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CONTEXT STIINTIFIC INTERNATIONAL, OBIECTIVE
SIIPOTEZA DE LUCRU.

CONTEXT STIINTIFIC INTERNATIONAL. Osteoporoza (OP) este cea mai
frecventa boald metabolica osoasa cu 0 prevalenta de 18,3% la nivel mondial (Salari et al.,
2021). In Roménia, prevalenta la persoanele cu varsta > 50 de ani a fost estimati a fi
20,5 % la femei si 6,2 % la barbati (Grigorie et al., 2013). Privind fractura de fragilitate,
este estimat ca una din trei femei si unul din cinci barbati cu varsta > 50 de ani vor suferi
cel putin o fractura osteoporotica (Kanis et al., 2000).

In prezent, OP este diagnosticatd prin masurarea densitdtii minerale osoase (DMO)
sau a obiectivarii fracturilor de fragilitate. Timp de multi ani, cercetarea in domeniul OP s-a
concentrat asupra metodelor de evaluare a tesutului osos (DMO sau markeri de turnover
0S0S) si, mai recent, asupra predispozitiei genetice. Daca genetica OP a inceput sd fie
inteleasa prin studiul catorva sindroame genetice mendeliene, in ultimii ani analiza genetica
a bolilor complexe a dus la un progres remarcabil si in domeniul OP. In ultimii zece ani,
introducerea asa-numitelor studii GWAS (Genome-Wide Association Studies) a permis
evidentierea genelor responsabile de aparitia OP sau a fracturilor de fragilitate.

Cercetarea in domeniul OP la Institutul National de Endocrinologie ,,C.I. Parhon”
efectuata de grupul condus de Prof. Univ. Dr. Catalina Poiand a fost initiatd in acest context
international, competitiv pe plan international si care implicd o dezvoltare mai ales in
domeniile bioinformaticii, statisticii si noilor metode de genotipare a genomului. Genetica
bolilor complexe nemendeliane prezinta dificultati enorme, din cauza naturii lor poligenice,
precum si a marii diversitati. Cu toate acestea, finalizarea secventierii genomului uman n
2003 (Human Genome Project) si descoperirea SNP-urilor (single nucleotide
polymorphisms), ca si dezvoltarea programului international HapMap sau a Proiectului
1000 Genomes (1KGP) au deschis noi perspective in utilizarea markerilor genetici. Ca si
alte boli complexe, precum bolile cardiovasculare, obezitatea, diabetul zaharat de tip 2
(DZT2) sau chiar boli neurodegenerative, OP a profitat de aceste progrese.

In acest context international, pe parcursul acestei teze, am efectuat un stagiu doctoral
in Laboratorul de Endocrinologie Moleculara, la 1URC (Institut Universitaire de

Recherche Clinique) din Montpellier (Franta), sub indrumarea Prof. Florin Grigorescu,



cercetator la INSERM, care mi-a permis sa ma familiarizez cu noile metode bioinformatice
si de genotipare. Acest stagiu mi-a permis, de asemenea, sa emit noi ipoteze de lucru,
profitdnd in acelasi timp de expertiza clinica a Institutului ,,C.I. Parhon”.

Ne-am ales ca tema de cercetare relatia dintre OP si rezistenta la insulind, in special
in legatura cu obezitatea si sindromul metabolic (SMet). Motivatia alegerii acestei teme a
pornit de la contextul actual din literatura internationala privind incidenta SMet in OP, cu
rezultate extrem de variate, chiar contradictorii (Greere et al., 2023; Wong et al., 2016).
Trebuie mentionat ca prevalenta OP si a fracturilor de fragilitate este de asteptat sd creasca
si ea in urmatorul deceniu, dat fiind fenomenul de imbatranire a populatiei. La aceasta
tendinta participa numerosi factori, precum cresterea prevalentei obezitatii si a diabetului
zaharat (in special a DZT2), care s-ar asocia si cu un risc mai mare de fractura, independent
de DMO.

Din cauza prevalentei, OP este consideratd o serioasa problema de sanatate publica,
avand in vedere ca la nivel global, mai mult de 200 de milioane de oameni sufera de
aceastd afectiune. In Statele Unite al Americii si Europa, 30% din femeile aflate la
postmenopauza poarta acest diagnostic, iar cel putin 40% din aceste femei si 15-30% din
barbatii cu OP vor suferi una sau mai multe fracturi de fragilitate (Clynes et al., 2020).

