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2 Wykaz stosowanych skrotow

ADA - America Diabetes Association - Amerykanskiego Towarzystwa Diabetologicznego

AdipoQ - Adiponektna

AHA/NHLBI - American Heart Association / National Heart, Lung and Blood Institute

ATGL - adipose triglyceride lipase - lipaze triglicerydow

AUC - area under the curve - pole pod krzywa

BAT — brown adipose tissue — biata tkanka tluszczowa

BMI - body mass index - wskaznik masy ciata

B-kat - B-katenina

C - grupa kontrolna

CETP - cholesteryl ester transfer protein — biatko wymiennikowe estrow cholesterolu mi¢gdzy

lipoproteinami

CRP - C-reactive Protein — biatko C-reaktywne

CSN — centralny system nerwowy

DPP-4 — Dipeptidyl Peptidase-4 — dipeptydylopeptydaza 4

DTTG - doustny test tolerancji glukozy

DTTL - doustny test tolerancji lipidow

Dvl - Dishevelled protein

EPIC-NL-prevalent DM - European Prospective Investigation into Cancer and nutrition NL-

prevalent Diabetes Mellitus)

ER - endoplasmic reticulum — siateczka endoplazmatyczna

ER-stress - szok siateczki endoplazmatycznej

FFA - free fatty acids - wolne kwasy tluszczowe

GIP - glucose-dependent insulinotropic polypeptide - glukozozalezny polipeptyd
insulinotropowy

GIPR - receptor GIP

GLP-1 - glucagon-like peptide-1 - glukagonopodobny peptyd typu 1

GLP-2 - glucagon-like peptide-2 - glukagonopodobny peptyd typu 2

GLP-1R — receptor GLP-1

GRPP - glicentin-related pancreatic peptide — glicentyno zalezny polipeptyd trzustkowy

GSK-3 - glycogen synthase kinase 3 - kinaza syntazy glikogenu 3



GWA - genome wide association study - badania asocjacyjne genomu ludzi

HDL - high density lipoprotein - lipoproteiny o wysokiej gestosci

HGO - hepatic glucose output - wyrzut glukozy z watroby

HOMA-IR - homeostasis model assessment of insulin resistance - model oceny

insulinoopornosci

HSL - hormone sensitive lipase - wrazliwa na czynniki hormonalne lipaza diglicerydow

HSP — heat shock proteins — biatka szoku cieplnego

IDF — International Diabetes Federation

IDL - Intermediate Density Lipoprotein — lipoproteina o posredniej gestosci

IL-6 - interleukina 6

IP-1; IP-2 - intervening peptide-1&2 — biatko posrednie 1 & 2

IR — insulin resistance - insulinoopornos¢

IRS-1, 2 -insulin receptor substrate 1, 2 - biatko sktadowe receptora insulinowego

JNK - kinaza N-konca biatka c-Jun

K - grupa kobiet

LD - lipid droplets- krople lipidowe

LDL - low density lipoprotein - lipoproteiny o niskiej gestosci

LEF-1 - lymphoid enhancer-binding factor

Lep - leptyna

M - grupa mezczyzn

MAPK - mitogen-activated protein kinase - kinaza biatkowa aktywowana mitogenenami

MGL - monogliceryde lipase - lipaza monoglicerydow

MS — zespot metaboliczny; grupa pacjentow z zespolem metabolicznym

MUFA - monounsaturated fatty acids - jednonienasycone kwasy tluszczowe

NAG - N-acetyloglukozamina

NAFLD- non-alcoholic fatty liver disease - nicalkoholowe sttuszczenie watroby

NCEP ATP - National Cholesterol Education Program, the Adult Treatment Panel 111 (wg.
American Heart Association)

NF-kB - jadrowy czynnik kappa B

NO — tlenek azotu

NPY - neuronal peptyd Y — neuropeptyd Y

NYHA - New York Heart Association - skala cigzkos$ci objawow niewydolnosci serca wg.
Amerykanskiego Towarzystwa Kardiologicznego

OGTT- oral glucose tolerance test — doustny test tolerancji glukozy



OLTT — oral lipid tolerance test — doustny test tolerancji lipidow

OXM — oksyntomodulina

OXPHOS — proces oksydatywnej fosforylacji

PAI-1 - Plasminogen Activator Inhibitor - inhibitor aktywatora plazminogenu

PBEF - pre-B-cell colony enhancing factor - czynnik wzrostu stymulujacy réznicowanie si¢
kolonii komorek pre-B

PCR - polymerase chain reaction - reakcja tancuchowa polimerazy

P1-3K - phosphoinositide 3-kinase — 3-kinaza fosfatydyloinozytolu

PKA — protein kinase A — kinaza biatkowa A

PKB - protein kinase B — kinaza biatkowa B

PLTP- phospholipid transfer protein- biatko wymiennikowe fosfolipidow migdzy lipoprotein

PPAR - peroxisome proliferator-activated receptor - receptory jadrowe aktywowane przez
proliferatory peroksysomow

PUFA - polyunsaturated fatty acids - wielonienasycone kwasy tluszczowe

pz - par zasad

RAAS - renin-angiotensin-aldosterone system — uktad renina-angiotensyna-aldosteron

RFLP - restricted fragment length polymorphism - polimorfizmu dtugosci fragmentéw

restrykcyjnych

ROS - radical oxygen species - wolne rodniki tlenowe

SD - odchylenie standardowe

SFA - saturated fatty acids - nasycone kwasy tluszczowe

SNP - single-nucleotide polimorfism — polimorfizm pojedynczego nukleotydu

SRS - Somatostatin Receptor Scintigraphy - somatostatynowa scyntygrafia receptorowa

Tch - Total cholesterol - cholesterol calkowity

TCF - T cell factor - czynnik limfocytow T

TCF7L2 - (T-cell) transcription factor 7 — like 2 - czynnik transkrypcyjny 7 - like 2

TRL - Triglycetide-Rich Lipoproteins — lipoproteiny bogate w TG

TNF-a - Tumor Necrosis Factor — czynnik martwicy nowotworow

UCP - uncoupling proteins - biatka rozprzegajace btong mitochondrialng

UKPDS - United Kingdom Prospective Diabetes Study — Projekt: badania prospektywne w
cukrzycy (Anglia)

VLDL - Very Low Density Lipoprotein — lipoproteina o bardzo matej gestosci

WAT - white adipose tissue — biata tkanka thuszczowa

WHR - waist-hip ratio - wskaznik talia-biodro



3 Wstep

3.1 Zespotl metaboliczny

3.1.1 Historia definicji

Otylo$¢ jest coraz czesciej rozpoznawanym schorzeniem, ktore w krajach o duzym
rozwoju przemystowym przybrato rozmiary epidemii. Zaburzenia metaboliczne i kliniczne,
bedace konsekwencja otylosci objete zostalty wspdlng nazwa - ,,zespot metaboliczny”. W
czasie ostatnich 30 lat pojgcie to stato si¢ jednym z najcze$cie] uzywanych terminow w
pismiennictwie medycznym. Zesp6l ten zyskal znaczenie epidemiologiczne i kliniczne, od
momentu przedstawienia jego definicji przez Geralda M. Reavena w 1988 roku, ktory okreslit
go jako zespdt X (1). Ale juz wczesniej, bo w roku 1918, niemiecki lekarz Ernst Kretschmer
opisat zesp6t zaburzenh mogacy by¢ pewnego rodzaju wstgpem do dzisiejszej definicji zespotu
metabolicznego. Badat on powigzania miedzy psychika i budowa ciala. Opisal typ pykniczny
budowy charakteryzujacy si¢ otytoscig brzuszng i sktonnoscig do zachorowan na nadci$nienie
tetnicze i choroby serca (2). Tuz po I wojnie $wiatowej ukazala si¢ publikacja dwdch
internistow Karla Hitzenbergera i Martina Richtera-Quittera. Autorzy opisywali w niej swoje
obserwacje pacjentow z zaburzeniami metabolicznymi, u ktorych zauwazyli
wspotwystepowanie cukrzycy i nadcisnienia tetniczego (2). Podobnych obserwacji dokonali
szwedzki lekarz Eskin Kylin i Hiszpan Gregorio Maran, ktorzy opublikowali w 1921 r. w
czasopi$mie Zentrallblatt fuer Innere Medizin prace pod tytulem ,,Nadcisnienie tetnicze i
cukrzyca” (Hipertonie und Zuckerkrankheit) (2). Kylin prowadzac przez kolejne lata badania
na tym polu stwierdzit istotny znaczenie podwyzszonego poziomu kwasu moczowego W
diagnostyce tego zespolu. Rozpoznane przez siebie schorzenie nazwat w 1923 roku zespotem
nadci$nienia, hiperglikemii i hiperurykemii (2,3).

Do dalszych zmian w zdefiniowaniu objawow zespotu metabolicznego przyczynit si¢
polski lekarz Jakub Wegierko, ktory wprowadzit w 1958 roku pojecie ,,cukrzycy
skojarzonej”. Zwrocit uwage na wspdlne wystepowanie cukrzycy z otyloscia, nadcisnieniem
tetniczym oraz chorobg niedokrwienng serca (2,3). W 1966 roku, we Francji, J. P. Camus
rozpoznal zesp6t roznigcy si¢ nieco objawami od obserwacji Kylina. Swoje rozpoznanie

nazwat trojzespotem metabolicznym (Trisyndrome metabolique) obejmujacym dne, cukrzyce i



hipertriglicerydemi¢ (2). Rok p6zniej wloscy badacze A. Avogaro i G. Crepaldi obserwujac
wspotwystepowanie otylosci brzusznej, dyslipidemii, zaburzen gospodarki weglowodanowej
oraz nadcis$nienia 1 wspotistniejacego wysokiego ryzyka wystgpienia choroby niedokrwiennej
serca, wprowadzili pojecie zespotu plurimetabolicznego (3). W 1968 roku naukowcy ze
wschodniej czesci Niemiec H. Mehnert i H. Kuhlmann udowodnili zwigzek migdzy rozwojem
wyzej wymienionych schorzen, a stylem zycia i odzywiania charakterystycznym dla kultury
zachodniej. Naukowcy stworzyli pojecie zespotu dostatniego zycia (Wohlstandsyndrome) (2).
W latach 70-tych XX wieku M. Hanefeld do tej pory wymienionych schorzen dodat
zwigkszone ryzyko miazdzycy, a w 1981 roku wraz z W. Leonhardem podat nazwe 1
zdefiniowat zespof metaboliczny jako wspotistnienie cukrzycy typu 2, nadci$nienia tetniczego,
hiperinsulinemii, otylosci, hiperlipidemii, dny i zwigkszonej krzepliwosci krwi (2). Autorzy
zwrocili rowniez uwage na istot¢ podtoza genetycznego oraz czynnikow srodowiskowych, w
tym nieprawidlowej diety na rozwqj choroby.

Podejmowano jeszcze wiele prob zdefiniowania zespotu metabolicznego. Przelomowym
momentem okazat si¢ by¢ rok 1988, kiedy Gerard M. Reaven opublikowal swoje
spostrzezenia, ze opornos¢ tkanek na insuling (insulinoopornos$¢), jak i hiperinsulinemia moga
by¢ glownym czynnikiem wpltywajacym na rozwoj dyslipidemii, zaburzen gospodarki
weglowodanowej, nadcisnienia tg¢tniczego. Ze wzgledu na brak mozliwo$ci wytlumaczenia
patomechanizméw opisywanego przez siebie schorzenia, nazwat je Zespolem X (1, 2). Rok
p6zniej Norman Kaplan zwrocit uwage na wazng role otytosci centralnej. Wprowadzit pojecie
,smiertelna czworka” (deadly quartet), ktora zdefiniowat jako zwigkszone zasoby tkanki
thuszczowej trzewnej i podskornej okolicy brzucha, wspotistniejacy nieprawidtowy
metabolizm glukozy, hipertriglicerydemia i nadci$nienie tgtnicze (2). W 1991 roku DeFronzo
i1 Ferranini oraz niezaleznie Haffher sformutowali pojecie zespofu insulinoopornosci, ktére
sugerowato zwigzek insulinooporno$ci z wystepowaniem wczesniej opisanych zaburzen (2).
Natomiast w 1999r Camphell do wymienionych przez Kaplana objawow dodat miazdzyce i

nasilong trombogeneze.

3.1.2 Aktualnie stosowane definicje

Ostateczna wspolng nazwe dla wymienianych przez wielu naukowcoéw schorzen
nadala w 1999 roku Swiatowa Organizacja Zdrowia (WHO — World Health Organisation)

(2). Ze wzgledu na brak jednorodnej, przyjetej na $wiecie definicji, stworzono tzw.



definicje robocza zespotu metabolicznego. Podstawa rozpoznania zespolu metabolicznego
jest stwierdzenie zaburzeh w gospodarce weglowodanowej (cukrzyca, stany
przedcukrzycowe), insulinooporno$¢; oraz 2 z 4 nizej wymienionych czynnikow:
nadci$nienie tetnicze, dyslipidemia, otyto$¢, mikroalbuminuria [Tabela 1]. Do okreslenia
otytosci w tym schemacie uzyto wskaznikoéw: talia-biodro (WHR — waist to hip ratio) lub

wskaznika masy ciata (BMI — body mass index).

Po roku 2000 starano si¢ ujednolici¢ definicj¢ i kryteria rozpoznawania zespotu
metabolicznego. W 2001 roku rozpoznawanie zespotu zostalo ustalone na podstawie
zalecen amerykanskiego Narodowego Programu Edukacji Cholesterolowej Dorostych
(NCEP - National Cholesterol Education Program) zawartych w III Raporcie Zespotu
Ekspertow do spraw Wykrywania, Oceny 1 Leczenia Hipercholesterolemii u Dorostych
(ATP I - Adult Treatment Panel 111) (2). W poroéwnaniu do wytycznych z 1999 roku, te
wg NCEP ATP III zostaty uproszczone, co ulatwito ich stosowanie w codziennej praktyce.
Zaproponowano pie¢ kryteriow, z ktoérych obecnos¢ trzech byla niezbedna do rozpoznania
zespolu metabolicznego. S3 nimi: otylo§¢ brzuszna, dyslipidemia aterogenna
(podwyzszone stezenie triglicerydéw 1 lipoprotein o matej gestosci LDL — low density
lipoprotein, oraz obnizone st¢zenie lipoprotein o duzej gestosci HDL — high density
lipoprotein), podwyzszone ci$nienie tetnicze, insulinoopornos$¢, uposledzona tolerancja

glukozy, stan prozakrzepowy i prozapalny [Tabela 1].

W badaniach The Insulin Resistance Artherosclerosis Sudy przeprowadzonych w 2004
roku udowodniono, ze najwigksze znaczenie wsrdd zaburzen metabolicznych w zespole ma
otytos¢ trzewna wyrazona przez obwad talii. Ponadto profil aterogennych czynnikow ryzyka
jest znacznie wyrazniejszy u osoOb z insulinoopornoscig (4). W tym samym roku obnizono
rowniez dolng granice normy dla glukozy na czczo do 100 mg/dl (5,6 mmol/l) zgodnie z
zaleceniami Amerykanskiego Towarzystwa Diabetologicznego (ADA, America Diabetes
Association).

Wszystkie te obserwacje doprowadzily do powstania w kwietnia 2005 roku nowej
definicji zespotu metabolicznego, unowoczesnionych zasad klasyfikacji jak i leczenia (5).
Definicja wg. Swiatowej Federacji do spraw Cukrzycy (IDF - International Diabetes
Federation) uwzglednia nizszy poziom glukozy na czczo, nizsze stezenie HDL-
cholesterolu we krwi oraz mniejszy obwod talii do rozpoznania otylosci brzusznej, w

porownaniu z kryteriami przyjetymi przez Amerykanski Narodowy Program Edukacji

10



Cholesterolowej ATP III z roku 2001. Wytyczne dotyczace poziomu triglicerydow, jak i

wartosci cisnienia tetniczego, nie ulegly zmianie (5,6) [Tabela 1].

Tabela 1. Aktualnie stosowane definicje zespolu metabolicznego.

WHO 1999r

NCEP/ATP 111 2001r

IDF 2005r

= stezenie glukozy na czczo
> 110 mg/dl (6,1 mmol/l)
lub nieprawidtowa
tolerancja glukozy
(glukoza w 2 godz. po 759
glukozy p.o. > 140 mg/dl)

= oraz?2 lub wiecej z
nastepujacych
czynnikow:

- otyto$¢ — definiowana jako

BMI > 30 kg/m? i/lub

- WHR me¢zczyzni > 0,9;
kobiety > 0,85

- stezenie triglicerydow >
150 mg/dl (1,7 mmol/l)

- ste¢zenie cholesterolu HDL
< 40 mg/dl (1,0 mmol/l) u
mezczyzn i U kobiet.

- ci$nienie tetnicze
skurczowe > 140 mmHg lub
rozkurczowe > 90 mmHg

mikroalbuminuria (>20ug%)

= 3 lub wig¢cej z ponizszych
czynnikow ryzyka

- otytos¢ — definiowana jako
BMI > 30 kg/m? i/lub

- obwdd pasa mezezyzni >
102 cm, kobiety > 88 cm

- ste¢zenie glukozy na czczo
> 110 mg/dl (6,2 mmol/l)

- stezenie triglicerydow >
150 mg/dl (1,7 mmol/l)

- ste¢zenie cholesterolu HDL
<40 mg/dl (1,0 mmol/l) u
me¢zezyzn i < 50 mg/dl (1,3
mmol/l) u kobiet

- ci$nienie tetnicze
skurczowe > 130 mmHg lub
rozkurczowe > 85 mmHg

= otylo$¢ centralna —
definiowana jako obwadd
talii> 94 cmu
Europejczykow 1> 80 cm
u Europejek [dla innych
grup etnicznych —
odpowiednie wartosci]

* oraz 2 z 4 nastepujacych
czynnikow:

- stezenie glukozy na czczo
> 100 mg/dl (5,6 mmol/l) lub
wczesniej rozpoznana
cukrzyca typu 2

- stezenie triglicerydow >
150 mg/dl (1,7 mmol/l) lub
leczenie tego zaburzenia
lipidowego

- stezenie cholesterolu HDL
< 40 mg/dl (1,0 mmol/l) u
mezcezyzn 1< 50 mg/dl (1,3
mmol/l) u kobiet lub leczenie
tego zaburzenia lipidowego

- ci$nienie tetnicze
skurczowe > 130 mmHg lub
rozkurczowe > 85 mmHg,
lub leczenie rozpoznanego
wczesniej nadci$nienia
tetniczego

Rownolegle do prac IDF nad definicja zespolu metabolicznego w Stanach

Zjednoczonych American Heart Association/National Heart, Lung and Blood Institute

(AHA/NHLBI) podata kryteria rozpoznania zespotu z uwzglednieniem charakterystyki

spoteczenstwa amerykanskiego (7). AHA/NHLBI nieco zmodyfikowato kryteria ATPIII,
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ale nie uznalo otytosci trzewnej, tak jak IDF, za gtowny i niezbedny punkt rozpoznania
zespolu metabolicznego. Pozostale 4 czynniki ryzyka byly identyczne do tych
wymienionych przez IDF. Gloéwnag roznica miedzy kryteriami rozpoznania otytoSci
trzewnej byt obwod brzucha przez AHA/NHLBI okreslony na > 102 cm u mezczyzn i > 88

cm u kobiet, a w IDF odpowiednio > 94 cm i > 80 c¢cm [patrz Tabela 1].

