génov
s roznymi ucinkami a interakciami. Mnohé oblasti genému
i samotné gény uz boli odhalené, vacSinu z nich vSak bude
potrebné overif v rozsiahlejSich Stididch a na identifikécii
dalsich, ovplyvilujicich najmé ukazovatele asociované s os-
teopordzou (napriklad riziko fraktir), sa tiez intenzivne pra-
cuje. Nové molekuldrno-biologické metddy v sicasnosti po-
pohladu na genetickd podmienenost osteoporézy ako kedy-
kol'vek predtym, ¢o by v budiicnosti mohlo viest k ovela Sir-
$im moznostiam jej liecby.

Préca vznikla s podporou grantov KEGA 3/3040/05, ASO
SK-05/06-BA-016, KEGA 3/4040/06 a KEGA 3/4032/06.

VSetky obrazky pouZité v prispevku su origindlne zhoto-
vené autormi.
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