O problema suplimentara printre femeile postmenopauzale, in special la varste
inaintate, este aparitia complicatiilor metabolice, incluzand obezitatea, DZT2 si SMet, toate
caracterizate de rezistenta la insulina (RI). Aceastd RI are o patogeneza complexa, in care
insulina si IGF-1 (insulin-like growth factor-1), cunoscuti pentru impactul asupra cresterii,
homeostaziei glucozei si duratei de viata, joaca roluri cruciale. Mecanismele implicate in
RI si rolul SMet in patogeneza OP nu sunt intelese complet. Atunci cand SMet este
explorat, literatura raporteaza rezultate contradictorii (Wong et al., 2016). Unele studii
sugereaza o prevalentd ridicata a SMet in OP (interpretata ca efect patogen), in timp ce
altele raporteaza o prevalentd mai micd (interpretatd ca efect protector). Tn plus, OP si
sarcopenia sunt doua afectiuni cu morbiditate semnificativa, a caror frecventa creste odata
cu inaintarea in varsta. Parametrii sistemului muscular se coreleaza pozitiv cu masa osoasa
sau DMO, iar explicatiile pentru aceste corelatii sunt multiple. Ipoteza mecanostatului,
(introdusa de Frost Tn 1964) sugereaza ca raspunsul scheletului difera selectiv in functie de

amplitudinea si deformarea osoasa printr-un efect mecanic. Astfel, efortul fizic intretine



buna functionare a componentelor sistemului musculoscheletal, dar multi factori (vitamina
D, testosteronul, hormonul de crestere/ IGF-1 si estrogenii) pot avea efect asupra cresterii
musculare si osoase. De notat este ca sarcopenia se asociaza si cu risc crescut de cadere, cu

efect nefast in OP prin producerea fracturilor de fragilitate.

Tema generala a acestei teze priveste relatia intre SMet, obezitate si patogenia
OP primare la femeia postmenopauzala, incluzand OP simpla sau severa cu fracturi

de fragilitate.

OBIECTIVE. in fata rezultatelor contradictorii din literaturd asupra relatiei intre

SMet si OP, obiectivul general a fost acela de a identifica factorii clinici sau genetici care
ar putea explica aceste contradictii. Mai precis, ne-am propus sa studiem relatia complexa
intre obezitate, SMet si OP printr-o abordare clinica, pe de-0 parte, si pe de alta parte prin
abordarea factorilor genetici care ar putea interveni in patogenia obezitatii si OP cu sau fara
fracturi, motiv pentru care ne-am orientat catre o gena far a obezitatii, gena FTO (fat mass
and obesity associated-gene).

Mai precis, in cursul acestei teze, ne-am propus urmatoarele obiective specifice:
1) Recrutarea la Institutul National de Endocrinologie C.I. Parhon a unei populatii de

femei in perioada postmenopauzala cu si fara OP printr-un protocol prospectiv.
2) Studiul relatiei posibile intre RI in vivo, SMet, obezitatea si OP cu si fara fracturi.

3) Investigarea rolului posibil a genei FTO in SMet si OP cu si fara fracturi.

IPOTEZA DE LUCRU. Pentru studiul clinic, am emis ca ipoteza stabilirea unei
relatii complexe ntre gradul de obezitate si RI la nivel sistemic. Rl insoteste deseori femeia
dupa menopauza prin aparitia SMet si a diverselor complicatii cardiovasculare, dar aceasta
situatie se complica enorm privind cel putin trei aspecte fundamentale:

a) Studii recente din Universitatea Columbia (SUA) au pus in evidentd existenta unei
rezistense la insuling specifica in 0s (« bone insulin resistance ») care se gaseste intr-o
relatie complexa cu RI sistemica prin secretia unor hormoni regulatori ca de exemplu
osteocalcina (OCN) sau leptina (Karsenty, G. si Ferron, M., 2012).

b) Un alt aspect fundamental este legat de observatia ca tesutul maduvei osoase care
produce din celulele stem diversele celule ale osului (osteoblaste si osteoclaste) este un

tesut cu totul particular. Tn maduva osoasa adipocitele recunosc o proliferare majora si



raman, in pofida RI periferice, foarte sensibile la insulina (Tencerova et al., 2019) si pot
urma un proces de imbatranire cu consecinte majore asupra metabolismului 0sos.

c) Gena FTO participand in mod incontestabil la patogenia obezitatii si a SMet, merita 0
analizd in cadrul OP, emitind ipoteza ca SNP-uri ale acestei gene (intronul 1) vor

edifica modalitatea prin care obezitatea sau SMet influenteaza OP (Zhang et al., 2019).

In domeniul geneticii OP, ipoteza noastra de lucru a fost pertinenti. Ne-am pus
intrebarea care ar fi rolul posibil al unei gene de obezitate (Frayling et al., 2007) in cadrul
relatiei complexe intre variatia indexului de masa corporala (IMC) si RI. S-a dovedit ca
aceasta ipoteza a produs rezultate extraordinare, capabile sa modifice toate ipotezele de
lucru in domeniul OP. Strategia pe care ne-am propus-o a fost originala si diferita de
studiile GWAS. In loc si ne bazdm pe un numir mare de indivizi, am preferat o colectie
redusd (n = 200), dar bine caracterizata clinic si biologic, pentru care am aplicat strategii

originale si eficiente de cartografiere fina de haplotipuri (fine scale mapping).