Przez ostatnie kilka lat czlonkowie m.in. IDF jak i AHA/NHLBI prowadza
dyskusje by uscisli¢ i ujednolici¢ wspdlne kryteria rozpoznawania zespotu metabolicznego.
W tabeli 2 umieszczono kryteria niezbedne do rozpoznania zespotu metabolicznego

zatwierdzone przez obie strony i opublikowane w 2009 roku (8) [Tabela 2].

Tabela 2. Kryteria klinicznego rozpoznania zespolu metabolicznego — wspolne
stanowisko International Diabetes Federation; National Heart, Lung and Blood
Institiute; American Heart Association; World Hear Federation; International
Atherosclerosis Society; oraz International Association for the Study of Obesity (8).

Kryterium Punkt odciecia

= 3 lub wiecej z 5 ponizszych czynnikow ryzyka
(otytoé¢ trzewna nie powinna by¢ dominujgcym kryterium rozpoznania)

- obwdd talii * - odpowiednie wartosci specyficzne dla
populacji i danego panstwa

- podwyzszone st¢zenie glukozy na czczo** > 100 mg/dl (5,6 mmol/l)
lub leczenie tego zaburzenia metabolicznego

- hipertriglicerydemia lub leczenie tego >150 mg/dl (1,7 mmol/l)

zaburzenia lipidowego ***

- obnizone stezenie cholesterolu HDL lub <40 mg/dl (1,0 mmol/l) u m¢zczyzn
leczenie tego zaburzenia lipidowego *** i <50 mg/dl (1,3 mmol/l) u kobiet

- podwyzszone cisnienie t¢tnicze lub leczenie  skurczowe > 130 mmHg i/lub rozkurczowe
rozpoznanego wczesniej nadci$nienia > 85 mmHg,

tetniczego

*Zaleca si¢ uzywanie kryteriow IDF dla nie-Europejczykow, a dla ludzi pochodzenia
Europejskiego kryteriow zarowno IDF jak i AHA/NHLBI dopdki nie bedzie zebrane wigcej
danych

**Wiekszo$¢ pacjentow z cukrzycg typu 2 bedzie spetniata w/w kryteria zespotu
metabolicznego.

***Najczesciej stosowanymi lekami w leczeniu hipertriglicerydemii 1 obniZzonego stezenia
HDL cholesterolu sa fibraty i kwas nikotynowy. Pacjent przyjmujacy jeden z tych lekow
moze by¢ uwazany za osobe z ktoryms z w/w zaburzen lipidowych. Wysoka dawka kwasow
thuszczowych ®-3 stosowanych przez pacjenta moze wskazywac na wystepujaca u niego
hipertriglicerydemig.
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3.1.3 Epidemiologia

Ze wzgledu na rézne definicje zespolu metabolicznego, dane dotyczace czestosci jego
wystepowania roznig si¢ znaczaco. Wedlug raportu Camerona i jego wspotpracownikéw z
2004 roku zespot rozpoznawany na podstawie zroznicowanych kryteriow w populacji
miejskiej] w wieku od 20 do 25 lat wynosita od 8% w Indiach do 24% w USA u me¢zczyzn,
natomiast u kobiet od 7% we Francji do 43% w Iranie (2). W polskiej populacji dorostych
czestos¢ wystepowania zespotu metabolicznego wynosita w 2002 roku $rednio 20% (22% u
kobiet i 18% u mezczyzn) 1 wykazywala tendencje wzrostowe wraz z wiekiem (badania

NATPOL 111 Plus) (9).

3.1.4 Patofizjologia

Do dzi$ naukowcy nie ustalili jednolitej teorii mechanizmu prowadzacego do rozwoju
zespotu metabolicznego. Najbardziej powszechng jest hipoteza tzw. ,,wspolnego podtoza”,
ktora zaktada, ze objawy zespotu metabolicznego powstaja w wyniku interakcji pomig¢dzy
czynnikami genetycznymi, $rodowiskowymi, czynnikami wpltywajacymi na nieprawidlowy
rozwdj w zyciu ptodowym i wczesnym dziecinstwie (hipotrofia ptodu, nadmiar spozywanego
pokarmu lub niedozywienie ci¢zarnych) oraz po porodzie czynnikami cywilizacyjnymi
powodujacymi rozwoj otylosci, a w konsekwencji cukrzycy, dyslipidemii, nadci$nienia
(dodatni bilans energetyczny: dysproporcja migdzy zapotrzebowaniem a podaza substratow
energetycznych, bezczynnos¢ fizyczna itp.) (2). U podstaw catego uktadu tych zaburzen lezy
insulinooporno$¢ i poczatkowa hiperinsulinemia wynikajagca w duzej mierze z
lipotoksycznosci (toksyczne dziatanie syntetyzowanych de nowo glownie w watrobie
/lipogeneza/ jak 1 uwalnianych z tkanki tluszczowej wolnych kwasow tluszczowych (FFA).
Kraza one we krwi w postaci kompleksow z albuming. FFA, podobnie jak glukoza, aktywuja
uwalnianie z komorek beta trzustki insuling. Ponadto hamujac jej rozktad w watrobie
przyczyniaja si¢ do nieregulowanej poziomem glukozy hiperinsulinemii 1 rozwoju
obwodowej insulinoopornosci (zmniejszenie aktywnosci receptoréOw insuliny gltéwnie w
mig$niach 1 tkance thuszczowej). Pojawiajaca si¢ glukolipotoksyczno$¢ powoduje
przecigzenie metaboliczne organelli: siateczki endoplazmatycznej 1 mitochondridw,
akumulacje FFA w postaci kropelek lipidowych (lipid droplets, LD) w komorkach, rowniez i
w komorkach beta trzustki doprowadzajac do ich apoptozy, a w konsekwencji do rozwoju

objawow cukrzycy typu 2 (10).
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Zasadniczg role w patogenezie zespolu metabolicznego petni otylosé centralna, a
$cidlej trzewna tkanka tluszczowa. Od podskornej roézni jg zar6wno inna podatno$¢ na
regulacje hormonalng, inna produkcja adipokin, jak i nasilenie przewlektego ,,stanu
zapalnego” charakteryzujacego tkanke brzuszng (11). FFA uwalniane z trzewnej tkanki
tluszczowej sa transportowane bezposrednio do watroby, wplywajac na jej metabolizm
zwigkszajac syntez¢ bogatych w triglicerydy lipoprotein (triglyceride rich lipoprotein - TRL:
sktadajacych si¢ z chylomikronow, lipoprotein o bardzo matej gestosci - VLDL i w
konsekwencji lipoprotein 0 posredniej gestosci — IDL oraz LDL). FFA wplywaja rowniez na
opisany powyze] zahamowany katabolizm insuliny, zmiang¢ ekspresji jej receptoroOw oraz
aktywacje cytokin i biatek prozakrzepowych (fibrynogen, inhibitor aktywatora plazminogenu
— PAI-1) (2, 12) [Rysunek 2]. W samej watrobie dochodzi do indukcji tworzenia kropli
lipidowych i rozwoju niealkoholowego stluszczenia watroby (non-alcoholic fatty liver
disease-NAFLD) charakterystycznego dla zespotu metabolicznego (13). Podobna akumulacje
LD obserwuje sie w migsniach i komoérkach innych narzadéw, w tym i komoérkach beta

trzustki (14).

Insulina posiada wiele funkcji. Miedzy innymi odpowiada za prawidtowa dystrybucje
zasobow energetycznych, tj. glukozy i kwasow tluszczowych w postaci odpowiedniej
proporcji niezbednej dla wspotpracy energetycznej komorek miegsni szkieletowych z
termogenng 1 spichrzajaca kwasy tluszczowe w postaci TG tkankg thuszczowa. Poza tym
insulina jest odpowiedzialna za magazynowanie w watrobie (glownie po positku) pod
postacig glikogenu waznego, zwlaszcza dla mozgu, substratu energetycznego - glukozy (15).
Insulina takze reguluje przemiany metaboliczne watroby wiodace do produkcji endogenne;j
glukozy i FFA adekwatnie do zapotrzebowania energetycznego organizmu mi¢dzy positkami.
Natomiast w okresie wzmozonego zapotrzebowania energetycznego w rdznego rodzaju
stresie, do procesu uwalniania substratOw energetycznych przyczynia si¢ stymulacja beta-
adrenergiczna oraz regulacja hormonalna (kortykosterydy, neuronal peptyd Y (NPY),

hormony tarczycy) (15).

Jak juz wspomniano, gtownym uznanym czynnikiem w patomechanizmie zespotu
metabolicznego jest insulinoopornosé tkanek obwodowych (migsni) i watroby zwigzana z
utrzymujgcym si¢  wyzszym stezeniem krazacych wolnych kwaséw tluszczowych
uwalnianych w gtdwnej mierze z zapasowej puli TG tkanki thuszczowej (zwlaszcza trzewnej)
przez lipazy: lipaz¢ triglicerydow (ang. adipose trigliceryde lipase, ATGL), wrazliwg na

czynniki hormonalne lipaze diglicerydow (ang. hormone sensitive lipase, HSL) oraz lipaze
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monoglicerydéw (ang. monogliceryde lipase, MGL). Innym zrodtem FFA sg bogate w TG
lipoproteiny (TRL: chylomikrony, VLDL, IDL, LDL zwlaszcza charakterystyczne dla
insulinoopornosci tzw. mate, geste LDL typu B, a nawet patologiczne bogate w TG HDL),
ktore podlegaja dziataniu lipazy lipoproteinowej sroédbtonka naczyn zatok watrobowych. W
watrobie FFA zwigkszaja lipogenez¢ i uwalnianie zawierajacych apoB VLDL zawierajacych
patologicznie duzg ilo§¢ TG. Powstaja z nich bogate w TG LDL, zrédlto typowych dla
insulinoopornos$ci i1 cukrzycy zmodyfikowanych takze oksydatywnie proaterogennych LDL
typuB. W poréwnaniu do zwyktych LDL-i, mate geste LDL-e sg bardziej toksyczne dla
srodblonka naczyn. Majg one wigksza zdolno$¢ przenikania przez btone podstawng
srodblonka, posiadajg zdolnos¢ adherencji do glikozaminoglikandw, sg bardziej podatne na
modyfikacje oksydatywng gdyz dluzej pozostaje w krazeniu. Jako zmodyfikowane LDL nie
sa wychwytywane przez receptor dla apoB, ale sa atwiej wychwytywane przez receptory
uczestniczace w fagocytozie - receptory resztkowe (scavenger receptors) makrofagow,
fibroblastow i komorek migéni gladkich naczyn (16). Dzigki dziataniu enzymoéw 0socza
(phospholipid transfer protein - PLTP i cholesteryl ester transfer protein - CETP) dochodzi
do wymiany TG na estry cholesterolu migdzy TRL a HDL. Powstaja patologiczne HDL nie
majace zdolnoS$ci ,,zwrotnego transportu estrow cholesterolu”. Procesowi temu towarzyszy
obnizenie stezenia HDL, gdyz luznie zwigzana z patologicznymi HDL apoproteina Al ulega

odszczepieniu i wydaleniu przez nerki (17).

Naukowcy znajduja coraz wigcej dowodoéw, ze indukowana FFA hyperinsulinemia
powoduje spadek wrazliwosci ,,przewodnictwa receptorowego” insuliny w mie¢sniach, czyli
podwyzszony poziom FFA hamuje zalezny od insuliny dokomoérkowy transport glukozy, ale
roéwniez hamuje wewnatrzkomorkowa generacje ATP w mitochondriach przez powodowanie
dysproporcji substratow dla cyklu Krebsa (czyli dysproporcji substratow dla tancucha
oddechowego w oksydatywnej fosforylacji - OXPHOS) (18). Powstajace w przetadowanych
substratami mitochondriach wolne rodniki modyfikujg strukturalne i enzymatyczne biatka
komorek, co wywoluje wytworzenie biatek szoku cieplnego (heat shock proteins, HSPs) w
przebiegu szoku siateczki endoplazmatycznej (ER-stress) i indukuje generacje kropli
lipidowych w komoérkach nieprzeznaczonych pierwotnie do magazynowania lipidow
uposledzajac ich funkcje i inicjujac apoptoze [Rysunek 1] (10, 19). Jak wspomniano wyzej
zwigkszone stezenie krazacej glukozy 1 FFA stwarza warunki tzw.: ,,glukolipotoksycznosci”,
ktora aktywuje rowniez nieenzymatyczng glikacje biatek, jak i tworzenie toksycznych lipidow

(np. ceramidéw) odpowiedzialnych za pogiebienie insulinoopornosci i apoptozy komorek.
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Procesowi temu towarzyszy powstanie wolnych rodnikéw tlenowych (ROS) tj. anion

ponadtlenkowy, nadtlenek wodoru i rodniki hydroksylowe (19).

Rysunek 1. Odpowiedz komorkowa na wysoki poziom FFA [wg. Schenk S. et al., 2008;
(22)].
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Uwaza si¢, ze w podobnym mechanizmie w miar¢ uplywu czasu dochodzi do
ostabienia sity skurczowej miesni szkieletowych, stluszczenia watroby, uszkodzenia funkcji
srodbtonka, jak i do wyczerpania rezerw komorek B trzustki prowadzac do hipoinsulinemii,

powiktan naczyniowych i rozwoju petnego obrazu cukrzycy.

Wysoki poziom insuliny wzmaga reabsorbcje sodu w nerkach i stymuluje wspotczulny
uktad nerwowy (20). W warunkach insulinoopornosci zmniejsza si¢ wazodyaltacyjny wplyw
insuliny na naczynia krwionosne. Dodatkowo wysoki poziom glukozy, FFA oraz generacja
ROS moga posrednio wplywaé obkurczajaco na naczynia poprzez hamowanie powstawania i
biodostgpnosci tlenku azotu (NO) (21).

Tkanka tlhuszczowa stanowi zrédlo réznego rodzaju cytokin i autakoidow jak np. biatka

rodziny RAAS (renin-angiotensin-aldosterone system) promujacych stan spastyczny naczyn.
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Uwalniana z adipocytow leptyna rowniez aktywuje uktad adrenericzny (21). Wtérnie rozwija
si¢ nadci$nienie tetnicze, a przebudowie/pogrubieniu $ciany naczynia  Sprzyja

proproliferacyjne dziatanie (czynnik wzrostu) hiperinsulinemii (2) [Rysunek 2].

Rysunek 2. Patofizjologia insulinoopornosci i przewleklego stanu zapalnego w zespole
metabolicznym [wg. Szotowska M., Wiecek A. (2)].
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Calemu, zlozonemu mechanizmowi insulinoopornosci i zaburzeniom lipidowym
towarzyszy i nasila je przewlekly odczyn zapalny tkanki tluszczowej. Adipocyty i
naciekajace tkanke tluszczowa makrofagi (MO) produkuja 1 wydzielaja cytokiny zapalne
(m.in. interleuking 6 — IL-6; czynnik martwicy nowotworow — TNF-a), ktore nasilaja
insulinooporno$¢ i wzmagaja lipolize¢ TG w tkance tluszczowej zwigkszajac pule krazacych

FFA [Rysunek 3]. TNF-a, ktorego generacja wzrasta lokalnie w tkance thuszczowej w zespole
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metabolicznym, nasila insulinooporno$¢ przez hamowanie przewodnictwa biatek receptora

insulinowego. Uwalniana IL-6, pobudza watrobe do produkcji biatek ostrej fazy w tym CRP

(C-reactive Protein). Wozrastaja réwniez inne markery/mediatory stanu zapalnego jak

interleukiny, czynniki wzrostu, poziom biatych krwinek (2). Zmienia si¢ poziom adipokin -

podnosi si¢ poziom leptyny, rezystyny, natomiast obniza si¢ poziom adiponektyny [Rysunek

3] (2, 22).

Rysunek 3. Patomechanizm insulinoopornosci - miejscowy stan zapalny w tkance
tluszczowej [wg. Schenk S. et al., 2008; (22)].
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Wzmozonej adipogenezie i1 przebudowie (remodelingowi) tkanki tluszczowej,

uwalnianiu adipokin i odczynowi zapalnemu towarzyszy wzmozona angiogeneza promowana

tez niedotlenieniem rosngcej tkanki (23). Sama leptyna i adiponektyna maja modulujacy

wplyw na ten proces [Rysunek 4].
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Rysunek 4. Mechanizm angiogenezy — niektére proangiogenne adipokiny i cytokiny
produkowane przez adipocyty i komorki zrebu tkanki tluszczowej oraz komorki
zZwiazane z towarzyszacym procesem zapalnym. Rownolegle uwalnianie przez adipocyty
endogennych inhibitoréw angiogenezy [wg. Cao Y., 2010; (23)] .
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Znaczacy wplyw na wyzej opisane zjawiska maja stres oksydacyjny i reakcja
immunologiczno-zapalna towarzyszaca kazdemu podwyzszeniu poziomu FFA, bogatych w
TG lipoprotein, jak i glukozy we krwi, zwlaszcza w okresie zmian glikemii i lipemii
popositkowej. Popositkowy stres wolnorodnikowo-zapalny jest silnie indukowany
zawartos$cig lipidow w diecie (21, 24). Okresowo nasila efekty glukolipotoksycznosci.
Popositkowy stres oksydacyjny i generacja ROS poglebia insulinoopornos¢ i powiktania
naczyniowe (21, 25).

Hiperglikemia i intensywny proces glikolizy sprzyjaja aktywacji szlaku
heksozaminowego, w ktorym fruktozo-6-fosforan ulega przemianie do 6-fosforanu N-
acetyloglukozaminy (NAG) — proces katalizowany przez aminotransferaze glutamino
fruktozo-6-fosforanu. Przylaczanie 6-fosforanu NAG modyfikuje biatka, a w przypadku
czynnikéw transkrypcyjnych, aktywuje transkrypcje gendw bialek odczynu zapalnego
nasilajac stres oksydacyjny i modyfikacje roznych bialek komorek uposledzajac ich funkcje
(26). Negatywne oddziatywanie zmodyfikowanych biatek jest cz¢$§ciowo niwelowane przez

procesy naprawcze zachodzace w siateczce endoplazmatycznej (ER - endoplasmic reticulum)
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przy udziale tzw. chaperonow — biatek opiekunczych, ktéore pomagaja naprawi¢ lub
wyeliminowaé¢ bigdne struktury z komorki. Przekroczenie mozliwosci naprawczej
chaperonéw wywotuje stres siateczki endoplazmatycznej komorek (ER-stress). Towarzyszy
temu takze generacja wolnych rodnikow tlenowych, tworzenie LD. Dochodzi do aktywacji
szeregu kinaz biatkowych: kinazy aktywowanej przez mitogeny (MAPK), kinazy N-konca
biatka c-Jun (JNK) i kinaz biatkowych grupy C, czynnika transkrypcyjnego kappa B (NF-B),
indukcji ekspresji prozapalnych cytokin, akumulacji amyloidu, aktywacji apoptozy, a nawet
$mierci komoérki (26) [Rysunek 1]. W komorkach B trzustki dochodzi do zmniejszenia
powinowactwa do DNA czynnika transkrypcyjnego PDX, niezbednego do prawidlowego
rozwoju komorek beta wysp Largenhansa trzustki, produkcji insuliny i homeostazy glukozy
(25). Rowniez w samych komorkach docelowych dla dziatania insuliny (mig$nie, tkanka
tluszczowa, hepatocyty) dochodzi do zmian, w ktérych zaktywowana JNK doprowadza do
zahamowania przeniesienia sygnatu insulinowego poprzez fosforylacje grup serynowych
receptora insulinowego, podczas gdy w prawidtowych warunkach bialko to jest aktywowane
przez fosforylacje tyrozyny (26, 27). Tak dochodzi do obwodowego nasilenia procesu

insulinoopornosci (27).