REZULTATE

STUDIUL 1: Contributia relativid a componentelor sindromului metabolic legat de

obezitate si rezistenta la insulind in osteoporoza postmenopauzald

Acest prim studiu si-a propus sd analizeze contributia SMet in patogenia OP
printr-o analiza a corelatiei dintre criteriile cumulative de SMet, RI, obezitatea si DMO in
randul pacientilor nostri cu OP, cu si fara fracturi (Greere et al., 2024a). Tn perioada 28 Mai
2020 - 1 aprilie 2022 am recrutat 188 de femei postmenopauzale cu si fara OP, excluzand
toate formele de ostoporoza secundara sau boli cronice (cu exceptia DZT2). Protocolul de
cercetare a fost supus Comitetului de Etica si cercetarea s-a realizat conform regulilor
internationale si a declaratiei de la Helsinki (2024). Pentru fiecare pacient a fost obtinut un
consimtamant scris dupa informarea printr-0 scrisoare. Pacientii au primit un cod unic si
colectia de ADN a fost anonimizata. Toti pacientii au beneficiat de o serie de analize de
laborator pentru a stabili profilul hormonal si metabolic. O atentie particulard a fost
acordata investigarii prin DEXA (Dual X-ray absorptiometry analysis) cu stabilirea DMO
si a scorului TBS (Trabecular Bone Score) pentru coloana lombara la L1-L4. OP a fost

definitd conform Asociatiei Americane a Endocrinologilor Clinici (AACE) si ghidurilor
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Fundatiei Nationale pentru Osteoporoza si anume: 1) Scorul T -2,5 DS (deviatii standard)
sau mai mic la coloana lombara, col femural, femur proximal total sau 1/3 din radius; 2)
Fractura de coloana sau sold in urma unui traumatism de intensitate scazuta, indiferent de
valoarea DMO; 3) scor T intre -1,0 si -2,5 DS si fracturi de fragilitate ale humerusului
proximal, pelvisului sau antebratului distal; 4) Scorul T intre -1,0 si -2,5 DS si probabilitate
ridicata de fracturd conform FRAX®, bazat pe pragurile specifice tarii (Kanis et al., 2019).
Scorul FRAX PLUS (TBS) pentru evaluarea unui risc pe 10 ani pentru fracturi de

fragilitate a fost calculat pe site-ul web specific tarii (https://www.fraxplus.org/). OP severa

a fost diagnosticatd pe baza criteriilor OMS, si anume asocierea scorului T egal sau mai
mic de -2,5 SD (de exemplu, < -3) si fracturi de fragilitate.

O atentie particulard a fost de asemenea acordata testelor de fortd musculara si de
performanta fizica utilizind ca teste: forta de strangere a mainii (HGS) masurata bilateral,
testul ridicarii de pe scaun (CST), viteza de mers (GS), testul Timed Up and Go (TUQG) si
scorul Tinetti. Pentru a obtine un rezumat al testelor musculare am compus un instrument
statistic (SUM®™®) luand Tn considerare 0, 1, 2, 3, 4 sau toate cele 5 teste cu valori in afara
valorilor normale (0/1).

Diagnosticul de SMet s-a bazat pe prezenta a cel putin 3 dintre criteriile
Programului National de Educatie pentru Colesterol (NCEP) si Grupului de tratament
pentru adulti-111 (ATP-111). Rl a fost evaluata folosind HOMA-IR (homeostasis model
assesment) sau ca o variabilda nominald definitd ca avand valori peste limita de 1,92,
calculata din nivelul de insulina a jeun la subiectii fara OP de greutate normala + 2 SEM,
asa cum s-a descris anterior (Haydar et al. , 2019).

Analiza statistica. Puterea statisticdA a fost calculatd in programul Raosoft
(www.Raosoft.com), iar variabilele au fost testate prin teste non-parametrice Man-Whitney
U test sau Kruskal-Wallis. Tn ANOVA factorul de interactiune o a fost fixat la 5%.
Variabilele nominale au fost analizate folosind testul y. in regresia logisticd pentru SMet
am folosit metoda descendentd pentru a determina valorile P, odds ratio (OR) si intervalul
de confidenta (IC) de 95%. Analiza a fost initiatd comparand controlii avdnd DMO normala
sau osteopenie (non-OP) cu subiectii OP. Analiza corelatiei dintre DMO si HOMA-IR cu
criteriile cumulative de SMet a fost efectuata in ANOVA. DMO a fost analizata la toate

situsurile anatomice. Statisticile pentru SMet au luat in considerare variatia DMO 1in functie


https://www.fraxplus.org/
http://www.raosoft.com/

de gradul de obezitate (centilele de IMC) cu valori limita specifice: 21,0, 23,8, 27,2, 31,1,
respectiv 35,5 kg/m®. Punctul de inflexiune al DMO a fost obtinut prin inspectia valorilor
reziduale, calculate ca diferenta dintre valorile masurate ale DMO si valorile prezise pe
baza relatiei dintre DMO si IMC in populatia non-OP. Analiza s-a extins dupa noua
stratificare a pacientilor cu OP fie cu greutate normala (lean OP), fie supraponderali sau
obezi (OW/OB) pe baza punctului de inflexiune de 27,2 kg/m2. Semnificatia a fost
considerata 1n toate cazurile la P < 0,05. Analiza statistica a fost efectuata folosind Statview
5.0, Abacus Concepts, Berkeley, CA, descris anterior (Attaoua et al. 2008, Haydar et al.
2019).

Rezultate. Pacientii cu OP au prezentat o prevalentd de 2 ori mai mica a obezitatii
(bazata pe IMC) si de 6 ori mai rarda a obezitatii centrale (bazatd pe circumferinta
abdominald). OP severa cu fracturi de fragilitate a reprezentat 48,3% din cazurile de OP.
Nu a existat nicio diferenta semnificativa in prevalenta Rl sau a valorilor HOMA-IR. DMO
a fost scazuta la toate situsurile anatomice, la fel ca si scorul TBS (L1-L4). La pacientii cu
OP, SMet a fost de 1,7 ori mai putin prevalent decat la subiectii non-OP (p < 0,031),

concordant cu reducerea de 2,3 ori a obezitatii si a prevalentei tutoror celor cinci criterii

ATPIII pentru SMet. 27,2 kglm?
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Figura 1. Corelatia dintre DMO si criteriile cumulative de SMet sau gradul de

obezitate.

Un rezultat important a fost observatia ca exista 0 buna corelatie intre criteriile
cumulative de SMet si DMO la toate situsurile anatomice, inclusiv radiusul (Figura
1). Variatia DMO se poate explica prin criteriile cumulative de SMet (p < 0,0001, a =
0,99, ANOVA), ca si indicele HOMA-IR (p < 0,0001, o = 0,99), fard nicio diferenta

intre indivizii cu sau fard OP. Intelegerea rolului componentelor SMet ramane esentiala
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deoarece, pe de o parte, o crestere a criteriilor cumulative de MetS sugereaza acumularea
de anomalii metabolice, iar pe de alta parte, IMC crescut se asociaza cu DMO mai mare,

avand rolul de a reduce riscul de OP.

In fata acestei situatii, ne-am propus si reevaluiim contributia relativi a SMet n
OP dupa noua stratificarea subiectilor (slabi si supraponderali/obezi) bazata pe
punctul de inflexiune (IMC de 27,2 kg/m?). Am urmarit in etapa urmatoare profilurile
pacientilor cu OP cu si fird SMet. In regresia logisticd, cele mai influente componente in
SMet la persoanele slabe au fost glicemia (p < 0,0031, OR 4,14, 95% CI [1,44-11,05]),
nivelul de TG (p < 0,0126, OR 6,82, 95% CI [1,4-33,12] ]) si HTA (p < 0,0012, OR 11,1,
95% CI [2,14-56,55]). O imagine complet diferita a fost obtinuta pentru pacientii OW/OB
cu si fara SMet. Componentele determinante pentru SMet au fost niveluri mai ridicate ale
glicemiei, HbAlc si TG si, in special, indicele HOMA-IR (mai mare de pana la 3,8).
Astfel, in regresia logistica, componentele influente pentru SMet la pacientii OW/OB au
fost doar doi factori: HbAlc cu p < 0,0037, OR 9,6, 95% CI [1,64-55,6] si, cu semnificatie
similara, Rl cu p < 0,0076, OR 6,7, 1C 95% [1,49-30,8]. Aceste date au indicat ca RI per
se a aparut ca factor influent in primul rand la pacientii cu OP mai obezi si stratificati
dupa IMC corespunzator punctului de inflexiune al DMO.

Pentru a vizualiza aceasta situatie, am reprezentat grafic valorile reziduale ale
DMO raportat la valorile prezise pe baza corelatiei DMO-IMC de la subiectii controli. S-a
adeverit ca in OP, valorile DMO pentru SMet au fost relativ mai mici decat cele prezise,
lucru valabil pentru toate situsurile anatomice si proportional cu criteriile cumulative de
SMet.

Tn concluzie, in aceasta prima lucrare, am caracterizat SMet si componentele sale la
femeile in postmenopauza cu OP, evaludnd concomitent RI masuratda prin indexul
HOMA-IR, printr-o analiza a corelatiei dintre DMO si criteriile cumulative ale SMet in
raport cu gradele de obezitate. Contributia mea personali in acest domeniu a constat in
observarea unei relatii neliniare, bifazice, intre DMO si IMC, evidentiindu-se 0
scadere vizibila a DMO dupi o valoare a IMC de 27,2 kg/m? Aceste date sunt
importante pentru studiile asupra SMet la pacientii cu OP, care sunt adesea limitate

la simpla raportare a prevalentei acestui sindrom.
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Figura 2. DMO la diferite situsuri anatomice la pacientii cu OP si SMet in
comparatie cu valorile prezise pe baza IMC. Valorile estimate ale DMO in functie de
IMC au fost calculate in regresie liniara la subiectii fara osteoporoza (non-OP). Valorile

estimate au fost apoi comparate cu valorile reale in non-OP si OP cu SMet impreuna
(panourile E, F, G si H) cu afisarea valorilor reziduale (panourile A, B, C si D).

Identificarea efectelor nocive ale SMet in contextul OP este esentiald, deoarece, prin
prisma definitiei, pacientii cu SMet includ o proportie mai mare de persoane cu obezitate si,
in consecinta, cu o DMO relativ crescuta care ar putea sugera un efect protector. Datele
noastre indica, de fapt, o valoare de DMO relativ scazuta in OP, comparativ cu valorile

prezise pe baza relatiei IMC-DMO observata la subiectii control.