3.2 Wybrane hormony tkanki tluszczowej biorgce udzial w
regulacji rownowagi energetycznej

Tkanka tluszczowa fizjologicznie stanowi 8-18% calkowitej masy U mezczyzn 1 14-
28% u kobiet (28). Znane sg dwa typy tkanki thuszczowej — brunatna (BAT) i biata (WAT),
ktorych wzajemne proporcje zaleza glownie od wieku, czynnikoéw dziedzicznych,
srodowiskowych i metabolizmu. Gtowng funkcja BAT jest proces termogenezy (29). WAT
posiada odmienng funkcje, przede wszystkim uczestniczy w magazynowaniu energii w
postaci skumulowanych triglicerydow 1 estrow cholesterolu oraz uwalnianiu substratow
energetycznych — FFA. WAT spelnia rowniez istotne role endokrynne, produkujac szereg
biatek — adipokin, ktére biorg udziat w kontroli faknienia, regulacji rownowagi energetycznej,
regulacji cisnienia tetniczego, uktadu krzepnigcia i fibrynolizy, czy wrazliwosci na insuling

(28) [Rysunek 5].
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Rysunek 5. Gléwne czynniki produkowane w tkance tluszczowej, biorace udzial w
regulacji rownowagi energetycznej (Endokrynna funkcja adipocytow — zaznaczono
adipokiny omawiane w pracy).
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3.2.1 Leptyna

Najlepiej poznanym 1 zapewne najwazniejszym biatkiem produkowanym przez bialg
tkanke tluszczows jest leptyna (z gr. leptos szczupty). Gen Ob., odpowiedzialny za synteze
tego peptydu, zidentyfikowano w 1994 r. Leptyna jest hormonem polipeptydowym o masie
czasteczkowej 16,7 kDa, sktadajgcym si¢ z 167 aminokwasow (30, 31). W krwiobiegu krazy
w postaci wolnej — aktywnej, oraz w formie zwigzanej. U 0s6b szczuplych przewaza forma
zwigzana z biatkami, u otytych za$ forma wolna. Stosunek obu frakcji leptyny znajduje si¢ w
stanie dynamicznej réwnowagi, ktéra ulega wahaniom na skutek zmian rownowagi
energetycznej (32). Leptyna w organizmach ludzi i zwierzat jest wydzielana w rytmie
dobowym. Najwyzsze stezenie wystepuje w nocy, najnizsze okoto potudnia. Stezenie leptyny
we krwi jest mierzone w nanogramach i jest wprost proporcjonalne do zawartosci podskornej
tkanki tluszczowej 1 wskaznika masy ciata (33). U kobiet poziom leptyny jest znacznie

wyzszy niz u mezczyzn (34). Jest to spowodowane wiekszg zawarto$cig podskornej tkanki
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thuszczowej 1 dziataniem zenskich hormonow piciowych. W zespole metabolicznym
(,,diabesity”) st¢zenie leptyny we krwi wzrasta oraz wystepuje tzw. zjawisko
leptynoopornosci (31).

Obecnos¢ receptorow dla leptyny stwierdzono w wielu tkankach organizmu, min. w
podwzgorzu, plucach, watrobie, migsniach szkieletowych, mig¢éniu sercowym, jajnikach,
jadrach, nerkach i tkance tluszczowej, jak rowniez na poszczegdlnych komorkach
(monocytach, komoérkach NK, limfocytach CD4/CD8, komoérkach B trzustki, enterocytach i
endotelium) jak i na komorkach progenitorowych szpiku (35, 36).

Leptyna reguluje bilans energetyczny organizmu poprzez hamowanie aktywnosci
osrodka taknienia w podwzgoérzu (blokowanie wydzielania w podwzgdérzy NPY) oraz
aktywacje¢ termogenezy (30). Reguluje metabolizm tluszczéw hamujac synteze lipidow w
watrobie. Leptyna zwigkszajac wrazliwo$¢ tkanek na insuling, powoduje zmniejszenie
stezenia glukozy we krwi (37). Hamujac wydzielanie insuliny nasila ona proces lipolizy
tkanki thuszczowej (zwigkszenie podstawowej przemiany materii, wyrzut FFA — substratow w
procesach energetycznych) (38). W sposob istotny wptywa na proces angiogenezy (uwalnia
tlenek azotu ze s$rodbtonka naczyn) (39). Leptyna jest jednym z czynnikow regulujacych
proces dojrzewania ptciowego, prawidtlowy rozwoj ptodu, wpltywa réwniez na aktywnosé
ukfadu immunologicznego, czy funkcje gruczotdéw wydzielania dokrewnego (tarczyca).

Zakres dzialania leptyny w organizmie cztowieka jest jak wida¢ bardzo szeroki.

3.2.2 Adiponektyna

Innym biatkiem produkowanym przez tkanke tluszczowa jest adiponektyna, ktora
zostata opisana w 1995 roku. Adiponektyna (AdipoQ) kodowana jest przez gen APM1,
ktorego ekspresje wykazano wylacznie w tkance thuszczowej. Adiponektyna jest zbudowana z
247 aminokwasow. Jej stezenie u 0sob zdrowych wynosi ok. 5-30 pg/ml (poziom rz¢du 1000
razy wigkszy od stezenia leptyny) (40). Poziom adiponektyny we krwi nie wykazuje
zmienno$ci dobowej. Spozywanie positkow nie ma wplywu na jej aktualne st¢zenie,
natomiast stosowanie dlugotrwale diety niskokalorycznej zwigksza stezenie adiponektyny w
osoczu (41). W przeciwienstwie do wigkszosci adipokin, warto$ci stezenia adiponektyny u
0s0b otytych sa obnizone (42), cO Sprzyja rozwojowi insulinoopornosci zwlaszcza w watrobie
1 mig$niach szkieletowych. Poprawa wrazliwo$ci na insuling poprzez dziatanie adiponektyny
wynika prawdopodobnie ze zwigkszenia oksydacji kwasow tlhuszczowych oraz ze

zmniejszenia glukoneogenezy watrobowej (zmniejszony wyrzut glukozy z watroby -
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obnizenie HGO: ang. hepatic glucose output) (40, 43). Obnizony poziom adiponektyny we
krwi jest uwazany za niezalezny czynnik ryzyka wystapienia cukrzycy typu 2 (44). Wykazano
ujemng korelacje mi¢edzy poziomem adiponektyny a BMI, WHR oraz procentowa zawarto$cia
tkanki thuszczowej w organizmie (44).

Dodatkowo adiponektyna posiada wlasciwosci przeciwmiazdzycowe. Hamuje ona
adhezj¢ monocytéw do komorek $rodbtonka oraz transformacje makrofagdéw do komorek
piankowatych (41, 45). Zmniejsza syntezg biatka C-reaktywnego i czynnika TNF-o. Poprzez
synteze s$rodbtonkowego NO (dziatanie naczyniorozkurczajace, przeciwkrzepliwe, przy
niskim stgzeniu antyapoptotyczne), adiponektyna dziala protekcyjnie na srodbtonek, hamuje
proliferacje komorek mie$niowki gladkiej naczyn nie dopuszczajac do zwigkszenia tonusu
$cian naczyn (46).

Powyzsze funkcje adiponektyna spelnia poprzez dwa rodzaje receptoréw: AdipoR1
zlokalizowany gltéwnie w migéniach szkieletowych i AdipoR2 w watrobie. Receptory dla
AdipoQ takze sg zlokalizowane w komodrkach B wysp trzustkowych, gdzie poziom ich

ekspresji regulujg FFA (47).

Wazrost stezenia leptyny, a spadek st¢zenia adiponektyny w surowicy krwi w otylosci

jest wigzane z powstaniem szeregu objawow zespolu metabolicznego (48, 49) [Rysunek 6].

Rysunek 6. Objawy zwiazane ze zmiana poziomow leptyny i adiponektyny we krwi w
stanie zdrowia oraz w otylosci.
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3.2.3 Wisfatyna

Wisfatyna jest biatkiem kodowanym przez geny znajdujgce si¢ na chromosomie 7
(50). Pierwotnie zostata zidentyfikowana jako PBEF (pre-B-cell colony enhancing factor,
czynnik wzrostu stymulujacy réznicowanie si¢ kolonii komorek pre-B) w komorkach szpiku,
watroby, miesni szkieletowych i petnigcych ztozone funkcje immunologiczne (51). Nazwe
wisfatynie nadal w 2005 roku japonski zespot badaczy, opisujac nowo odkryta adipocytokine
o genotypie odpowiadajacym PBEF, syntezowana jednak gléwnie w trzewnej tkance
thuszczowej (52). Istnieja doniesienia, ze wisfatyna jest rowniez wydzielana przez
zaktywowane limfocyty, monocyty i neutrofile (51, 52).

Wisfatyna oddzialuje na komorki poprzez receptor insulinowy, majac jednak inne
miejsce wigzania niz sama insulina. Dochodzi do fosforylacji substratow receptorowych (IRS-
1, 2, insulin receptor substrate 1, 2), wigzania si¢ kinazy-3-fosfatydyloinozytolu z IRS-1, 2,
fosforylacji kinaz biatkowych B (AKT, PKB, protein kinase B) i kinazy bialkowej
aktywowanej mitogenem (MAPK, mitogen-activated protein kinase) (53).

Jak dotychczas biologiczna rola wisfatyny nie zostala do konca poznana.
Udowodniono jej dziatanie insulinomimetyczne i hipoglikemizujace. Poprzez stymulacje
réznicowania si¢ preadipocytoéw do dojrzatych komoérek ttuszczowych pobudza adipogenezg.
Wisfatyna indukuje ekspresje genow dla PPAR-y, kompleks enzymatyczny syntazy kwasow
tluszczowych, adiponektyny i acylotransferazy diacyloglicerolu (52). Ponad to zwigksza
akumulacje TG 1 przyspiesza synteze glukozy (51). W badaniu z rekombinowang postacia
tego biatka wykazano, ze aktywuje ona ludzkie leukocyty i stymuluje wydzielanie z
monocytéw cytokin IL-1b, IL-6, czy TNF-a. U o0sdéb leczonych z powodu przewlektych
chorob zapalnych takich jak reumatoidalne zapalenie stawow, przewlekte zapalne choroby
jelit, stwierdzono istotnie wyzsze stezenie wisfatyny w surowicy krwi, oraz wyzsza ekspresje
jej MRNA (53). W pracy zespotu Curanta sugerowano zastosowanie wisfatyny jako markera
zapalnego, produkowanego zarowno przez neutrofile (PBEF), jak i przez swoiste dla biatej
tkanki thuszczowej makrofagi (54), ktore tg drogg stymuluja AKT w ludzkich hepatocytach
(53).

Badania zaleznosci migdzy osoczowym st¢zeniem wisfatyny i ekspresja jej genu w
adipocytach, a markerami zespotu metabolicznego (masa tkanki thuszczowej, wskaznikiem
insulinowrazliwo$ci, wartosciami BMI, obwodu talii, stezeniem glukozy w surowicy krwi
oraz wartosciami ci$nienia tetniczego) nie daty jednoznacznych wynikow. W niektorych

badaniach przeprowadzonych u ludzi opisano pozytywna korelacj¢ stezenia wisfatyny z
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ekspresja jej MRNA w adipocytach w tkance trzewnej, z wartoscig BMI oraz procentowg
zawartosciag tkanki thuszczowej w organizmie (53). Znaczaco wyzsze stezenia wisfatyny

obserwowano w surowicy chorych leczonych z powodu cukrzycy typu 2.

3.3 Inkretyny

3.3.1 Wstep

Badania ostatnich paru lat dotycza m.in. regulujacej metabolizm roli hormonéw
jelitowych tzw. inkretyn. Zalicza si¢ do nich glukagonopodobny peptyd typu 1 (GLP-1,
glucagon-like peptide-1) oraz glukozozalezny polipeptyd insulinotropowy (GIP, glucose-
dependent insulinotropic polypeptide). Sa to peptydy produkowane przez komorki btony
Sluzowej jelit, ktore pelnig istotng rol¢ w regulacji gospodarki weglowodanowej. Ich
wydzielanie jest stymulowane glownie przez positek zwlaszcza weglowodanowy. Do
najwazniejszych efektow ich dziatan nalezy stymulacja uwalniania insuliny z komorek beta
trzustki, przy czym ta aktywnos$¢ insulinotropowa wg. ustalonych kanonow, jest Scisle
uzalezniona od aktualnej glikemii. Hormony inkretynowe dzialajg takze ochronnie,
,cytoprotekcyjne” i proproliferacyjne na komorki beta trzustki oraz wywierajg szereg innych
dziatan wplywajacych na utrzymanie prawidtowej homeostazy glukozy (55). Uwaza sie, ze
defekt insulinotropowy inkretyn odgrywa istotng role w patogenezie cukrzycy typu 2,
zwlaszcza w jej poczatkowym okresie adaptacyjnego przerostu- hipertrofii wysp i
zwigkszonego uwalniania insuliny by utrzymac¢ normoglikemie (55).

Obecnie w leczeniu cukrzycy typu 2 wykorzystuje si¢ nowatorskie metody terapii polegajace
na zastosowaniu dtugodziatajacych analogéw GLP-1 oraz gliptyn hamujacych rozktad GLP-1
przez dipeptydazy (56,57,58).

3.3.2 Rys historyczny

Pod koniec XX wieku, caly §wiat obiegta wiadomos¢ o inkretynach, mato znanych, a
tak waznych hormonach peptydowych produkowanych przez komorki btony sluzowej jelita
cienkiego, ktore petnig istotng rolg¢ w regulacji gospodarki weglowodanowej. Jednak pierwsze
publikacje dotyczace tego zagadnienia pojawity si¢ prawie sto lat wczesniej.

W 1902 roku William M. Bayliss i Ernest H. Starling w Journal of Physiology opisali
czynnik produkowany przez sluzowke jelita, ktory wptywa stymulujaco na egzokrynna

funkcje trzustki (59). Nazwali go ,,Sekretynq”, wzgledem ktorej po raz pierwszy w historii
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zostata uzyta nazwa HORMON. Cztery lata pdzniej Moore wraz ze wspotpracownikami uzyli
ekstraktu ze §sluzowki pochodzacej z gérnego odcinka jelita cienkiego §wini, w celu leczenia
cukrzycy. Zainspirowany poprzednio wymieniong pracg Moore wierzyt, ze kwasny ekstrakt z
dwunastnicy zastymuluje endokrynng funkcje trzustki, podobnie jak zewnatrzwydzielnicza
(60). W latach 1921-1930 przeprowadzono wiele badan na zwierzgtach, sprawdzajac jaka jest
odpowiedz organizmu (glikemia w surowicy krwi) w zalezno$ci od drogi podania kwasnego
ekstraktu ze Sluzowki jelita cienkiego — doustnie, dozylnie, podskornie, czy per rectum
(61,62,63). W 1932 roku La Barre nazwal niezidentyfikowang substancje, zgodnie z
aktywujacym dziataniem jakie wywiera na endokrynna funkcje trzustki - ,, Inkretyng” (64).
W latach 1939-1940 Loew z zespotem porownal osiem metod uzyskiwania kwasnego
ekstraktu z dwunastnicy i jego wplyw na czynno$¢ trzustki u psow. Jednak juz same
zatozenia tego badania byly btedne. Na przyktad nie wiedziano wowczas, ze jedna z inkretyn,
GIP nie wywiera takiego efektu u psow, jak u szczurow czy u ludzi. Swoje obserwacje Loew
podsumowat wigc, ze istnienie inkretyn jest watpliwe (65). Opinia tak znakomitego fizjologa
sprawila, ze przez ponad 20 lat zadne badania w tym zakresie nie byty prowadzone. Dopiero
w 1964 roku niezaleznie McIntyre w Londynie i Elrick w Denver udowodnili, Zze pochodna
$luzowki jelita cienkiego wzmaga sekrecje insuliny po doustnym przyjeciu glukozy (66,67).
Byt to wstep do odkrycia zjawiska nazywanego obecnie efektem inkretynowym. Polega on na
tym, ze wydzielanie insulinotropowych hormondéw jelitowych zwigzane z przyjmowaniem
pokarmu sprawia, iz doustne podanie glukozy silniej stymuluje sekrecje insuliny, niz glukoza
podana dozylnie. W latach 1967-1973 potwierdzono ten efekt i wprowadzono nowy termin
»0S jelitowo-trzustkowa” (68). W tym czasie zidentyfikowano pierwsza z inkretyn, ktora
nazwano zotadkowym polipeptydem hamujacym (GIP, gastric inhibitory polypeptide) z
uwagi na jego hamujacy wpltyw na wydzielanie kwasu zotadkowego psow (69). Z czasem
odkryto, ze efekt ten jest nikly, przewaza natomiast funkcja insulinotropowa hormonu.
Zasugerowano, ze dotychczasowa nazwa powinna by¢ zmieniona na glukozozalezny
polipeptyd insulinotropowy (GIP, glucose-dependent insulinotropic polypeptide) (70,71).

W 1983 roku sklonowano gen kodujgcy inny ludzki hormon trzustkowy - glukagon.
Odkryto rowniez strukture jego prekursora - proglukagonu, oraz zauwazono, ze zawiera ona
poza glukagonem dwa peptydy, ktore w ok. 50% byly homologiczne do glukagonu (72,73).
Zgodnie z powyzszym nazwano je glukagonopodobnym peptydem typu 1 (GLP-1, glucagon-
like peptide-1) oraz glukagonopodobnym peptydem typu 2 (GLP-2, glucagon-like peptide-2).
Oba peptydy z uwagi na podobienstwo do glukagonu zostaly przebadane w kierunku

aktywnosci insulinotropowej. Stwierdzono, ze tylko GLP-1 aktywuje wydzielanie insuliny
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zalezne od przyjecia glukozy, natomiast GLP-2 odpowiada za wzrost i regeneracj¢ komorek
jelita cienkiego (74, 75).

Do dzi$, tylko GIP 1 GLP-1 spelniajg kryteria hormonow inkretynowych w organizmie
ludzkim. Oba peptydy sa odpowiedzialne za efekt inkretynowy, przez co petnig istotng rolg w
regulacji gospodarki weglowodanowej. Ponadto poznano szereg innych wlasciwosci tych

hormonow.