STUDIUL 2: Cartografia haplotipurilor releva asocierea genei FTO cu

osteoporoza postmenopauzald

Interactiunea dintre obezitate si OP este complexa, deoarece femeile obeze, prin
incarcarea mecanica sau productia de estrogen de catre tesutul adipos, au adesea 0 DMO
mai mare, interpretati ca avand rol protector. Insa cresterea DMO nu se traduce neaparat
reducerea riscului de fracturd, fenomen cunoscut sub numele de ,,paradoxul obezitatii”
(Rinonapoli et al., 2021). Printre numerosii factori care ar putea contribui la un risc crescut
de fracturi, predispozitia genetica joaca un rol determinant. Un studiu recent de meta-
analizad bivariatd GWAS a indicat trei locusuri (2p23.2, 16q12.2 si 18q21.32) cu efect
pleiotrop atat asupra obezitatii, cat si asupra OP si care corespund genelor TRMT61B

(TRNA metiltransferaza 61B), FTO (fat mass and on-besity associated gene) si genei
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MC4R a receptorului de Melanocortina 4 (Pei et al., 2020). Tn urma descoperirii genei FTO
ca gena far a obezitatii, FTO a atras o atentie particulara si in alte boli metabolice, precum
DZT2, steatoza hepaticd non-alcoolicd, HTA, bolile cardiovasculare si mai recent OP
(Frayling et al., 2007; Li et al., 2020). Gena FTO codifica o Fe(ll) oxigenaza dependenta
de 2-oxoglutarat care joaca un rol in reglarea epigenetica transcriptionald, functionand ca
o demetilazd a ARNm, mai ales in demetilarea de N(6)-metiladenozina (m6A) (Chen et al.,
2020). Studiile pe culturi celulare si modele animale transgenice au implicat FTO in
adipogeneza, apoptoza adipocitard si diferentierea celulelor stem mezenchimale ale
maduvei osoase in adipocite sau osteoblaste. Pe langd expresia sa in tesutul adipos, creier,
muschi si inimd, gena FTO este exprimata in maduva osoasa, fiind un candidat promitator
pentru predispozitia genetica la OP (Zhang et al., 2019). Investigatiile privind rolul FTO in
OP, in special la femeile aflate in menopauza, sunt foarte limitate. Guo et al. 2011 a
identificat sase SNP-uri in intronul 8 al genei FTO asociate cu cresterea DMO la nivelul
soldului. Similar, alte studii au raportat mai multe SNP-uri in intronul 1 al FTO asociate cu
fractura de sold, insa fara a afecta DMO (De Dios et al., 2024; Tran et al., 2013).

In acest context, ne-am propus ca obiectiv a investiga gena FTO in OP de
postmenopauza prin analiza a cinci SNP-uri in intronul 1 asociate anterior cu obezitatea
(Greere et al., 2024b). Cartografierea haplotipurilor folosind ADN-ul fazat a dezvaluit
asocieri si mai puternice cu OP si cu fracturile de fragilitate, in corelatie cu reducerea
DMO. Studiul a fost realizat pe populatia deja descrisa in Studiul 1 pentru care ADN-ul
genomic a fost extras folosind Kit-ul Wizard Genomic DNA Purification Kit (Promega,
Madison, SUA). Cinci SNP-uri din intronul 1 al genei FTO (rs8057044, rs8050136,
rs9939609, rs62033406, rs9930506) au fost selectate pe baza studiilor anterioare in
populatiile Franceze si Romane (Haydar et al., 2019; Attaoua et al., 2008). Am genotipat in
plus un SNP rs3736228 in gena LRP5 identificatad ca gena candidata din studiile de GWAS.
Genotiparea a fost efectuata prin test de discriminare alelelor (tehnica KASPar de la LCG
Genomics, Teddington, Marea Britanie). Pentru ADN-ul fazat, haplotipurile au fost
reconstruite in populatie utilizdnd programul PHASE 2.1 si vizualizate pentru harta
dezechilibriului de legatura (DL) in HAPLOVIEW 3.1. Predictiile activitatii
transcriptionale au fost examinate 1in programul HaploReg v.4.1  (http://

archive.broadinstitute.org/mammals/haploreg).
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Analiza statistica. Analiza a fost efectuata in programul StatView 5.0 (Abacus
Concepts, Berkeley, CA), similar cu studiul anterior. Regresia logistica a fost efectuata prin
metoda descendenta pentru a obtine asocierea SNP-urilor, iar corectiile Bonferroni au fost
efectuate Tn programul Rv3.2.1. Harta de DL dintre SNP-uri a fost calculata n baza de date
NIH (https://Idlink.nih.gov) si in HAPLOVIEW 3.1. Corelatia genotip-fenotip a fost
realizatda in populatia OP si rezultatele pentru perechile de haplotipuri au fost corelate cu
cele de la SNP-urile independente pe ADN nefazat. Pentru DMO au fost testate toate
situsurile anatomice si valorile au fost ajustate pentru IMC. Asocierea geneticd a fost
efectuata comparand subiectii non-OP (controli) cu subiectii OP (cazuri).