3.3.3 Glukozozaleiny polipeptyd insulinotropowy
3.3.3.1 Struktura genu GIP

Ludzki gen GIP znajduje si¢ na dlugim ramieniu chromosomu 17, sktada si¢ z 6
egzondw, z najwigkszg liczbg sekwencji kodujacych GIP w egzonie 3 [Rysunek 7]. Ekspresja
genu dla GIP zostala wykryta, zaréwno u gryzoni jak i u ludzi, w komoérkach zoladka i
komorkach K jelita cienkiego. Natomiast ekspresja tego genu w $liniankach podzuchwowych
zostata stwierdzona jedynie u szczuréw (76). Poziom mRNA dla GIP w komorkach $linianek
1 w dwunastnicy szczuréw wzrasta po bogatowelowodanowym i1 bogatolipidowym positku,

natomiast maleje w czasie dlugotrwatego glodzenia (76).

Rysunek 7. Struktura genu ProGIP (A), mRNA (B) oraz bialka (C) prekursorowego dla
aktywnej formy GIP.
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3.3.3.2 Synteza, wydzielanie i metabolizm GIP

GIP zbudowany z 42 aminokwasow powstaje z wigkszego (153 aminokwasoéw)
prekursorowego prohormonu proGIP [Rysunek 7 C]. GIP wydzielany jest pod wplywem
przyjetego positku z komoérek K zlokalizowanych gtownie w dwunastnicy i proksymalnym
odcinku jelita czczego oraz w mniejszym stopniu w $cianie catego jelita cienkiego [Rysunek
8]. Postuluje sie, ze wydzielanie GIP jest bardziej odpowiedzig na ilo$¢ zabsorbowanych
sktadnikow odzywczych, niz na ich samg obecno$¢ w jelicie cienkim (76). Wydzielanie GIP
jest mniejsze u ludzi z zaburzeniami wchianiania, lub przyjmujacych leki redukujace
absorpcje sktadnikow pokarmowych w jelicie (77). Rowniez rodzaj przyjetego pokarmu ma
wplyw na ilo§¢ wydzielanego GIP — tluszcze sg najwigckszym aktywatorem sekrecji GIP u
ludzi, natomiast we¢glowodany u gryzoni i §win (76). W badaniach in vitro na hodowlach
endokrynnych komorek pochodzacych od krolikow, stwierdzono ze aktywacja cyklazy
adenylowej, wzrost wewnatrzkomorkowego poziomu wapnia, mediowana K* depolaryzacja
btony komorkowej, glukoza oraz B-adrenergiczna stymulacja powoduja wzrost sekrecji GIP
(76).

U ludzi podstawowe przygodne stezenie GIP wynosi 0,06-0,1 nmol/l (w zaleznosci od
uzytego zestawu). Poziom GIP wzrasta do 0,2-0,5 nmol/l po positku. Poziomy GIP s3
prawidtowe lub nieznacznie podwyzszone w cukrzycy typu 2 (DMt2) (78).

Niedtugo po przedostaniu si¢ do ukladu krazenia, GIP ulega unieczynnieniu pod
wplywem enzymu dipeptydylopeptydazy 4 (DPP-4) [Rysunek 8]. Jego aktywna forma, GIP 1-
42, ma okres pottrwania ok. 2 minuty u gryzoni i okoto 7-8 minut u ludzi, zar6wno zdrowych

jak iz DMt2 (79).
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Rysunek 8. Synteza aktywnych form GIP (1-42) i GLP-1 (7-36) w przewodzie
pokarmowym pod wplywem pokarmu. Dzialanie DPP-4 w ukladzie krazenia i
dezaktywacja inkretyn.
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3.3.3.3 Receptor GIP (GIPR)

Ludzki gen dla receptora GIP (GIPR) sktadajacy si¢ z 14 egzondw, jest zlokalizowany
w 19 chromosomie (80). Ekspresje tego genu stwierdzono w komorkach trzustki, zotgdka,
jelita cienkiego, tkanki tluszczowej, kory nadnerczy, przysadki, serca, jader, komorkach
endotelialnych, w kosciach, tchawicy, $ledzionie, grasicy, ptucach, nerkach, tarczycy i w
kilku regionach centralnego systemu nerwowego (CSN) (76, 80). Podobnie jak receptor dla
GLP-1, GIPR jest siedmiohelikalnym transmembranowym receptorem, nalezagcym do
nadrodziny receptoréw zwigzanych z biatkiem G. Aktywacja GIPR powoduje wzrost cAMP,
wewnatrzkomorkowego st¢zenia wapnia oraz wzrost aktywnosci kinaz PI-3K, PKA, PKB,
MAPK i fosfolipazy A2. Koniec ,,N” GIPR i pierwsza przezbtonowa domena odpowiadaja za
przyltaczanie czasteczki GIP, aktywacje receptora i sprzgganie cAMP, natomiast koniec ,,C”
GIPR bierze udziat w srodkomorkowym przekaznictwie sygnatu (76).
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3.3.3.4 Funkcje biologiczne GIP

GIP ma podobne do GLP-1 oddziatywanie w komodrkach B trzustki. Jednak poza tg rola,

odgrywa jeszcze wiele istotnych funkcji w innych tkankach [Rysunek 9].

Rysunek 9. Funkcje GIP w tkankach obwodowych [wg. Baggio LL & Drucker DJ 2007
(76)].
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Gtowna rola GIP jest zalezna od glukozy stymulacja wydzielania insuliny z komorek f3
trzustki. Mechanizm tego procesu zostal opisany juz powyzej — aktywacja GIPR w
komérkach P powoduje wzrost cAMP, blok ATP-zaleznych kanatéow K*, wzrost
wewnatrzkomorkowego poziomu Ca®* i stymulacje egzocytozy. Rowniez w regulujacym
wptywie GIP na blonowe kanaty K* otwierane/zamykane napigciem, upatruje sie
mechanizmu modulacji wydzielania insuliny (81). Ponadto w komorkach B GIP nasila
transkrypcje genu dla insuliny, zwigkszajac tym samym synteze tego hormonu (76). GIP traci
swoj insulinotropowy wptyw w warunkach przewlektej hipoglikemii. Jego innym, o wiele
stabszym efektem oddziatywania jest, rowniez glukozozalezna supresja wydzielania

glukagonu z komoérek a. U ludzi ten efekt jest nieistotny.
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GIP stymulujagc proliferacje i poprawiajac przezycie komoérek P w warunkach
niekorzystnych (dzialanie antyapoptotyczne), oddziatuje synergistycznie wzgledem glukozy.
W nielicznych badaniach in vivo na szczurach opisywano mechanizm antyapoptotyczny GIP
poprzez sygnat PI-3K/PKB, dezaktywacj¢ czynnika transkrypcyjnego Foxol i redukcje
ekspresji proapoptotycznego genu bax oraz zwigkszenie aktywnosci antyapoptotycznego genu
bcl-2 (82). W badaniach in vitro na wyspowych liniach komoérkowych, GIP redukuje

biochemiczne markery zwigzane z ER-stress (76).

Tkanka Huszczowa

Ekspresja GIPR zostata stwierdzona réwniez w tkance tluszczowej. Rola GIP w
kontroli metabolizmu lipidowego i jego udzial w rozwoju otylosci jest nadal tematem badan
naukowych. Przyjmowanie pokarmu bogatego w lipidy jest silnym stymulatorem sekrecji GIP
u ludzi. U czegsci otylych osob stwierdza si¢ podwyzszony poziom tej inkretyny (83, 84).
Oddzialywanie GIP w tkance tluszczowej ma charakter anaboliczny. GIP wzmaga synteze i
reestryfikacje FFA, wzmacnia rozpoczgte przez insuling ,,wbudowywanie” FFA do TG,
zwieksza syntezg¢ lipazy lipoproteinowej, natomiast redukuje zalezng od glukagonu lipolize
(76). Jednak w badaniach opisywane sg rowniez lipolityczne efekty GIP. Myszy GIPR -/- sg
odporne na diet¢ powodujaca otylos¢ — rozwingly niewielkg tkanke tluszczowa mimo
stosowania wysokottuszczowej karmy przez kilka miesiecy (85).

W badaniach na otytych myszach transgenicznych (ob/ob), ciagly wlew analogu GIPR
(Pro3)GIP spowodowal polepszenie tolerancji glukozy, wzmocnit wrazliwo$¢ na insuling i

zmniejszyt nasilenie hipertrofii i hiperplazji komoérek f spowodowanych otytoscig (86).

Centralny system nerwowy (CSN)

W CSN ekspresja GIP zostata stwierdzona w hipokampie, natomiast ekspresja GIPR w
niektorych regionach CSN jak kora, hipokamp, opuszka wechowa. W badaniach na szczurach
in vivo, podaz egzogennego GIP powodowata proliferacje komorek hipokampa. Podobna
obserwacj¢ zanotowano w badaniach in vitro na hodowli komoérek hipokampa pobranych od
dorostych osobnikéw (87). Natomiast nie stwierdzono takiej odpowiedzi u GIPR -/- myszy
(87). Transgeniczne myszy z nadekspresja GIPR rozwijaly o wiele lepsza koordynacje
czuciowo-ruchowg w poréwnaniu do dzikiego szczepu. Rola GIP w CSN jest wiec tgczona z

proliferacja komorek progenitorowych neuronéw i modyfikacjami zachowania (76, 87).
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Kosci

Aktywacja GIPR w tkance kostnej powoduje wzrost wewnatrzkomorkowego cAMP i
Ca”, efektem czego jest formowania nowej kosci poprzez wzrost aktywnosci fosfatazy
alkalicznej i mRNA typu 1 kolagenu (88). GIP zwigksza rowniez gesto§¢ mineralng kosci w
badaniach na modelu zwierzecym pomenopauzalnej osteoporozy (76). Badania na szczurach i
hodowlach komoérkowych osteoklastow ujawnity, ze GIP powoduje zahamowanie efektow
resorpcji kosci (89). Transgeniczne myszy GIPR -/- charakteryzujg si¢ nizszymi parametrami
tworzenia kosci 1 zwigkszonym poziomem Ca**w surowicy po przyjeciu positku. Sugeruje to,
ze GIP moze odgrywac bezposrednig rol¢ w wykorzystaniu Ca®* pochodzacego z positku do
formowania kosci (76). W badaniach na ludziach krotkotrwata podaz GIP nie wywarla
wptywu na markery kosci otworzenia, jednak temat ten jest wcigz w trakcie badan - wpltyw

dhugotrwatego podawania GIP nie jest znany (76).

Inne tkanki

GIP hamuje wydzielanie kwasu zoladkowego, ale jedynie w dawkach przekraczajacych
wartosci fizjologiczne (90). GIP wzmaga réwniez transport heksoz w jelicie. W watrobie,
mimo ze w tym organie nie wykryto GIPR, w sposob posredni GIP zmniejsza zalezng od
glukagonu, endogenng produkcj¢ glukozy (HGO) (76).

GIP stymuluje produkcje glikokortykoidow u szczurdw, na drodze zaleznego od
cAMP/PKA szlaku sygnatowego. Nie wydaje si¢ by GIP odgrywal role w regulacji
wydzielania kortyzolu u zdrowych ludzi. Nadmierna ekspresja GIPR w gruczolakach kory
nadnerczy obserwuje si¢ rowniez w zespole Cushinga (91).

GIP posiadajac swoje receptory na komorkach endotelium, powoduje w tych
komoérkach wzrost stezenia Ca®*. Dozylny wlew GIP powodowat u pséw wzrost wydzielania
endoteliny-1 i wazokonstrykcje, lub nasilenie wydzielania tlenku azotu i wazodylatacje — w
zaleznos$ci od rodzaju tozyska naczyniowego (76).

mRNA dla GIPR zostalo wykryte jeszcze w innych tkankach, takich jak np. serce,
ptuca, jadra, ale fizjologiczna rola GIP w tych tkankach jeszcze nie zostala poznana. Nadal sa

prowadzone badania w tym kierunku, na razie gtdéwnie na zwierzgtach.
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3.3.4 Glukagonopodobny peptyd typu 1

3.3.4.1 Gen proglukagonu — struktura oraz ekspresja w zaleznoSci od
rodzaju tkanki
Jak opisano w podrozdziale zarysie historii badan nad inkretynami, w latach 80-tych

XX wieku odkryto struktur¢ proglukagonu (72, 73). U ludzi gen proglukagonu jest
zlokalizowany na dtugim ramieniu chromosomu 2, skfada si¢ z 6 egzonéw i 5 intronow, przy
czym egzon czwarty zawiera petng sekwencj¢ kodujaca GLP-1 (92). Ekspresja tego genu
zostata stwierdzona w komorkach o trzustki, w komoérkach L jelita cienkiego, jak i w
neuronach pnia moézgu i podwzgorza. Produkt transkrypcji i translacji genu we wszystkich
wymienionych typach komérek jest identyczny (93), ale procesy potranslacyjne znacznie si¢
w tych tkankach r6znig (94).

W trzustce ekspresja genu proglukagonu jest aktywowana w warunkach hipoglikemii,
a hamowana przez insuling. W tej lokalizacji proglukagon jest rozszczepiany na glukagon
oraz dwa nieaktywne biologicznie fragmenty: glicentynozalezny polipeptyd trzustkowy
(GRPP, glicentin-related pancreatic peptide) oraz glowny fragment proglukagonu i
dodatkowo biatko posrednie 1 (IP-1) [Rysunek 10]. Glowny produkt — glukagon jest waznym
hormonem o przeciwstawnej roli do insuliny. Reguluje endogenna produkcje glukozy w
watrobie przez aktywacje glikogenolizy i1 glukoneogenezy, réwnolegle z hamowaniem
glikolizy. Glukagon odpowiada za utrzymanie odpowiedniego poziomu glukozy we krwi w
okresie bycia na czczo.

Natomiast w komoérkach L jelita cienkiego i neuronach z proglukagonu powstaja
glukagonopodobny peptyd typu 1 (GLP-1, glucagon-like peptide-1), glukagonopodobny
peptyd typu 2 (GLP-2, glucagon-like peptide-2) oraz oksyntomodulina (OXM), glicentyna i
bialko posrednie 2 (IP-2) (73, 95) [Rysunek 10]. Liczne funkcje GLP-1 zwigzane z
utrzymaniem homeostazy gospodarki weglowodanowej zostang opisane w dalszej czesci tej
pracy. GLP-2 aktywuje proliferacje i hamuje apoptoze komorek w gruczotach jelita cienkiego
(krypty jelitowe) (75). GLP-2 zwigksza transport glukozy w jelicie, zmniejsza ilos¢
przyjmowanego pokarmu, spowalnia oprdznianie zoladka i hamuje wydzielanie kwasu
solnego w zoladku (76). OXM oddzialuje anorektycznie przez hamowanie wydzielania
zotadkowo-jelitowego, spowalnianie motoryki przewodu pokarmowego, przy jednoczesnym
zwigkszaniu wydzielania enzymoéw trzustkowych (95). Rola glicentyny jeszcze nie zostata

doktadnie okreslona, wiadomo Ze dziata troficznie na komorki jelita gryzoni (95).
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Rysunek 10. Potranslacyjne przemiany proglukagonu w trzustce, jelicie cienkim i
mozgu.
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3.3.4.2 Synteza, wydzielanie, metabolizm GLP-1

O wiele silniejszy wptyw insulinotropowy niz GIP wywiera GLP-1. Prawie 70%
odpowiedzi insulinowej na doustng podaz glukozy stanowi wiasnie efekt inkretynowy
spowodowany przez GLP-1. Polipeptyd ten syntetyzowany jest w komodrkach L §luzowki
jelita kretego i okreznicy [Rysunek 8]. GLP-1 jest tez produkowany, w znacznie mniejszym
stopniu, przez trzustke i podwzgoérze (96). Gtowna aktywnag frakcja, stanowigca ok. 80%
krazacej aktywnej formy tej inkretyny, jest GLP-1 (7-36) [Rysunek 8]. Inne wystepujace
formy w organizmie to GLP-1 (7-37) oraz produkowane gtdéwnie przez trzustke¢ GLP-1 (1-36)
oraz GLP-1 (1-37). Positek bogaty w weglowodany i tluszcze jest pierwotnym,
fizjologicznym aktywatorem wydzielania GLP-1. Doustna, ale nie dozylna podaz glukozy
stymuluje wydzielanie GLP-1 u ludzi (97). Profil wydzielania tego hormonu po przyjeciu
positku przebiega dwufazowo (z dwoma pikami). Pierwszy szczyt wystepuje po kilku
minutach (max. 10-20 min) po positku, drugi zas po okoto kolejnych 30-60 minutach (97).
Swiadczy to o tym, ze wydzielanie GLP-1 regulowane jest zaréwno przez czynniki
neurohormonalne aktywowane obecnoscig pokarmu w przewodzie pokarmowym (pierwsza
faza), jak rowniez przez bezposredni kontakt trawionego pokarmu z komérkami L §luzowki

jelita cienkiego (druga faza). Kilka badan pokazato, ze autonomiczny system nerwowy,
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neurotransmitery GRP, acetylocholina, a nawet GIP (nie u ludzi) mogg mie¢ udziat w
mechanizmie szybkiego wyrzutu GLP-1 w jego pierwszej fazie wydzielania, po przyjeciu
pokarmu. Rola nerwow btgdnych w wydzielaniu GLP-1 zostata potwierdzona w badaniach na
szczurach, w ktoérych po obustronnej wagotonii ponizej przepony, catkowicie zablokowano
zalezne od thuszczow wydzielanie GLP-1. Nastgpnie, u tych samych zwierzat, elektrycznie
zasymulowano trzewne gal¢zie nerwu blednego, co spowodowato ponowny wzrost
wydzielania GLP-1 we wczesniej odnerwionych jelitach (98). U ludzi, po zastosowaniu
atropiny, niespecyficznego antagonisty receptora muskarynowego, dochodzito do
zmniejszenia wydzielania GLP-1 w pierwszej fazie, po doustnej stymulacji glukozg — proces
ten byt niezalezny od fazy oprozniania zotadka (76). Druga, p6zna faza wydzielania GLP-1
zachodzi po bezposrednim kontakcie trawionego pokarmu z komorkami L Sluzowki jelita
cienkiego. Pod wplywem pokarmu powstajg sygnaly przenoszone do komorek L na drodze
bezposredniego kontaktu, ale rOwniez w sposob posredni — przez neuronalne i endokrynne
mediatory.

Leptyna, ktorej receptory znajduja si¢ na komorkach jelitowych L, rowniez stymuluje
wydzielanie GLP-1. Wysokotluszczowa dieta stosowana u myszy, powodowala rozwoj
otyto$ci 1 zwigzanej z nig leptynoopornosci, co zndw zmniejszalo wydzielanie wyjsciowe
GLP-1, jak i po stymulacji doustng glukoza (99).

Okres pottrwania GLP-1 wynosi ok. 1-2 minuty. GLP-1 jest inaktywowane w uktadzie
krazenia, podobnie jak GIP, przez DPP-4 (100).