Rezultate. Asocierea genetici. Cinci SNP-uri din gena FTO (rs8057044,
rs8050136, 159939609, rs62033406 si rs9930506) si un SNP din gena LRP5 (rs3736228) au
prezentat o MAF (minor allele frequency) comparabila cu populatiile Europene. Rezultate
preliminare au aratat ca modelul genetic cel mai semnificativ este cel ,,over-dominant”.
Astfel, in regresia logistica, SNP rs9930506 (GA) s-a asociat cu OP cu OR importanta, in
timp ce asocierea markerilor rs8057044 (GA) si rs9939609 (TA) a aparut numai ca o
tendintd. Asocierea markerului rs9930506 a fost confirmata dupa corectia Bonferroni
(P < 0,0175). Nu a fost detectata nicio asociere pentru markerul rs3736228 in gena LRP5.
Important, toate cele cinci SNP-uri au fost asociate semnificativ cu OP severa cu fracturi,
printre care rs9939609 a avut un efect protector, iar celelate un efect patogen. Asocierile cu
OP severa si fractura au fost sustinute si ele de corectia Bonferroni pentru rs8057044 (P <
0,013) si pentru rs9930506 (P < 0,001). Analiza conditionald a aratat ca markerii rs9930506
s1 1s9939609 se asociazd independent (P <0,0001 si, respectiv, 0,01) in blocul de DL
corespunzitor. SNP-urile rs8057044 si rs9930506 s-au gisit ntr-un DL redus (r* = 0,70).
Prin urmare, pentru investigarea corelatiilor ulterioare am considerat trei SNP-uri
rs8057044, rs9939609 si rs9930506 ca SNP-uri lider.

Haplotype Mapping. Pentru a intelege efectele biologice ale SNP-urilor, am
efectuat cartografierea haplotipurilor folosind programul PHASE. Tn total 9 haplotipuri au
fost reconstruite in populatie, care au fost apoi atribuite indivizilor dizigoti ca perechi de
haplotipuri. Doua haplotipuri (H1 si H9) au fost mai frecvente (> 40%), in timp ce altele
(H2 pana la H8) au fost rare sau foarte rare. In populatie au fost identificate 17 perechi de

haplotipuri, cu trei perechi frecvente: H1/H1 (24,5%), H1/H9 (35,6%) si H9/H9 (20,2%).
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Figura 3. Harta de dezechilibru de legitura a SNP-urilor din intronul 1 al genei FTO
si haplotipurile reconstruite cu programul PHASE.

Un rezultat surprinzitor a aparut din analiza perechilor de haplotipuri. Tn timp ce
perechea H1/H1 a rdmas nesemnificativa, H9/H9 a fost asociata cu OP severa cu efect
protector. Din contrd, perechea heterozigota H1/H9 a fost asociata atiat cu OP, cit si cu
OP severa cu OR ridicat, mai ales la persoanele rezistente la insulina cu un OR de 3,92,
95% CI [1,48-10,367], P < 0,0029. Pentru a intelege consecintele metabolice, variatiile OR
au fost examinate 1n functie de prezenta sau absenta SMet sau a componentelor sale. Cand
populatia a fost stratificata drept cu si fard SMet, o asociere semnificativa a fost detectatd
pentru H1/H9 in absenta SMet (P < 0,03, OR 1,9, 95% CI [1,043-3,626]), absenta
nivelurilor scazute de HDL-C (P < 0,0057, OR 2,3, 95% CI [1,249-4,242]), la persoanele
cu HTA cu P < 0,0093, OR 2,5, 95% CI [1,228-5,148] si in special la femeile cu nivel
crescut de TG (P <0,0079, OR 4,58, 95% CI [1,35-15,98]). Acelasi tablou a fost obtinut
pentru asocierea H1/H9 in subpopulatia OP cu fracturi, OR pentru perechea H1/H9 fiind
crescutd pana la 9,1 (P < 0,0067) la indivizii cu nivel crescut de TG. Aceste date indica in
mod concordant cd perechea de haplotipuri H1/H9 este patogena pentru OP si fracturi, mai
ales 1n functie de prezenta RI, a unui nivel crescut de TG si HTA.

Corelatia genotip —fenotip. Pentru a analiza consecintele metabolice si alterarile
osoase, am examinat corelatia genotip-fenotip in OP. Purtatorii haplotipurilor H1/H9 au
prezentat un fenotip mai slab (12,2% obezitate) si atribuit genotipurilor heterozigote GA,
TA sau GA ale rs8057044, rs9939609 si, respectiv, rs9930506. in ciuda fenotipului mai
slab, aceasta combinatie de SNP-uri (H1/H9) s-a dovedit a fi patogena pentru os, fiind
asociatd cu 53% fracturi si o prevalentd mai mare a modificarilor musculare (51%). Prin

contrast, purtatorii homozigoti H9/H9 purténd alele AA, AA si GG ale celor trei SNP-uri
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lider au fost mai obezi (30,2% obezitate), cu o circumferinta mai mare a taliei (97,2 cm), cu
obezitate centrald (86%) si valori mai mari de TA sistolica. Purtatorii homozigoti H1/H1 ai
alelelor GG, TT si AA ale SNP-urilor au prezentat un fenotip intermediar. Nu am gasit
efecte asupra indexului HOMA-IR, RI ca variabilda nominala, glicemiei a jeun sau SMet,
desi la purtatorii HI/H1 a existat o tendintd catre o prevalentd mai mare (39,3%) a SMet si
niveluri scazute de HDL-C (46,4%, P < 0,0003). Aceste din urma efecte pot fi determinate
de efectul dominant al genotipului AA rs9930506. in urmitoarea etapa, atentia noastra s-a
concentrat asupra metabolismului osos, in special a DMO, scorului TBS si markerilor de
turnover osos. Purtatorii perechii patogene H1/H9 au prezentat valori mai mici de DMO la
toate situsurile anatomice, in timp ce H9/H9 au aratat valori mai mari.

In aceastd lucrare, am prezentat deci dovezi pentru asocierea unor SNP-uri in
intronul 1 al genei FTO cu OP si OP severa cu fracturi de fragilitate, desemnand gena
FTO ca un candidat promitiator pentru OP. Aceste date consolideaza studiile anterioare
asupra genei FTO si, prin cartografierea haplotipurilor, am oferit noi date in descrierea de
biomarkeri pentru predispozitia genetica catre OP. Contributia mea personala in acest
domeniu consta in identificarea SNP-urilor din intronul 1 al genei FTO ca fiind
asociate cu OP primara si cu OP severa cu fracturi de fragilitate, in concordanta cu

reducerea DMO la diferite situsuri anatomice.

STUDIUL 3: Analiza bioinformatica in genetica osteoporozei

si a sindromului metabolic

Este de mentionat ca domeniul de cercetare in genetica a evoluat enorm Tn ultimii ani
prin introducerea analizei bioinformatice, etapd esentiald in prezent, care pune la dispozitia
cercetdtorilor o serie de baze de date publice. Acest studiu 3 prezintd rezultatele obtinute in
domeniul bioinformaticii si analizei genetice a OP, realizate Tn cadrul stagiului de cercetare
efectuat n Franta. Tnainte de a propune genotiparea genelor candidate (FTO sau LRP5), am
considerat necesar sa examindm datele privind OP, prin analiza bioinformatica a studiilor
GWAS si a RI, SMet sau sarcopenie . Nu este deci vorba de o simpla sinteza de literatura,
ci de integrarea de date din bazele de date publice si analiza rezultatelor prin programe
specifice, avand la dispozitie un material informatic de capacitate. Ipoteza a fost ca anumite

gene ale OP pot fi comune cu cele implicate in Rl sau Tn SMet.
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Rezultate. Studiile de GWAS in OP. Din 2007 pana in prezent au fost efectuate mai
mult de 40 de GWAS-uri in OP si care au identificat mai mult de 518 locusuri asociate cu
diferite fenotipuri osteoporotice cu semnificatic de GWAS (P < 10°®). Ele explica 20% din
variabilitatea DMO. Aceste studii au fost deja revizuite in literatura si aici vom prezenta
numai aspectele in care noi am avut o contributie originala.

Studiile de GWAS in SMet. De o maniera similara am revizuit si studiile legate de
genetica SMet. Existd mai mult de 100 de locusuri asociate cu IMC, aratat intr-o
meta-analizi GWAS pe 340 000 subiecti predominant Europeni, si responsabile pentru
2.7% din variatia IMC-ului. Pana la acest moment exista putine GWAS-uri desfasurate care
sa aiba ca fenotip SMet. Un studiu in care SMet a fost diagnosticat conform definitiei IDF,
a inclus 4560 indieni asiatici si nu a gasit nicio asociere semnificativd. A fost raportata
totusi o serie gene influente precum CETP, LPL, FADS1, FADS2 si FLJ41733 asociate cu
HDL-C (P < 10°) si gena TCF7L2 asociati cu DZT2 (P < 10°) (Zabaneh si Balding, 2010).
O meta-analiza a compactat 13 studii in consortiumul STAMPEED (22 161 subiecti) si a
studiat asocieri genetice cu SMet definit de NCEP ATP Ill. Rezultatele au implicat genele
LPL, CETP si clusterului APOA5 (ZNF259, BUD13 si APOADS). in asociere cu combinatii
bivariate de componente ale SMet au fost raportate 27 de SNP-uri adnotate la 11 gene,
printre care GCKR, C2orfl6, ZNF512, CCDC121, ABCB11, TFAP2B, TRIB1 si LIPC
(Kraja et al., 2011). Privind RI au fost identificate mai mult de 60 de locusuri prin GWAS,
primele 10 ca semnificatie statisticd si replicare fiind adnotate genelor IRS1, PPARG,
GRB14, PEPD, PDGFC, MAP3K1, ARL15, FAM13A, RSPO3 si LYPLALL.