DPP-4, znana tez jako CD26, jest proteaza serynowa, ktora modyfikuje lub hamuje
aktywnos¢ oligopeptydow lub bialek posiadajacych alaning lub proling w drugiej pozycji,
odszczepiajac dipeptyd od konca ,,N”. Zaréwno GLP-1, jak i GIP zawierajac alaning w
odpowiednim polozeniu, sg substratami dla DPP-4. Enzym ten posiada inne funkcje — wigze
kolagen i deaminaze¢ adenozyny, odgrywa rol¢ w stymulacji i proliferacji limfocytow T.
Ekspresja DPP-4 jest obecna w wielu tkankach, np. w ptuca, nerkach, nadnerczach, watrobie,
trzustce, jelicie, §ledzionie, CSN, jak 1 na powierzchni limfocytéw 1 M@. Tkanka tluszczowa
jest takze miejscem powstawania i sekrecji DPP-4 rozkladajacej inkretryny (101). Ponadto
DPP-4 znajduje si¢ na powierzchni komorek endotelialnych, rowniez i tych wystepujacych w
naczyniach krwiono$nych jelita cienkiego — miejsca produkcji GLP-1. W konsekwencji po
przejsciu przez krazenie wrotne i1 watrobe, tylko 10-15% GLP-1 trafia do krazenia
systemowego (102, 103). U osob zdrowych i u chorych z cukrzycg typu 2 (DMt2), dozylne i

podskorne podanie GLP-1 powoduje natychmiastowy, w przeciaggu 30 minut, rozklad
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metaboliczny aktywnej formy GLP-1 do nieaktywnej GLP-1(9-36)NH2. Tak inaktywowane
jest okoto 75% krazacej frakcji GLP-1 wykrytej w badaniu metodg immunodetekcji (104).

Gtowng drogg eliminacji GLP-1 sg nerki. U szczuréw, po obustronnej nefrektomii,
obserwowano wydtluzenie czasu pottrwania tego peptydu (105). U ludzi z niewydolnoscia
nerek, stwierdzono wyzsze poziomy GLP-1 niz u zdrowych osob (106). W dalszych
badaniach uscislono, ze tak naprawde wyzszy jest poziom metabolitow GLP-1 u ludzi z
niewydolnoscig nerek, natomiast samo st¢zenie aktywnej formy GLP-1 bylo porownywalne
do 0s6b zdrowych (107). Powyzsze badania dowiodly, ze nerki sa niezbedne do eliminacji
GLP-1 i jego metabolitow.

U ludzi poziom GLP-1 w surowicy na czczo zwykle waha si¢ miedzy 5 a 10 pmol/l i

wzrasta 2-3 krotnie po przyjeciu positku (76).

3.3.4.3 Receptor GLP-1 (GLP-1R)

GLP-1 wywoluje efekt insulinotropowy w komorce [ poprzez wigzanie si¢ ze
swoistym receptorem (GLP-1 receptor, GLP-1R). GLP-1R jest siedmiohelikalnym
transmembranowym receptorem, nalezacym do nadrodziny receptorow zwigzanych z
biatkiem G. Gen GLP-1R znajduje si¢ na 6 chromosomie i zawiera 7 egzondéw. Po jego
pobudzeniu, dochodzi do aktywacji cyklazy adenylowej A, zwigkszenia st¢zenia
wewnatrzkomorkowego cAMP 1 wapnia. Stanowi to sygnat do egzocytozy ziarnistosci
zawierajacych insuling. Ponadto aktywacja cyklazy A zwicksza biosynteze insuliny oraz
hamuje apoptoze, wzmaga proliferacj¢ i dziala promitotycznie na komorki B trzustki (103).

GLP-1R wystegpuje rowniez poza komérkami wydzielajacymi insuling (komorki o, o
trzustki, mozg, przysadka, obwodowy uklad nerwowy, zotadek, jelita, nerki, pluca, serce,
skora) (108), umozliwiajac szereg réznorodnych dzialan tego hormonu. Mimo, ze ekspresja
GLP-1R zostata stwierdzona w migsniach i tkance tluszczowej psa, ta lokalizacja GLP-1R u

cztowieka nie jest jednoznaczna, podobnie jak i w ludzkiej watrobie (76).

3.3.4.4 Funkcje biologiczne GLP-1
GLP-1 oddziatuje w wielu tkankach obwodowych organizmu. Wigkszo$¢ jego

efektow jest wynikiem bezposredniej interakcji z GLP-1R w odpowiednich tkankach.
Natomiast w watrobie, tkance ttuszczowej 1 migsniach GLP-1 prawdopodobnie oddziatuje w

sposob posredni [Rysunek 11].
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Rysunek 11. Rola GLP-1 w tkankach obwodowych [wg. Baggio LL & Drucker DJ 2007
(76)].
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Glowng rolag GLP-1 jest wspomniana juz aktywno$¢ insulinotropowa. Funkcja ta
polega na zaleznym od glukozy pobudzeniu syntezy insuliny na kazdym jej etapie — od
transkrypcji, po egzocytoze insuliny do krazenia systemowego. GLP-1 poprzez GLP-1R w
komoérkach B aktywuje cyklaze adenylowa, co skutkuje zwigkszeniem poziomu cAMP w
komorce, bedagcym pierwotnym sygnatem do stymulacji sekrecji insuliny przez GLP- 1 (76).
Wzrost mitochondrialne; produkcji ATP prowadzi do depolaryzacji blony komorkowej;
zamkniecia i redukcji blonowych kanatow K* ATP-zaleznych z nastgpowa depolaryzacja
blony komoérkowej komoérek P i wzrostem wewnatrzkomorkowego poziomu Ca®* poprzez
naptyw jego jondéw z przestrzeni zewnatrzkomorkowej przez zalezne od napi¢cia kanaty oraz
mobilizacje wewnatrzkomdrkowych zapasow Ca. Wzrost wewnatrzkomoérkowego ATP i1
poziomu Ca?* stanowi glowny czynnik stymulacji egzocytozy ziarnistoéci zawierajacych
insuling.

Ponadto GLP-1 dziata synergistycznie z glukozg w promowaniu transkrypcji genu dla
insuliny, stabilizacji mMRNA, zwig¢kszajac tym samym synteze tego hormonu (76).

Co jest wazne, do stymulacji wydzielania insuliny przez inkretyny dochodzi jedynie w

warunkach hiperglikemii (nigdy na czczo i miedzy positkami). Minimalne stezenie glukozy
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we krwi, potrzebne do aktywowania efektu inkretynowego jest rowne ok. 4,3 mmol/l (80
mg/dl). Jest to swoisty mechanizm zabezpieczajacy przed rozwojem hipoglikemii
indukowanej inkretynami.

Poza tym GLP-1 uwrazliwia komoérki B trzustki juz oporne na insuling, na dziatanie
tego hormonu (109). GLP-1 wzmaga ekspresj¢ glukokinazy i transporterow glukozy oraz
molekularnych komponentow sensoréw dla glukozy.

Regulacja popositkowej gospodarki weglowodanowej przez GLP-1 polega rowniez na
glukozozaleznej supresji wydzielania glukagonu z komoérek o oraz stymulacji sekrecji
somatostatyny. Zwigkszenie produkcji somatostatyny zachodzi po bezposredniej aktywacji
GLP-1R na komorkach & trzustki (76). Mechanizm supresji wydzielania glukagonu przez
GLP-1 jest mniej jasny. Moze przebiega¢ przez bezposrednie oddzialywanie GLP-1 na swoj
receptor zlokalizowany na komorkach a, lub tez w sposdb posredni — poprzez aktywacje
wydzielania insuliny i somatostatyny (110).

Liczne badania na zwierzetach dowodza, ze GLP-1 powoduje zwickszenie masy
komorek B. Dzieje si¢ tak poprzez stymulacj¢ ich proliferacji (111), neogenez¢ wysp
trzustkowych z komoérek prekursorowych (112) oraz poprzez hamowanie apoptozy komorek

B (113). Mechanizm ten zwigzany jest z wyzej wspomniang aktywacja szlaku cAMP.

Centralny i obwodowy uktad nerwowy.

GLP-1 oddzialuje przez swoj receptor na obszary CSN odpowiedzialne za utrzymanie
1 regulacj¢ réznych proceséw homeostatycznych, wiaczajac w to zachowania zwigzane z
przyjmowaniem pokarmu, motoryke zotgdka, czy funkcje sercowo-naczyniowe. GLP-1R
zlokalizowany jest w zwojach nerwowych brzusznej czesci nerwow btednych zawierajagcych
dosrodkowe witokna nerwowe prowadzace informacje do jadra pasma samotnego w pniu
moézgu. Stad informacje przekazywane sa do podwzgorza 1 innych regionow przodomozgowia
droga drugorzedowych neurondéw. Badania na gryzoniach pokazaly, ze centralna lub
obwodowa podaz agonistow GLP-1R spowodowata krotkotrwate zmniejszenie ilos¢
przyjmowanego pokarmu i wody, oraz redukcje masy ciata zwierzat (114). Natomiast u ludzi
obwodowa podaz GLP-1R agonistow wplywata na uczucie sytosci, zmniejszata ilos¢
przyjmowanej energii i prowadzila do utraty masy ciata u zdrowych, z DMt2 i otylych
ochotnikéw  (115). GLP-1 i exendyna-4 (agonista GLP-1R) sg malymi czastkami
molekularnymi, dlatego tez tatwo dyfunduja przez barier¢ krew-mozg i bezposrednio

oddzialuja na CSN. Dodatkowo GLP-1 wplywa posrednio na regulacje przyjmowania
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pokarmu poprzez swoja zdolno$¢ do zwalniania oprdozniania zotadka — mechanizm opisany
ponizej.

GLP-1 wykazuje dziatanie neurotroficzne i neuroprotekcyjne. Laczac si¢ ze swoistym
receptorem GLP-1R zabezpiecza przed toksyczng dla centralnego systemu nerwowego
aktywnos$cia receptoréw glutaminergicznych (116) i1 zmniejsza odkladanie zlogow f3-
amyloidu (117). Otwiera to nowy kierunek w profilaktyce i terapii choroby Alzheimera. W
innych badaniach wykazano neuroprotekcyjne dzialanie GLP-1 wzgledem neuropatii
obwodowej wywotanej pirydoksyng. Moze bedzie wigc mozliwe zastosowanie GLP-1 w
leczeniu neuropatii cukrzycowej (118). W dotychczasowych badaniach odkryto jeszcze wiele
innych oddziatywan inkretyn na osrodkowy uktad nerwowy jak na przyktad korzystny wptyw
na uczenie si¢ i zapamietywanie (119). Podaz GLP-1R agonistow polepszaty proces uczenia
si¢ u szczurow. Mechanizm ten thumaczony jest oddziatywaniem GLP-1 na hipokamp u tych

zwierzat.

Uktad pokarmowy

Agonisci GLP-1 wykazuja hamujace dzialanie na wywotane gastryng, czy przyjeciem
pokarmu produkcje kwasu zolgdkowego i motoryke zotadka. GLP-1 poprzez zwolnienie
opréznianie zotadka do dalszych czgsci przewodu pokarmowego, tagodzi hiperglikemie
popositkowa. Podanie dozylne analogéw GLP-1R pacjentom z DMt2, ale tez i z typem 1 tej
choroby spowodowato w/w efekt (120, 121). Efekt ten wigze si¢ rOwniez raczej z obnizeniem,
a nie wyzszymi warto$ciami insuliny (120). Wysunigto hipoteze, ze rola w hamowaniu
oprézniania zotadka przez GLP-1 moze by¢ wazniejsza niz jego efekt inkretynowy w kontroli
popositkowej glikemii.

Mechanizm hamowania oprézniania zotadka 1 wydzielania kwasu zotadkowego przez
GLP-1 jest zlozony. Poniewaz ekspresje¢ GLP-IR stwierdzono réwniez na komorkach
oktadzinowych zotadka, mozna przypuszczaé, ze GLP-1 oddzialuje bezposrednio na te
komorki. Jednakze zablokowanie sygnatu z GLP-1R przez eksendyng¢ (9-39), antagonistg dla
tego receptora, albo przez uszkodzenie drogi dosrodkowej nerwu btednego znosi catkowicie
wplyw GLP-1 podanego osrodkowo czy obwodowo, na oproznianie zotadka (76). Musza

wiec wspotdziata¢ zarowno efekty wywierane na sam zoladek, jak i te przebiegajace w CSN.

Uktad sercowo-naczyniowy.
Opublikowano rowniez kilka badan dotyczacych dziatania inkretyn, gtownie GLP-1,

na uktad sercowo-naczyniowy. Udowodniono efekt kardioprotekcyjny tych hormonow, na
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skutek poprawy metabolizmu glukozy w miocytach in vitro oraz zmniejszenie akumulacji
mleczanu i pirogronianu w niedokrwionych tkankach zwierzat (122, 123). Na modelu
zwierzecym z nadci$nieniem 1 niewydolno$cig mig$nia sercowego, po zastosowaniu wlewu
GLP-1, uzyskiwano wydluzenie zycia spowodowane poprawa kurczliwosci i frakcji
wyrzutowej lewej komory. Dodatkowym czynnikiem ochronnym byto zmniejszenie nasilenia
apoptozy niedokrwionych kardiomiocytow przez spadek aktywnosci proapoptotycznej
kaspazy-3 (124).

Ponadto wykryto dzialanie hipotensyjne inkretyn poprzez wazodylatacje.
Stwierdzono, ze dziatanie naczyniorozkurczowe wywiera roOwniez produkt degradacji GLP-1,

czyli GLP-1 (9-36), niezaleznie od GLP-1R (125).

Migsnie, tkanka ttuszczowa oraz wqtroba

GLP-1 wzmacnia wbudowywanie glukozy do glikogenu w badaniach na hepatocytach
i komorkach miesniowych pobranych od szczurow. GLP-1 hamuje rowniez HGO i1 wzmaga
wychwyt glukozy w tkance tluszczowej 1 mig$niowej. W ludzkich mig¢éniach szkieletowych
GLP-1 wzmaga synteze¢ glikogenu i metabolizm glukozy. GLP-1 dziata lipolityczne w tkance

thuszczowej szczurow (126), a u ludzi odgrywa obie role — lipolityczna i lipogeniczng (127).

Inne tkanki.

W badaniach na komoérkach zwierzecych stwierdzono aktywacje przez GLP-1
produkcji TSH i LH. Centralne/dokomorowe podanie GLP-1 u szczurow zwigkszyto
osoczowe stezenie TSH, LH, kortykosteronu 1 wazopresyny oraz zaktywowato
podwzgorzowe komorki neuroendokrynne u tych zwierzat (128). U ludzi krétkotrwaty wlew
dozylny spowodowat wzrost jedynie ACTH i kortyzolu w surowicy (129).

U ludzi i u szczurow GLP-1R zostaly odkryte réwniez w plucach, tchawicy,
mig$niowce gladkiej tetnicy plucnej, w pneumocytach typu II, gdzie aktywacja tych
receptorow powoduje odpowiednio wzmozone wydzielanie $luzu, relaksacj¢ migsniowki i
wzrost produkcji surfaktantu (76). Jakkolwiek szczegdty dziatania GLP-1 w plucach nie sg do
konca poznane.

Coraz wigcej prac badawczych potwierdza, ze GLP-1 jest zwigzane z regulacja
gospodarki wodno-elektrolitowej. Ma dziatanie diuretyczne i natriuretyczne Powoduje wzrost
filtracji klgbuszkowej oraz hamowanie zwrotnej resorpcji sodu w proksymalnych cewkach
nerkowych (130). U o0sob otytych, u ktorych obserwuje si¢ hiperfiltracje, dozylny wlew GLP-

1 zmniejszal hiperfiltracje kigbuszkowa, wspieral wydalanie sodu i redukowat sekrecje jondw
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H* (131, 132). Wspomniane badania potwierdzaja funkcje nefroprotekcyjna GLP-1. Nalezy
pamigtaé, ze to wlasnie nerki odpowiadaja za wydalanie GLP-1 z organizmu. W momencie
przewleklej dysfunkcji nerek, dochodzi do wydtluzenia czasu oddziatywania (wptyw na
farmakodynamike i farmakokinetyke) stosowanych w leczeniu cukrzycy analogow GLP-1

niepodlegajacych degradacji przez DPP-4 (131).

3.3.4.5 Zastosowanie inkretyn
Odkrycie i poznanie opisanych wyzej funkcje i r6l GIP i GLP-1 w organizmie
[podsumowanie w Tabela 3 i Tabela 4], pozwolito poszukiwaniu nowych zastosowan

inkretyn w medycynie.

Tabela 3. Plejotropowe dzialanie inkretyn.

TRZUSTKA

Potegowanie glukozaleznego wydzielania insuliny

Uwrazliwienie komorek P trzustki na glukoze

Nasilanie transkrypcji genu dla insuliny

Nasilenie egzocytozy i wyrzutu insuliny z komoérek f3

Dziatanie cytoprotekcyjne wzgledem komorek B (stymulacja neogenezy
i proliferacji; hamowanie apoptozy komorek [3)

¢ Hamowanie wydzielania glukagonu

e Pobudzanie wydzielania somatostatyny

WATROBA

e Hamowanie produkcji glukozy (HGO)
e \Wzrost syntezy i magazynowania glikogenu w warunkach hiperglikemii

PRZEWOD POKARMOWY

e Zwolnienie oprozniania zotadka

e Hamowanie wydzielania soku zotadkowego

e Wzmozenie uczucia syto$ci, zmniejszenie ilo$ci przyjmowanego
pokarmu

OSRODKOWY UKEAD NERWOWY

e Wzmozenie uczucia sytosci, zmniejszenie ilosci przyjmowanego
pokarmu

e Zmniejszenie masy ciata

e (Oddzialywanie neurotroficzne i neuroprotekcyjne
(1 proliferacji kom. progenitorowych)

UKEAD SERCOWO-NACZYNIOWY

(badania przeprowadzone na zwierzetach)

e Poprawa metabolizmu kardiomiocytow

e Zmniejszenie gromadzenia mleczandéw 1 pirogroniandw w tkankach
niedokrwionych

e Poprawa kurczliwos$ci i zwigkszenie frakcji wyrzutowej lewej komory

e Zmniejszenie nasilenia apoptozy kardiomiocytéw po niedokrwieniu

e Poszerzenie naczyn i obnizenie ci$nienia tetniczego
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Tabela 4. Porownanie sily oddzialywania GLP-1 w stosunku do GIP.

FUNKCJA GLP-1| GIP

Efekt insulinotropowy ++ +
Glukagon W l
Uwalnianie glukozy z watroby | [l

(HGO)

Oproznianie zoladka I )
Uczucie sytosci 0 %)
Masa ciala ! %)
Regeneracja komorek 3 M 0

Obecnie przeciwcukrzycowa rola inkretyn jest dobrze poznana. Poniewaz jednym z
gléwnych mechanizmow patogenetycznych DMt2 jest zmniejszenie wydzielania insuliny na
bodziec pokarmowy, sktonito to naukowcéw do poszukiwania zwigzkow nasladujacych
dziatanie inkretyn jak i zwigzkow hamujacych ich rozklad (133). Juz od wielu lat inkretyny,
ich mimetyki i inhibitory DPP-4 s3 wykorzystywane do leczenia cukrzycy typu 2. Ten dziat
klinicznej nauki, metody i same preparaty wciaz s udoskonalane.