Genetica comuna intre OP, SMet si RI. Aceste studii de sinteza ne-au permis sa
identificam bioinformatic genele comune intre cele trei afectiuni prin interogarea
site-ului HugeNavigator. Am inclus 174 de gene pentru SMet si 1514 gene pentru RI, care
au fost intersectate cu cele 76 de gene de OP (Trajanovska et al. 2018) plus 19 gene
comune intre OP si fracturile de fragilitate. Remarcabil, foarte putine gene au fost gasite in
comun. De exemplu, intre genele pentru OP si fracturi de fragilitate, doar trei gene au fost
comune cu SMet (LRP5, ESR1 si F2). intre genele pentru OP si Rl numai 16 gene au fost
comune: TNFRSF11B, LRP5, TNFSF11, ESR1, SOST, TNFRSF11A, CTNNBL1, F2, SOXS6,
RSPO3, LEKR1, FAM9B, PPP1R3B, SLC8ALl, AQP1, ETS2, MBL2. Mai mult, cand

incrucisarea a fost facutd cu genele din sistemul Wnt, numai trei gene sunt comune
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(CTNNBL1, LRP5 si PPARD). De remarcat totusi ca intre genele comune apar pentru prima
data FTO si IRS-1, in timp ce studiile de GWAS propriu-zise nu au implicat gena FTO sau
a fost ignoratd in OP. Nu exista explicatii de ce pentru multi ani gena FTO a fost ignorata in

OP mai ales ca Pei et al in 2020 a aratat efectul pleiotropic al FTO in obezitate si DMO.
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Figura 3. Graficul Venn de incrucisare intre genele OP, SMet si RI si genele din
sistemul Wnt.

Aceste studii realizate pentru a pregati obiectivele mai precise, au permis elaborarea
de noi ipoteze de lucru si arata ca studiul bioinformatic devine o etapa inconturnabild in
geneticd. Am emis ipoteza ca gena FTO ar putea fi legata intr-un fel de OP prin mecanisme
inca necunoscute, dar probabil actionand la nivelul maduvei osoase, prin redirectionarea
diferentierii celulelor stem citre adipocite in loc de osteoblaste. Desi nepublicat, am
initiat n aceeasi perioada un studiu de GWAS in SMet, pe colectie de pacienti cu si fara
SMet din Romania, Turcia si Franta, selectdnd genele implicate in OP. Graficul de tip
Manhattan a aratat 1nsa ca nicio gend nu a obtinut o valoare P semnificativa.

Tn concluzie, aceste studii au avut o importanta considerabild in formularea ipotezelor
de studiu. Mai mult, aceste date ne dau posibilitatea sa revenim asupra genei FTO pentru
care dispunem de 4000 de SNP-uri, permitand in viitor realizarea unei cartografii dense a

haplotipurilor, inegalabilad pe plan international.
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CONCLUZII

Osteoporoza primara de postmenopauza este o boald complexd cu consecinte
semnificative asupra sanitatii publice prin cresterea riscului de fracturi. Tn Studiul 1 am
observat ca la pacientele cu OP existi o relatie neliniara, bifazica intre DMO si IMC
in care DMO scade semnificativ dupa o valoare prag a IMC de 27,2 kg/m2. Aceasta
observatic a permis evidentierea efectului nociv al componentelor SMet asupra
metabolismului osos si traduce necesitatea unor protocoale de cercetare mai elaborate,
precum si necesitatea adoptarii unei atitudini terapeutice individualizate.

OP recunoaste in etiopatogenia sa un rol determinant al predispozitiei genetice,
beneficiind de aparitia unor noi strategii de investigare in genetica moleculara la nivelul
intregului genom (GWAS). Fiind de natura poligenica, aplicarea rezultatelor genetice in
clinica, ca markeri de predictie, rdimane in continuare un demers dificil. Cauzele sunt
multiple, Tntrucét pe langa caracterul poligenic, multe gene au efecte pleiotropice.

Tn Studiul 2 am analizat SNP-uri din intronul 1 al genei FTO (rs8057044, rs8050136,
rs9939609, rs62033406 si rs9930506) in relatie cu OP si fractura de fragilitate, care s-au
asociat cu risc crescut de OP (mai ales rs9930506) si OP severa cu fracturi (rs9939609 cu
efect protector, iar toate celelalte cu efect patogen). Aceasta lucrare este prima care
raporteaza SNP-ul rs8057044 ca fiind asociat cu OP si riscul de fracturd. Mai mult,
cartografierea haplotipurilor folosind ADN-ul fazat a dezvaluit asocieri si mai
puternice cu fracturile de fragilitate in OP, determinate de combinatii specifice de
haplotipuri si in corelatie cu reducerea DMO la toate situsurile anatomice studiate.

Descoperirea implicarii genei FTO 1in osteoporoza (Studiul 2), va schimba dramatic
cercetarea in patogeneza OP, aducand aceastd boala in domeniul transcriptomicii si, prin
urmare, implicand simultan mecanisme epigenetice si genetice, permitand in viitor si
stabilirea unor markeri de predictie in clinici. In plus, avand in vedere importanta genei
FTO in obezitate si interactiunea cu aspectele nutritionale, aceasta gena va deschide noi
directii de cercetare in domeniul terapeutic. Avand in vedere relatia complexa intre
obezitate, SMet si OP (asa cum am demonstrat in Studiul 1), nivelul de obezitate ar putea
avea un rol modulator asupra relatiei dintre SMet, RI sistemica si OP, ceea ce face

descrierea markerilor genetici predictivi deosebit de importanta.
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