Odkrycie wysokiej ekspresji receptoréw dla GLP-1 na niektéorych zmianach
rozrostowych pochodzacych z tkanek neuroendokrynnych i systemu nerwowego, szczegdlnie
w przypadku insulinoma, jak rowniez raka rdzeniastego tarczycy, gastrinoma oraz
pheochromocytoma, przyniosto przetom w diagnostyce tych zmian (134). Dotychczas
stosowane metody obrazowania i lokalizacji wyspiakéw, wliczajac w to somatostatynowa
scyntygrafie receptorowa (ang. Somatostatin Receptor Scintigraphy, SRS) ze znakowanymi
analogami somatostatyny, byty niewystarczajace w 50% przypadkéw. Wysunieto tezg, ze
scyntygrafia z zastosowaniem znakowanych analogow GLP-1 moze sta¢ si¢ w przysztosci
podstawowg metodg diagnostyczng dla tego rodzaju zmian (135), zastepujac SRS. Innymi
nowotworami odznaczajagcymi si¢ nieco nizsza, ale wcigz znaczaca ekspresja tychze
receptorow s3 guzy neuroendokrynne pluc, rak rdzeniasty tarczycy, paraganglioma,

meningioma oraz astrocytoma (134).
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U 0s06b ze zmianami nowotworowymi, u ktérych w wyniku diagnostyki SRS nie udato
si¢ uwidoczni¢ patologicznego gromadzenia znacznika, poniewaz zmiany te nie wykazuja
ekspresji receptorow somatostatynowych, mozliwos¢ wykonania badania scyntygraficznego z
wykorzystaniem analogow GLP-1, wiazacych si¢ do receptora tej inkretyny, moze sta¢ si¢ dla
nich jedyna alternatywa umozliwiajaca ponadto przeprowadzenie celowanej terapii
izotopowe;j.

Wykonano pierwsze bardzo udane préoby zobrazowania zmian typu insulinoma na
modelach zwierzecych oraz u ludzi (136). Sugeruje si¢ nawet, ze wykorzystanie ekspresji
receptora GLP-1 w przypadku insulinoma moze sta¢ si¢ w przysztosci standardowym

podejsciem do obrazowania oraz terapii tego nowotworu.

3.4 Badane w niniejszej pracy polimorfizmy i ich znaczenie
W rozwoju otylosci oraz cukrzycy typu 2.

Otylos$¢ nalezy do chorob o podtozu wielogenowym, w ktorych istotng role odgrywaja
nie tylko oddziatywania typu $rodowisko-gen, ale takze gen-gen (137). Oczywiscie istnieje
kilka przypadkéw mutacji pojedynczych genow (np. genu leptyny lub jej receptora) bedacych
monogeniczng postacig otytosci, ale wystepuja one niezmiernie rzadko w populacjach na
swiecie (138). Czestsza, cho¢ nadal rzadka pod wzglgdem wynikow badan genetycznych
postacia jest otyto$¢ towarzyszaca wrodzonym zespolom chordéb genetycznych czy zaburzen
hormonalnych np. Zesp6t Prader-Willego, policystycznych jajnikow, zespot Cushinga (139).

Wsrod grup/éciezek metabolicznych polimorfizmu genéw biatek zwigzanych z
otyloscia mozna zaliczy¢ geny biatek regulujacych apetyt, metabolizm lipidow 1
weglowodandw, roznicowania si¢ preadipocytow, ale 1 polimorfizm czynnikow
transkrypcyjnych regulujacych ekspresje tych genow (137, 138). Ponadto w ostatnich latach
wykryto dodatkowy epigenetyczny mechanizm regulacji ekspresji genéw bedacy podstawa
tzw. ,,pamig¢ci metabolicznej” tzn. indukowalnej, przejsciowej w niektorych przypadkach
zmienionej ekspresji genéw (w tym takze gendéw biatek odczynu immunologiczno-zapalnego,
enzymoOw  przemian metabolicznych), mimo normalizacji poziomu substratow
energetycznych, a zwlaszcza glukozy (140). Polega on na epigenetycznej modyfikacji
materiatu jadrowego: zarowno DNA jak 1 histondéw, czynnikéw transkrypcyjnych. Chodzi tu
gléwnie o metylacje 1 acetylacje (ale i suomylacjg, ubikwitynacje 1 in.), ktore na dtugi okres

zmieniaja ekspresje genodw, modyfikujac aktywno$¢ procesow metabolicznych jak i odczynu
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immunologiczno-zapalnego i w konsekwencji nasilenie powiktan zespotu metabolicznego i
cukrzycy. Jest to nowa dziedzina wiedzy wymagajaca dalszych badan (140).

Badania asocjacyjne genomu ludzi (GWA- genome wide association study) wykazaty
tylko parg regionow (loci) na chromosomach znaczaco wplywajacych na rozwoj cukrzycy
typu 2 u ludzi (141) [Rysunek 12]. Znamienne, Zze znajduja si¢ w nich polimorfizmy genow
odpowiedzialnych m.in. za insulinowrazliwo$¢, roznicowanie si¢ tkanki tluszczowej
(preadipocytéw), poziom FFA w krazeniu, odpowiedz immunologiczno-zapalng, a
mianowicie geny TCF7L2 (Transcription Factor 7-like 2) i gen czynnika proliferacji
peroksysomoéw PPAR-gamma (peroxisome proliferator-activated receptor) (141) [Rysunek
13].

Rysunek 12. Fragment pierwszej strony raportu dotyczacego GWA - przedstawienie
graficzne nowo poznanych miejsc lokacji w chromosomach SNP-é6w/mutacji zwiazanych
ze zwiekszonym ryzykiem rozwoju min. cukrzycy typu 2 (ostatnia rycina — zielone
znaczniki w chromosomie 10, 12 i 16).

Vol 447|7 June 2007|doi:10.1038/nature05911 natuare

Genome-wide association study of 14,000
cases of seven common diseases and
3,000 shared controls

The Wellcome Trust Case Control Consortium*

There is increasing evidence that genome-wide association (GWA) studies represent a powerful approach to the
identification of genes involved in common human diseases. We describe a joint GW A study (using the Affymetrix GeneChip
500K Mapping Array Set) undertaken in the British population, which has examined 2,000 individuals Tor each of 7 major
diseases and a shared set of —3,000 controls. Case-control comparisons identified 24 Tndependent association sighnals at
P<=5x10 7:1in bipolar disorder, 1in coronary artery disease, 9 in Crohn’'s disease, 3 in rheumatoid arthritis, 7 in type 1
diabetes and 3 in type 2 diabetes. Onthe basis of prior findings and replication studies thus-far completed, almost allof these
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Rysunek 13. Wykres przedstawiajacy graficznie udzial genow TCF7L2 i PPARy W
rozwoju cukrzycy typu 2 [wg. Frayling TM 2007 (141)].

Genome-wide association studies provide new insights into type 2

diabetes etiology.
Nature Review Genetics, 2007;8:657-662
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Figure 2 | Effect sizes of the 11 common variants confirmed to be involved in type 2 diabetes
risk. The x axis gives the year that published evidence reached the levels of statistical confidence that
are now accepted as necessary for genetic association studies. CDKAL 1, CDKS regulatory subunit-
associated protein 1-like 1; CDKNZ2, cyclin-dependent kinase inhibitor 2A; FTO, fat mass and
obesity-associated; HHEX, haematopoietically expressed homeobox; IDE, insulin-degrading enzyme;
IGF2BP2, insulin-like growth factor 2 mRNA-binding protein 2; KCNJ11, potassium inwardly-rectifying
channel, subfamily J, member 11; PPARG, peroxisome prollferator actuvated receptor- '\{gene
SLC30A8, solute carrier family 30 (zinc transporter), member 8; 5
TCF7L2, transcription factor 7-like 2 (T-cell specific, HMG-box); WFS1, Wolfram syndrome 1.

3.5 3.4.1 Polimorfizmy genu TCF7L2

Sciezka sygnatowa WNT

Czynnik transkrypcyjny TCF7L2 jest sktadowg $ciezki sygnatowej Wnt, ktora hamuje
réznicowanie si¢ komorek progenitorowych do adipocytow (142, 143). Po raz pierwszy ta
sciezka sygnatowa zostala wykryta w czasie badan nad rakiem jelita grubego oraz rozwojem
embrionalnym (144). Glownym efektorem klasycznej $ciezki WNT jest dwudzielny czynnik
transkrypcyjny ztozony z [-kateniny (B-kat) i jednego z czterech przedstawicieli rodziny
czynnikow limfocytow T: (ang. T cell factor, TCF) — TCF7 (znany tez jako TCF-1), LEF-1
(ang. lymphoid enhancer-binding factor), TCF7L1 (znany tez jako TCF-3) oraz TCF7L2
(znany tez jako TCF-4) (145). Jednak to TCF7L2 jest gtbwnym partnerem -kat w komoérkach
epitelium jelita (146).

Aktywatory szlaku WNT dziatajg poprzez receptory Frizzled (ang. Frizzled receptors)
oraz co-receptor LRP5/6 (ang. LDL receptor-related protein 5/6). Sygnat jest przekazywany
dalej przez biatko Dvl (ang. Dishevelled protein), PB-kat przedostaje si¢ do jadra
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komorkowego, gdzie po polaczeniu z czlonkiem rodziny TCF formuje kompleks, ktory
aktywuje kolejne docelowe geny (145). Jednym z zadan szlaku Wnt jest zahamowanie
réznicowania si¢ komorek progenitorowych (w tym preadipocytéw tkanki thuszczowej) w
celu zachowania w ustroju puli komoérek progenitorowych niezbgdnych do regeneracji tkanek
dorostego organizmu.

Wiele badan in vitro oraz in vivo pokazato, ze niektore komponenty szlaku WNT sa
zwigzane z nasileniem proliferacji komorek beta trzustki (147, 148), normalizacja
metabolizmu lipidéw, zalezng od poziomu glukozy sekrecja insuliny (149) oraz ze
zwigkszeniem generacji jednej z inkretyn - GLP-1 poprzez reguluje ekspresje genu Gcg w
komorkach L jelita cienkiego (146, 150).

Struktura genu TCF7L2 oraz poznane polimorfizmy

W 2006 roku na Islandii przeprowadzono badanie, w ktérym genotypowano 228
markeréw mikrosatelitarnych w dwoéch grupach pacjentéw - ochotnikéw zdrowych i z DMt2
(151). Badania ujawnily, ze dziedziczenie specyficznego polimorfizmu pojedynczego
nukleotydu (SNP) genu TCF7L2, zwigksza ryzyko rozwoju DMt2. Gen TCL7F2 lezy na
dlugim ramieniu chromosomu 10 — 10g25.3. Wykryto zwigzek z mikrosatelita, DG10S478,
zlokalizowang w intronie 3 tego genu, a wystepowaniem DMt2 (151). Pozniej badanie byto
rozszerzone na inne populacje — dunska i amerykanska. Badacze wykryli, ze dwa z badanych
SNP genu TCF7L2, rs12255372 oraz rs7903146 w zakresie intronéw 4 i 5, sa silnie zwigzane
z DG10S478 i wykazujg podobny wplyw na zwiekszenie ryzyka rozwoju cukrzycy typu 2
(151) [Rysunek 14]. To odkrycie spowodowato, ze wiele roznych o$rodkow na calym §wiecie
rozpocz¢to badania nad TCF7L2. Oba wyzej opisane SNPy wystepuja czesto u
Europejczykow i Amerykanow, natomiast rzadziej u Azjatow (152). Wykryto jeszcze inne
SNP tego genu zwigzane z rozwojem DMt2 m.in. rs290487 wsrod chinskiej populacji w
Tajwanie, oraz rs11196218 wérod Chinczykéw z Hong Kongu. Jednak dwa pierwsze SNPy
wymienione wyzej, zwlaszcza rs7903146, wykazuja najmocniejszy zwigzek z DMt2 (153). W
2007 roku badanie GW A potwierdzity te zaleznosci (141).

Wymienione polimorfizmy TCF7L2 zwickszajg ryzyko DMt2 przez upos$ledzenie
akumulacji kwasow tluszczowych w adipocytach. Wysoki poziom FFA we krwi upos$ledza
funkcje¢ komorek beta trzustki drogg opisanego powyzej mechanizmu glukolipotoksycznosci i

prowadzi do rozwoju cukrzycy typu 2 nawet przy niewielkiego stopnia otytosci (22, 25).
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Rysunek 14. Gen TCF7L2 — zaznaczone miejsca SNP: rs7903146 oraz rs12255372.
rs7903146 rs12255372

ex 1-3 ex 4 ex 7 ex 9-14

—8 11—

3.4.2 Receptory jgdrowe aktywowane przez proliferatory
peroksysomow (PPAR)

Receptory jadrowe aktywowane przez proliferatory peroksysomow PPAR, sa
czynnikami transkrypcyjnymi aktywowanymi przez drobnoczasteczkowe ligandy, ktorymi w
warunkach naturalnych sg wielonienasycone kwasy tluszczowe i ich pochodne. Po zwigzaniu
z ligandem PPAR wigze si¢ z innym jadrowym czynnikiem transkrypcyjnym — receptorem
retinoidu X (retinoid X receptor, RXR). Dopiero tak powstaly heterodimer stanowi aktywny
czynnik transkrypcyjny, ktory wiaze si¢ z odpowiednim miejscem docelowych promotoréw
gendéw (154).

Obecnie znane sg trzy bialkka PPAR: PPAR-a, PPAR-B (zwany réwniez PPAR-6 lub
NUC1) oraz PPAR-y (154). PPAR -o znajduje si¢ przede wszystkim w brunatnej tkance
thuszczowej, nerkach oraz w migs$niu serca 1 mig¢sniach szkieletowych. PPAR- wystepuje w
wielu tkankach organizmu, ale najwyzsza ekspresja tego biatka jest odnotowywana w
przetyku, nerkach i sercu. PPAR-y za$ jest charakterystyczne glownie dla tkanki ttuszczowej,
jelit, siatkowki, jak rowniez dla wielu struktur uktadu immunologicznego (155). Polem
oddziatywania calej rodziny biatek PPAR jest gospodarka weglowodanowo-lipidowa.

Podrodzina PPAR-o o dzialaniu przeciwzapalnym, obniza poziom triglicerydow
glownie przez hamowanie syntezy, przy rownoczesnym nasileniu ich katabolizmu 1
zwrotnego transportu estrow cholesterolu do watroby (154, 155). Funkcja PPAR-f nie zostata
do tej pory jasno sprecyzowana, najprawdopodobniej rowniez uczestniczy w procesie
przemian lipidow glownie migéni (154, 155), a takze w implantacji zarodka u myszy (156).
PPAR-B i PPAR-y wspoétuczestniczg w roznicowaniu si¢ tkanki thuszczowej i regulacji
ekspresji gendow metabolizmu energetycznego migsni szkieletowych (154).

PPAR-y bierze udzial w procesie roznicowania i dojrzewania adipocytow, zwieksza
insulinowrazliwo$¢ tkanek obwodowych, a co za tym idzie zmniejszenia pozakomorkowego
stezenia glukozy (154, 155). Poza tym rodzina PPAR-y z ich koaktywatorem

transkrypcyjnym, biatkiem PGC-1 alfa bierze udzial w regulacji ekspresji genow zwigzanych
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z kontrolg mitochondrialnej biogenezy. Reguluje synteze ilosciowg samych mitochondriow
jak 1 biatek przemian energetycznych mitochondridéw, wplywajac rowniez na ich aktywnos$¢
(157) Kontroluje to nie tylko ilos¢ generowanego ATP w komorce, ale przez regulacje
ekspresji tzw. bialek rozprzggajacych blony mitochondrialnej UCP (uncoupling proteins)
reguluje termogenez¢ organizmu i zapobiega generacji wolnych rodnikow w trakcie
OXPHOS przez przecigzone substratami mitochondria (158, 159) W mig$niach
szkieletowych, w mniejszy stopniu w BAT indukowana jest UCP-3, gdy w tkance
thuszczowej UCP-1 i UCP-2. Aktywacja PPAR odpowiedzialna jest za zmian¢ metabolizmu
watroby w okresie glodzenia (glikogenoliza 1 glukoneogeneza) np. przez regulacje ekspresji
genow enzymow PEPEC, glukozo-6 fosfatazy itd. Istnieja rowniez doniesienia o istotnej roli
PPAR-y w procesach immunoregulacji i kontroli procesu zapalnego (155).

Uzywane w terapii insulinoopornosci aktywatory PPAR-6w (np. tiazolidynediony),
moga rownolegle do wzrostu insulinowrazliwosci powodowac u chorego akumulacje lipidow
w tkance thuszczowej 1 przybor masy ciata (160).

Struktura genu PPAR-y oraz poznane polimorfizmy

Ludzki gen PPAR-y znajduje si¢ na krotkim ramieniu chromosomu 3 — 3p25. Sktada
si¢ z 9 eksonow: Al, A2, B oraz 1, 2, 3, 4, 5, 6. Z uwagi na alternatywny start miejsca
transkrypcji oraz zjawisko alternatywnego skladania pierwotnego transkryptu powstaja, pod
kontrolg oddzielnych promotoréw, trzy izoformy mRNA: PPAR-yl (charakterystyczna dla
tkanki tluszczowej, migsniowej, serca i watroby), PPAR-y2 (gléwnie w tkance tluszczowej) i
PPAR-y3 (w tkance tluszczowej i jelicie grubym), rdznigce si¢ koncem 5° (155, 161).
Ekspresja genu PPAR-y zalezy m.in. od insuliny i dostgpnosci pokarmu, a zwlaszcza wolnych
kwasow tluszczowych. Mimo istnienia trzech lizoform mRNA PPAR-y, powstaja tylko dwie
izoformy biatka: PPAR-y1 oraz PPAR-y2. To drugie jest dluzsze o 28 aminokwasow na N-
koncu, co jest rezultatem transkrypcji i translacji eksonu B. Eksony Al i A2 nie ulegaja
translacji, skutkujac tym, ze izoformy mRNA PPAR-y1 i PPAR- y3 s3 matryca do powstania
tego samego biatka (155, 161).

Czesciej wystepujace u cztowieka biatko PPAR- vyl jest charakterystyczne dla
hepatocytow i makrofagow, natomiast rzadsze biatkko PPAR-y2 znajduje si¢ gltownie w
adipocytach (155, 161). Ogoélnie najwyzsze stezenie biatek PPAR-y jest w jelicie grubym,
srednie w watrobie, nerkach, jelicie cienkim i szpiku kostnym, podczas gdy w tkance
mig¢$niowej znajduja si¢ go jednie $Sladowe ilosci (155, 162). W ciggu ostatnich paru lat
udowodniono réwniez obecno$¢ PPAR-y w komodrkach uktadu immunologicznego -
limfocytach i makrofagach (155).
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W biatku PPAR-y mozna wyr6zni¢ kilka domen czynnos$ciowych. Przy N-koncu
znajduje si¢ regulowana fosforylacja domena, warunkujgca niezalezng od liganda aktywacje
transkrypcji (domena A/B). Srodkowa cze$é biatka to domena odpowiedzialna za wigzanie
DNA (DBD), za$ koniec C jest miejscem taczenia ligandu (LBD) oraz kofaktorow
utatwiajacych lub hamujacych transkrypcje. Po zlaczeniu z ligandem i RXR, PPAR-y
przytaczaja si¢ do sekwencji wzmacniajacej (PPRE, peroxisome proliferator response
element) genéw docelowych, poczatkujac proces powstawania wielu waznych bialek
biorgcych udzial w réznicowaniu adipocytoéw, w metabolizmie lipidow oraz w przemianach
weglowodanow. Wspomniany dodatkowy ekson B odpowiada za odcinek N-konca izoformy
biatka PPAR-y2 i jest odpowiedzialny za 5-6 krotnie wigksza wrazliwo$¢ tkanek na insuling
w porownaniu z izoformg PPAR-y1 (163).

Polimorfizm genu PPAR-gamma (Prol12Ala)

Do tej pory opisano kilka mutacji genu wplywajacych na funkcje PPAR-y2 i
wykazujacych silny zwigzek z otyloscig (164) [Rysunek 15]. Najczes$ciej wystepujaca,
(zwlaszcza a Europie), mutacjg zwigzang z powstaniem zespotu metabolicznego i otytosci jest
polimorfizm Prol2Ala genu PPAR-y2. Polimorfizm ten zwigzany jest z mutacjg punktows
powodujacy podstawienie guaniny zamiast cytozyny (C—G) w kodonie 12 (34 nukleotyd)
eksonu B izoformy PPAR-y. Powoduje to zmiang kodu aminokwasu proliny na alaning
(CCA—GCA). Klinicznie, osoby ze zmutowanym allelem maja nizsza aktywno$¢ biologiczna
receptora, co skutkuje mniejszym powinowactwem receptora do DNA i mniejszg transkrypcja
biatek zaleznych od PPAR-y. U tych oso6b obserwuje si¢ rowniez mniejsza o ok. 20-30%
aktywnos¢ lipazy lipoproteinowe;j, a takze oksydazy acylo-CoA w tkance ttuszczowej (165).
Allel Ala genu PPARY2 wpltywajac na czynno$¢ wydzielnicza tkanki thuszczowej, zmniejsza

masg ciala, poprawia insulinowrazliwos¢, przez co chroni przed rozwojem cukrzycy.

Rysunek 15. Wykryte dotychczas mutacje w strukturze biatka PPAR-y2 (bialko
charakterystyczne dla adipocytow).
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4 Cele pracy

Celem dysertacji jest przebadanie i1 poréwnanie wplywu wolnych kwasow
thuszczowych 1 glikemii we krwi na uwalnianie inkretyn w okresie popositkowym u 0sob
zdrowych, oraz z zespolem metabolicznym zwlaszcza u nosicieli alleli wybranych genow
promujacych wyzsze st¢zenia wolnych kwasow thuszczowych w surowicy (zgodnie z

wynikami badania genome association study (GWA).

Weryfikacji zostana poddane nastepujace hipotezy badawcze:

- czy doustnie przyjete lipidy sg podobnym do glukozy aktywatorem inkretyn w okresie
miegdzy positkami jak 1 w okresie popositkowy

- czy w zespole metabolicznym dochodzi do ostabienia uwalniania inkretyn w okresie
popositkowym po doustnych testach funkcjonalnych - DTTL i DTTG

- czy uwalnianie inkretyn wigze si¢ z nosicielstwem alleli T polimorfizmu rs7903146 genu
TCF7L2 oraz alleli C polimorfizmu Prol2Ala rs1801282 genu PPARy2, zwiazanych wg
GWA ze zmieniong zdolno$cig roznicowania tkanki thuszczowej, a co za tym idzie réznym

stezeniem FFA w krazeniu

Wykrycie réznic w wydzielaniu inkretyn w zalezno$ci od rodzaju przyjmowanego
pokarmu moze mie¢ warto$¢ praktyczng, zarbwno w ocenie wystgpienia zagrozenia spadku
uwalniania inkretyn w okresie przedcukrzycowym (adaptacyjnej hipertrofii komorek beta
wysp trzustki) i zagrozenia rozwojem cukrzycy typu 2 w przebiegu otylosci/zespotu
metabolicznego. Moze pozwoli to w przysztosci na rozwoj badan majacych na celu wezesne
wprowadzenie postgpowania prewencyjnego w postaci obligatoryjnego porownywania testow
funkcjonalnych DTTG i DTTL w wykryciu wczesnych zmian w uwalnianiu
cytoprotekcyjnych dla komorek trzustki inkretyn, jak i dziatan protekcyjnych: modyfikacji
stylu zycia, czyli wdrozenia odpowiedniej diety (procentowa zawarto$¢ weglowodanow w
stosunku do lipidow- np. kwasow thuszczowych n-3) i zwiekszenia wysitku fizycznego u osob
zagrozonych ryzykiem rozwoju cukrzycy (obcigzonych: wywiadem rodzinnym, otyloscia,

nadci$nieniem tetniczym, dyslipidemig).
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5 Material i metody

5.1 Badana grupa

Do badan zakwalifikowano 100 osob, ale ukonczyto je (wykonanie obu testow) tylko
70 0s6b. Do grupy badanej zakwalifikowano 50 0sob, 22 kobiet i 28 mezczyzn w wieku od 25
do 73 lat ($rednio 53,39 + 11,86), ze wskaznikiem masy ciata (BMI) powyzej 30 kg/m?, z
objawami zespotu metabolicznego (5). Grup¢ kontrolng stanowito 20 zdrowych ochotnikow
ze $rednim BMI w zakresie 24 kg/m? dobranych pod wzgledem wieku i pici do grupy
badanych pacjentow z zespolem metabolicznym. Ostatecznie w grupie kontrolnej peine
wyniki uzyskano u 18 osob, 11 kobiet i 7 mezczyzn w wieku od 28 do 62 lat ($rednio 43,5
+11,53) - wycofanie si¢ z badan bez podania przyczyny dwoch mezczyzn. Ochotnikami byli
pacjenci Poradni Kliniki Endokrynologii UJ CM oraz Poradni Leczenia Otytosci i Zaburzen
Lipidowych dziatajgcej przy Katedrze Biochemii Klinicznej UJ CM.

Diagnostyke zespotu metabolicznego przeprowadzono w oparciu o kryteria IDF

(International Diabetes Federation) z 2005 roku (5):

e otylo$¢ brzuszna (obwdd talii u pochodzacych z Europy mezczyzn > 94 cm, natomiast

u kobiet > 80 cm) i dodatkowo wspotistnienie co najmniej 2 z ponizszych odchylen:

= triglicerydy > 1,7 mmol/l1 (150 mg/dl) lub leczenie dyslipidemii

= cholesterol HDL < 1,0 mmol/l (40 mg/dl) u me¢zczyzn

= < 1,3mmol/l (50 mg/dl) u kobiet lub leczenie dyslipidemii

» ci$nienie tetnicze > 130/85 mmHg lub leczenie nadcisnienia tetniczego

= glikemia na czczo > 5,6 mmol/l (100 mg/dl) lub leczenie cukrzycy typu 2

Jednakze w tym projekcie cukrzyca typu 2 oraz leczenie farmakologiczne dyslipidemii

stanowito czynnik dyskwalifikujgcy z uczestnictwa w badaniach.

Do badania nie kwalifikowano nastepujacych osob:
=z wczesniej zdiagnozowang cukrzycg
= stosujacych farmakoterapie, mogaca wplywac¢ na wyniki badan biochemicznych
(np. leki hipoglikemizujace, wptywajace na gospodarke lipidowa)
= 7z powaznymi, chronicznymi chorobami narzadowymi (np. niewydolno$¢ nerek,

cigzka niewydolnoscig krazenia — II1 i I'V stopien wg NYHA)
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= 7z chorobami przewodu pokarmowego (w tym watroby)
= ze zdiagnozowang choroba nowotworowa
= kobiet w cigzy 1 potogu

* Zinnymi ci¢zkimi chorobami (w tym zakaznymi)

Projekt otrzymal zgod¢ Komisji Bioetycznej Collegium Medicum Uniwersytetu
Jagiellonskiego (Opinia nr KBET/136/B/2007 z dnia 20 grudnia 2007 roku). Po otrzymaniu
szczegotowych informacji dotyczacych projektu badawczego, wszyscy uczestnicy wyrazili

pisemng zgod¢ na uczestnictwo w badaniu (takze genetycznym).

5.2 Protokol badania

Po wstepnej kwalifikacji lekarskiej, osoby zrekrutowane pozostawaly na swojej
dotychczasowej diecie oraz nie zmienialy aktywnosSci fizycznej przez okres 2 tygodni.
Ponadto wszyscy byli proszeni o nieprzyjmowanie napojow zawierajacych alkohol, kofeine 1
teing przez 3 dni poprzedzajacych badania. W dniu badania ochotnicy nie mogli pali¢ tytoniu.
U kazdego pacjenta zebrano wywiad lekarski przy uzyciu standardowego kwestionariusza
dotyczacego wagi urodzeniowej oraz obcigzen wystepujacych u pacjenta i w rodzinie,
przeprowadzono podstawowe badanie fizykalne oraz udzielono wszelkich informacji na temat

prowadzonego badania.

5.2.1 Badania antropometryczne

Kazdy pacjent miat wykonany pomiar wzrostu, masy ciata, obwodu pasa i bioder. Na
ich podstawie wyliczono podstawowe wskazniki antropometryczne:
- wskaznik wielkos$ci masy ciata (BMI) wedlug wzoru:
BMI [kg/m?] = masa ciala [kg] / wzrost® [m?]
- wskaznik talia-biodro (WHR) stosujac formute:
WHR = obwod talii [cm] / obwod bioder [cm]
Obwodd pasa mierzony byt na poziomie pepka, za§ obwod bioder na wysokosci gornych

kolcoéw kosci biodrowych.
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5.2.2 Pomiar zawartosci tkanki ttuszczowej

Pomiar zawartos$ci tkanki thuszczowej w catkowitej masie ciala zostal przeprowadzony
na podstawie metody bioimpedancji (pomiar oporu elektrycznego ciata), przy uzyciu aparatu
Maltron Body Fat Analyzer BF-905. Badanie przeprowadzano przynajmniej po 2 godzinach
od ostatnio spozytego positku. W tym dniu ochotnicy nie wykonywali wysitku fizycznego,
nie przyjmowali alkoholu, kawy, lekéw, nie palili tytoniu, kobiety nie byty w trakcie
miesigczki. Wyniki przedstawiono w kilogramach oraz jako procentowa zawarto$¢ tkanki
tluszczowej 1 masy beztluszczowej. Oceniano je zgodnie z przyjetymi normami (166)

przedstawionymi ponizej - Tabela 5.

Tabela 5. Procentowa zawartos$¢ tkanki tluszczowej w organizmie

mala ilos¢ tk. prawidlowa ilo§¢ nadwaga otylos¢ ciezka otylos¢
tluszczowej tk. tluszczowej
mezezyzni ‘ ponizej 10% 10% - 20% 20% -25% 25%-30% powyzej 30%
kobiety ‘ ponizej 20% 20% - 30% 30% -35% 35% -40% powyzej 40%

5.2.3 Pomiar cisnienia tetniczego

W trakcie przeprowadzania badania fizykalnego u kazdego pacjenta wykonywano
trzykrotny pomiar cis$nienia t¢tniczego. Przed pierwszym oznaczeniem ochotnik przebywat
przynajmniej 5 minut w pozycji siedzacej, kolejne pomiary wykonywano co okoto 10 minut
przy uzyciu sfingomanometru rteciowego. Nadcis$nienie tg¢tnicze bylo rozpoznawane przy
warto$ciach ci$nienia skurczowego > 130 mmHg, rozkurczowego > 85 mmHg, oraz jesh
pacjent juz przyjmowat leki hipotensyjne. Do obliczen statystycznych przyjmowano

usrednione warto$ci cisnienia tgtniczego.

5.2.4 Testy biochemiczne

Doustny test tolerancji glukozy (DTTG) oraz doustny test tolerancji lipidow (DTTL)
przeprowadzono u wszystkich ochotnikow w odstepach 2-4 tygodniowych.

Doustny test tolerancji glukozy (DTTG) wg WHO (167):

Test byt przeprowadzany w godzinach porannych (miedzy 8.00 a 11.00 godzing).
Pacjenci nie przyjmowali zadnych positkbw przez przynajmniej 8 godzin przed

przeprowadzeniem testu. Krew do badan pobierano w 6 punktach czasowych — na czczo (0°),
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a nastgpnie po 30, 60, 90, 120 i 180 minutach po wypiciu 75g glukozy rozpuszczonych w
okoto 300 ml wody (czas przyjmowania roztworu wynosit ok. 3 minut).

W probkach krwi oznaczano st¢zenie glukozy, insuliny, inkretyn (GIP, GLP-1), triglicerydow
(TG) oraz wolnych kwasow ttuszczowych (FFA).

Na podstawie uzyskanych w DTTG wynikow obliczono rowniez wskaznik oceny
insulinoopornosci (homeostasis model assesment of insulin resistance, HOMA-IR) (168,
169).

HOMA-IR = [insulina na czczo (uIU/ml) x glikemia na czczo (mmol/1)]/22,5

Doustny test tolerancji lipidow (DTTL) wg Coulderc’a (170) :

Przez 3 dni poprzedzajace test, pacjenci nie przyjmowali napojéw zawierajacych
alkohol, kofeing¢ lub teing. W przeddzien testu — ostatni niskotluszczowy positek spozywali
okoto godziny 18.00. Od tego momentu ochotnicy byli proszeni o przyjmowanie tylko
niestodzonych napojow o objetosci minimum 0,5 litra. W czasie trwania testu ochotnicy nie
wykonywali wigkszych wysitkow fizycznych, ani nie palili papierosow. Test byl
przeprowadzany w godzinach od 7.30 do 16.00 (okres obserwacji — 8 godzin).

Sktad standardowego positku w DTTL stanowily okreslone produkty (Tabela 6)

przygotowywane kazdorazowo przez dyplomowanego dietetyka.

Tabela 6. Sktad standardowego positku w DTTL.

ilo§¢ Kkalorycznos¢ tluszcz SFA  MUFA PUFA biatko weglowodany
(9 (keal) (9) @ (9 (9) (9) (9)
chleb 50 1245 0,7 0,095 0,075 0,305 34 28
pszenny
masto 20 147 16,5 109 4,48 023 014 0,14
ser topiony 60 178,8 16,2 9,7 5,16 044 81 0,72
schab 100 291 18,7 538 97 229 304 07
pieczony
majonez 40 2856 31,6 3,38 6,37 20,1 052 1,04
woda 250
mineralna

*SFA - saturated fatty acids - nasycone kwasy ttuszczowe
MUFA - monounsaturated fatty acids - jednonienasycone kwasy thuszczowe
PUFA - polyunsaturated fatty acids - wielonienasycone kwasy ttuszczowe
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Spozyty positek o tacznej wartosci kalorycznej 1027 kcal, zawierat 83,7g thuszczu, ktore
stanowity okoto 73% udziatu kalorycznego (w tym nasycone kwasy tluszczowe — 50%,
jednonienasycone kwasy thuszczowe — 40%, wielonienasycone - 10%), biatko stanowito 17%,
a weglowodany ok. 10% wartosci kaloryczne;.

Przez caty okres trwania badania pacjenci mogli pi¢ bez ograniczen ilosciowych niegazowana
wode mineralng.

W trakcie testu zostaly pobrane probki krwi na oznaczenie stezenia glukozy, insuliny,
inkretyn (GIP, GLP-1), TG oraz FFA.

W pierwsze] probce krwi, pobranej na czczo, oznaczano rowniez stezenie cholesterolu
catkowitego (TCh) oraz frakcji HDL (HDL) i LDL (LDL) oraz adipokiny - leptyng,
adiponektyng¢ oraz wisfatyne.

Po wykonaniu testow weryfikowano wstepng klasyfikacje przynaleznosci do grup w
zaleznosci od poziomu glikemii, triglicerydemii 1 poziomu HDL na czczo oraz wartosci
ci$nienia t¢tniczego — U pacjentow z grupy kontrolnej i z zespotem metabolicznym zgodnie z
wytycznymi IDF z 2005 roku (5).

5.3 Procedury oznaczen biochemicznych

Wszystkie badania laboratoryjne przeprowadzono w Katedrze Biochemii Klinicznej
UJ CM w Krakowie, w oparciu o procedury analityczne i protokoly zapewnienia jakosci
obowigzujace w Katedrze. W surowicy krwi pobranej w czasie testow, w kazdym punkcie
czasowym, wykonano oznaczenie st¢zenia nastepujacych parametrow: GLP-1, GIP, glukozy,
insuliny, TG, FFA. Z probki krwi pobranej w punkcie 0 (na czczo) wykonano réwniez
oznaczenia cholesterolu catkowitego, frakcji HDL i LDL, adipokin - leptyny, adiponektyny,

wisfatyny oraz badanych polimorfizmow genow.

Oznaczenie stezenia GLP-1

Probke krwi pobierano do specjalnej probowki BD'™P700 zawierajacej inhibitor
enzymu DPP-4. Natychmiast po pobraniu ostroznie mieszano zawarto$¢ probowki z krwig 8-
10 razy, nastgpnie transportowano ja W lodzie do laboratorium (czas 5-10 minut). Po
odwirowaniu w wiréwce z chtodzeniem (+4 °C, przez 10 minut przy obrotach 1000 xg)

surowice przechowywano w temperaturze -70°C do chwili rozpoczecia analizy (nie dtuzej niz
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1 miesigc). Stezenie GLP-1 0znaczono metoda immunoenzymatyczng (ELISA) przy uzyciu
gotowych zestawow firmy Millipore Corporation, USA, sporzadzajac do kazdej serii
oznaczen krzywa standardowg. Zasada oznaczenia polega na wykorzystaniu dwoch
przeciwcial: pierwszego monoklonalnego przeciwciata specyficznego do GLP-1
optaszczonego na mikroptytce i drugiego poliklonalnego przeciwciata znakowanego fosfataza
alkaliczng. Po utworzeniu kompleksu antygen-przeciwciato-drugie przeciwcialo usuwano
niezwigzang frakcje droga kilkukrotnego przemywania, a nastgpnie wywotywano reakcje
barwng przy uzyciu fosforanu metylumbelliferylu. Reakcje¢ enzymatyczng zatrzymywano
przez dodanie gotowego do uzycia roztworu hamujacego (,,Stop Solution”). Natgzenie barw
wprost proporcjonalne do badanego stg¢zenia GLP-1 mierzono wspolnie z krzywa
standardowg na fluorescencyjnym czytniku ptytek TECAN firmy Genios przy dtugosci fali
wzbudzenia/emisji 355/460 nm.

Czuto$¢ metody jest rowna 2 pmol/l, a precyzja wyrazona jako wspotczynnik
zmienno$ci (CV%) wynosi ok. 7,4% w obrebie oznaczenia (intra-assay) i ok. 8% migdzy
oznaczeniami (inter-assay). Metoda wykrywa aktywne biologicznie formy GLP-1 (7-36) oraz
GLP-1 (7-37), natomiast nie wchodzi w reakcj¢ krzyzowa z GLP-1 (9-36), GLP-2 oraz

glukagonem.

Oznaczenie stezenia GIP

Probke krwi pobierano do probdwek ,,na skrzep”. Po odwirowaniu probki surowicy
przechowywano w temperaturze -70°C nie dtuzej niz 1 miesigc. Poziom GIP byl oznaczony
metoda immunoenzymatyczng (ELISA) przy uzyciu gotowych zestawow firmy Millipore
Corporation, USA sporzadzajac do kazdej serii oznaczen krzywa standardows. Zasada
oznaczenia polega na wykorzystaniu dwoch przeciwcial: pierwszego monoklonalnego
przeciwciala specyficznego do GIP oplaszczonego na mikroptytce i drugiego poliklonalnego
przeciwciala znakowanego peroksydaza chrzanowa ze streptawidyna. Po utworzeniu
kompleksu antygen-przeciwciato-drugie przeciwcialo usuwano niezwigzang frakcje droga
kilkukrotnego przemywania, a nastepnie wywolywano reakcje barwng przy uzyciu
tetrametylobenzydyny. Reakcje enzymatyczng zatrzymywano przez dodanie 0,3 M roztworu
kwasu solnego HCI. Nat¢zenie barw wprost proporcjonalne do badanego st¢zenia GIP
mierzono wspolnie z krzywa standardowa na czytniku mikroptytek MULTISKAN RS firmy
Lab-Systems przy dtugosci fali 450 nm.

Czuto$¢ metody jest rowna 8,2 pg/ml, a precyzja wyrazona jako wspotczynnik

zmiennosci (CV%) wynosi ok. 6,4% w obrebie oznaczenia (intra-assay) i ok. 3,4% mig¢dzy
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oznaczeniami (inter-assay). Zestaw posiada 100% reaktywnos¢ krzyzowa dla ludzkiego
GIP(1-42) oraz GIP(3-42), natomiast nie wchodzi w reakcj¢ krzyzowa z glukagonem,
oksyntomoduling, GLP-1 oraz GLP-2.

Oznaczenie stezenia glukozy

Pomiar stgzenia glukozy w surowicy krwi wykonywano kolorymetryczng
metoda enzymatyczng, przy uzyciu zestawu diagnostycznego firmy Cormay Liquick Cor-
GLUCOSE 60 (P.Z.Cormay, Lublin, Polska). Intensywno$¢ zabarwienia w tym tescie jest
wprost proporcjonalna do stezenia glukozy. Absorbancja byla odczytywana na
spektrofotometrze Hitachi U 2000 przy dlugosci fali 500 nm. Liniowos$¢ oznaczenia jest
zachowana do stezenia glukozy 22 mmol/l. Czulo$¢ stosowanej metody wynosita 0,03
mmol/l, a precyzja wyrazona jako wspotczynnik zmiennosci CV% wynosi ok. 2,6% w
obrebie oznaczenia (intra-assay) i ok. 1,2% mig¢dzy oznaczeniami (inter-assay).

Wartosci referencyjne stezenia glukozy na czczo we krwi zylnej u oséb zdrowych dla
stosowanej metody nie powinny przekracza¢ 5,9 mmol/l. W obecnych badaniach przyjeto
graniczng warto$¢ glikemii u osob zdrowych ponizej 5,6 mmol/l, wedtug definicji zespotu

metabolicznego IDF (5).

Oznaczenie stezenia insuliny

Probki surowicy do oznaczenia st¢zenia insuliny byly przechowywane w temperaturze
-70 °C. Stezenie insuliny zostalo oznaczone metodg immunoradiometryczng, przy uzyciu
gotowych zestawow firmy BioSource (BioSource Europe S.A., Belgium). Radioaktywnos$¢
badanych probek mierzono na liczniku gamma firmy Packard. Czulo$¢ testu byta réwna
1ulU/ml. Réznice w powtarzalnosci wynikOw oznaczenia insuliny wewnatrz zestawu
wynosity okoto 2%, natomiast miedzy zestawami 6,3%. Odczynniki uzyte w zestawie nie
wchodza w reakcje krzyzowa z proinsuling ludzka.

Wartosci referencyjne insuliny na czczo u 0s6b zdrowych mieszczg si¢ w granicach 4-

16 pIU/ml.

Oznaczenie stezenia FFA

Oznaczenie FFA w surowicy krwi wykonano za pomocg zoptymalizowanej
kolorymetrycznej metody enzymatycznej z wykorzystaniem zestawu firmy ROCHE. Do
oznaczen uzywano $wiezych, niezamrozonych probek surowicy. W razie potrzeby material

przechowywano w temperaturze + 4 °C nie dtuzej niz 7 dni. Odczyt absorbancji byl
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wykonywany na czytniku mikroptytek MULTISKAN RS firmy Lab-Systems przy dlugosci
fali 540 nm. Liniowo$¢ tej metody jest zachowana do ste¢zenia FFA — 1,5 mmol/l.

Referencyjne warto$ci FFA mieszczg si¢ w zakresie 0,3 do 0,8 mmol/l.

Oznaczenie stezenia TG

Pomiar stezenia TG w surowicy dokonywano w oparciu o kolorymetryczng metode
enzymatyczng, przy pomocy zestawu diagnostycznego firmy Cormay Liquick Cor-TG
(P.Z.Cormay, Lublin, Polska). Intensywno$¢ zabarwienia w tym teScie jest wprost
proporcjonalna do stezenia TG. Absorbancja byta odczytywana na spektrofotometrze Hitachi
U 2000 przy dlugosci fali 550 nm. Liniowo$¢ oznaczenia byla zachowana do wartosci
stezenia TG 17 mmol/l. Czuto$¢ stosowanej metody wynosita 0,068 mmol/l, a precyzja
wyrazona jako wspotczynnik zmiennosci CV% wynosi ok. 2% w obrebie oznaczenia (intra-
assay) i ok. 1,9% mig¢dzy oznaczeniami (inter-assay).

Warto$ci referencyjne stezenia TG u 0s6b zdrowych nie powinny przekracza¢ 1,7 mmol/l,

wedhug IDF (5).

Oznaczenie stezenia cholesterolu (TCh, frakcji HDL oraz LDL)

Oznaczenie TCh w surowicy wykonywano kolorymetryczng metoda enzymatyczna,
przy uzyciu zestawu diagnostycznego firmy Cormay Liquick Cor-CHOL 60 (P.Z.Cormay,
Lublin, Polska). Stezenie cholesterolu frakcji HDL (HDL) w surowicy oznaczano ta samag
metoda po uprzednim strgceniu pozostatych lipoprotein mieszaning heparyny i chlorku
manganu — gotowy zestaw diagnostyczny CORMAY HDL (P.Z.Cormay, Lublin, Polska).
Intensywnos¢ zabarwienia w tych testach jest wprost proporcjonalna do stezenia cholesterolu.
Absorbancja byta odczytywana na spektrofotometrze Hitachi U 2000 przy dlugosci fali 500
nm. Liniowo$¢ oznaczenia jest zachowana do stezenia cholesterolu catkowitego 19,4 mmol/l.
Czutos¢ stosowanej metody dla TCh wynosita 0,026 mmol/l, a dla HDL 0,1 mmol/l. Precyzja
wyrazona jako wspolczynnik zmiennosci CV% wynosi ok. 1,4% dla TCh i dla HDL w
obrebie oznaczenia (intra-assay) oraz ok. 1,5% dla TCh i 0,9% dla HDL migdzy
oznaczeniami (inter-assay).

Wartosci referencyjne st¢zenia TCh na czczo we krwi zylnej u 0séb zdrowych dla stosowanej
metody nie powinny przekraczac¢ 5,2 mmol/l (171). Zgodnie z wytycznymi IDF z 2005 roku
(5) stezenie HDL cholesterolu u me¢zczyzn nie powinno przekracza¢ 1,0 mmol/l, a u kobiet

1,3 mmol/l.
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Stezenie cholesterolu LDL wyliczono ze wzoru Friedewalda (172):

LDL Cholesterol = Cholesterol catkowity — Triglicerydy / 2,2 — HDL cholesterol

[wszystkie parametry w mmol/I]

Wzoru nie stosowano gdy stezenie triglicerydow we krwi przekraczato 4,6 mmol/l. W tych
przypadkach stosowano ultra wirowanie metodg sekwencyjnej flotacji.

Pozadane stg¢zenie LDL cholesterolu jest zalezne od grupy ryzyka sercowo-naczyniowego wg
American Heart Association - National Cholesterol Education Program, the Adult Treatment
Panel 111 (NCEP ATP I1II) (6).

Oznaczenie stezenia leptyny

Leptyne oznaczano w surowicy. Pobrang krew po wyrzepieniu (ok. 30 min) wirowano
przez 15 min przy obrotach 1000 xg. Po odwirowaniu probki surowicy przechowywano w
temperaturze -70 °C nie dluzej niz 2 miesigce. Oznaczenia wykonywano metods
immunoradiologiczng, przy uzyciu gotowych zestawow firmy Linco (Linco Research Inc.,
USA). Radioaktywno$¢ badanych probek mierzono na liczniku gamma firmy Packard.
Liniowos¢ zastosowanej metody jest zachowana do stezenia leptyny 100 ng/ml.

Czulo$¢ metody byla rowna ok. 0,5 ng/ml przy uzyciu 100 ul badanej probki. R6znice
w powtarzalno$ci wynikOw oznaczenia leptyny wewnatrz zestawu wynosity 3-5%, natomiast
miedzy zestawami 3-6%. Metoda wykrywa ludzkg leptyne, natomiast nic wchodzi w reakcje
krzyzows z insuling, proinsuling, C-peptydem, glukagonem, ani IGF-1.

Wartosci referencyjne leptyny na czczo u osob zdrowych, z BMI miedzy 18 a 25

kg/m? wynosza 3,8+1,8 ng/ml dla mezczyzn i 7,4+3,7 ng/ml dla kobiet.

Oznaczenie stezenia adiponektyny

Adiponektyne oznaczano w surowicy. Pobrang krew po wyrzepieniu (ok. 30 min)
wirowano przez 15 min przy obrotach 1000 xg. Probki surowicy do oznaczenia st¢zenia
adiponektyny byly przechowywane w temperaturze -70 °C nie dluzej niz 3 miesiace.
Oznaczenia przeprowadzano metoda immunoenzymatyczng (ELISA) przy uzyciu gotowych
zestawow firmy R&D (R&D Systems, UK) sporzadzajac do kazdej serii oznaczen krzywa
standardowa. Zasada oznaczenia polega na wykorzystaniu dwoch przeciwcial: pierwszego
monoklonalnego przeciwciata specyficznego do adiponektyny optaszczonego na mikroptytce

i drugiego poliklonalnego przeciwciata znakowanego peroksydaza chrzanows. Po utworzeniu
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kompleksu antygen-przeciwcialo-drugie przeciwcialo usuwano niezwigzang frakcje droga
kilkukrotnego przemywania, a nastepnie wywotywano reakcje barwng przy uzyciu
tetrametylobenzydyny w obecnosci nadtlenku wodoru. Reakcje enzymatyczng zatrzymywano
przez dodanie 2 N kwasu siarkowego H,SO,. Natezenie barw wprost proporcjonalne do
badanego st¢zenia adiponektyny mierzono wspolnie z krzywa standardowa na czytniku
mikroptytek MULTISKAN RS firmy Lab-Systems przy dtugosci fali 450 nm.

Czutos¢ testu jest zawarta mi¢dzy 0,079 a 0,891 ng/ml. Roznice w powtarzalnosci
wynikow oznaczenia adiponektyny wewnatrz zestawu wynosity okoto 2-5%, natomiast
miedzy zestawami 5-6%. Zestaw posiada 100% reaktywnos$¢ krzyzowa z ludzka
adiponektyna, nie wchodzi w reakcje krzyzowe z innymi adipokinami.

Zakresy stezen adiponektyny we krwi u ludzi mieszcza si¢ zazwyczaj w przedziale

0,9-21,4 pg/ml.

Oznaczenie stezenia wisfatyny

Wisfatyne oznaczano w surowicy. Krew pobrang na skrzep po wyrzepieniu (ok. 30
min) wirowano przez 15 min przy obrotach 1000 xg. Po odwirowaniu probki surowicy
przechowywano w temperaturze -70 °C do chwili rozpoczecia analizy. Poziom wistatyny
oznaczano metodg immunoenzymatyczng (ELISA) przy uzyciu gotowych zestawoéw firmy
AdipoGen, sporzadzajac do kazdej serii oznaczen krzywa standardowa. Zasada oznaczenia
polega na wykorzystaniu dwoch przeciwcial: pierwszego monoklonalnego przeciwciata
specyficznego do wisfatyny optaszczonego na mikroptytce i drugiego poliklonalnego
przeciwciala znakowanego peroksydaza chrzanowa. Po utworzeniu kompleksu antygen-
przeciwcialo-drugie przeciwcialo usuwano niezwigzang frakcje droga kilkukrotnego
przemywania, a nastepnie wywolywano reakcje barwng. Reakcje enzymatyczng
zatrzymywano przez dodanie 1 M roztworu kwasu fosforowego H3PO,. Nate¢zenie barwy
wprost proporcjonalne do badanego stezenia wisfatyny mierzono wspdlnie z krzywa
standardowag na czytniku mikroptytek MULTISKAN RS firmy Lab-Systems przy dlugosci
fali 450 nm.

Czutos¢ uzytej metody wynosi 30 pg/ml, a precyzja wyrazona jako wspotczynnik
zmienno$ci CV% wynosi ok. 5% w obrgbie oznaczenia (intra-assay) i ok. 6% migdzy
oznaczeniami (inter-assay). Zestaw posiada 100% reaktywnos$¢ krzyzowa z ludzka wisfatyna,

nie wchodzi w reakcj¢ krzyzowa z innymi adipokinami.
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5.4 Badania genetyczne

Wszystkie badania genetyczne potrzebne do realizacji celu pracy doktorskiej zostaty
przeprowadzone w Zaktadzie Diagnostyki Genetycznej i Nutrigenomiki Katedry Biochemii
Klinicznej UJICM.

Do oznaczen genetycznych uzyto metode analizy dlugosci amplifikowanych metoda
PCR (ang. polymerase chain reaction) wybranych fragmentoéw DNA, poddanych dziataniu
enzymow restrykcyjnych (ang. restricted fragment length polymorphism, RFLP).

Badano obecnos¢ polimorfizmoéw (ang. single-nucleotide polymorphisms, SNPSs):
nastgpujacych genow odpowiedzialnych m.in za rdéznicowanie tkanki tluszczowej (czyli
posrednio za poziom FFA we krwi) (141, 165):

e genu TCF7L2 (transcription factor-7-like 2): rs7903146

e genu PPARYy2 (rs1801282)

Krew pobierano jednorazowo z zyly tokciowej do probowki z antykoagulanten
(wersenianem dwusodowym - EDTA) i zamrazano w — 70 °C. Do izolacji genomowego
DNA z peltnej krwi uzywano zestawu QlAamp DNA Blood Mini Kit firmy Qiagen Inc., USA.

Izolacja DNA z krwi polegata na lizie komorek i stabilizacji kwasow nukleinowych
oraz selektywnej absorpcji DNA na membranie silikonowej przy uzyciu buforow i kolumn
zawartych w zestawie. DNA eluowano z kolumny dejonizowang woda wolng od
RNase/DNase i przechowywano w -70 °C. Stezenie i czystos¢ DNA oznaczano
spektrofotometrycznie przy uzyciu aparatu NanoDrop (OD260/OD2g0).

Jednorazowa izolacja pozwalata na uzyskanie okoto 6 pg DNA uzywanego do badan

polimorfizméw gendéw z 200 ul Krwi.

5.4.1 Badanie polimorfizmu czynnika transkrypcyjnego
(transcription factor-7-like 2) rs7903146 genu TCF7L2 oraz
polimorfizmu C—G w kodonie 12 w eksonie 1 (Prol2—Ala)
genu PPARy (rs 1801282).

Do reakcji tancuchowej (PCR) uzywano odczynniki i bufory dostarczone przez
producenta wraz z polimerazg DNA HotStar firmy Qiagen
Do reakcji uzywano 100 ng DNA oraz starterow o sekwencji podanej ponizej w tabeli

[Tabela 7a].
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Tabela 7. Sekwencje premierow i enzymy restrykcyjne dla reakcji PCR genow TCL7F2
i PPARY2

TCF7L2 PPARY2
a) | Sekwencja F:5’-GAGAGCTAAGCACTTTTTAGGTA-3* | F: 5>-CAAGCCCAGTCCTTTCTGTG-3’
primeréw R:5’-CTGACATTGACTAAGTTACTTGC-3> | R: 5>~ AGTGAAGGAATCGCTTTCCG-3’
b) | enzymy
restrykcyjne Rsa | (firmy Fermentas) Msp | (firmy Fermentas)
i warunki ich 37 °C przez 16 godzin 37 °C przez 2 godziny
wigzania

Reakcje PCR prowadzono wedtug podanego ponizej schematu — Tabela 8

Tabela 8. Schemat reakcji PCR dla genéw TCL7F2 i PPARYy2

TCF7L2 PPARY2
temperature czas temperatura czas
aktywacja polimerazy 95°C 15 min 95°C 15 min
_ 30 30
denaturacja DNA 94 °C 94 °C
sek sek
30 @ 45 @
przylaczanie primerow 59 °C o 60 °C o
sek | X sek | X
30 90
wydhuzanie produktu 72°C 72°C
sek sek
wyrownanie dlugosci ) )
72°C 10 min 72°C 10 min
fragmentow

Produkty reakcji PCR poddawano trawieniu przy uzyciu enzymow restrykcyjnych i w
warunkach inkubacji przedstawionych w Tabela 7 [Tabela 7b]. Nast¢pnie produkty
rozdzielano na 3 % zelu agarozowym w buforze TAE i uwidoczniono przez dodanie bromku
etydyny. Dokumentacje fotograficzng wykonano przy uzyciu zestawu do wizualizacji zeli
EC3 Imaging System.

Uzyskane kombinacje prazkoéw, odpowiadaly poszczegdlnym genotypom:
- dla TCF7L2 obecno$¢ pojedynczego prazka dlugosci 113 par zasad (pz) na zelu

agarozowym odpowiada homozygocie TT, obecno$¢ trzech prazkow 113, 91, i 22 pz
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odpowiada heterozygocie TC, za$ obecno$¢ dwoch prazkow o dlugosci 91 i 22 pz
homozygocie CC. Przykladowy obraz polimorfizmu rs7903146 alleli genu TCF7L2

przedstawiono na ponizszej rycinie [Rysunek 16].

Rysunek 16. Schematyczne przedstawienie wyniku genotypowania rs7903146 dla genu
TCFL2. Sciezka 1- standard dlugosci fragmentéw DNA; §ciezka 2 heterozygoty TC
(widoczne fragmenty: 113pz, 91pz, 22pz); Sciezka 3 genotyp CC (widoczny fragment:
91pz, 22pz); Sciezka 4 genotyp TT (fragment o dlugosci 113pz).

sciezka: 1 2 3 4

-- 113pz
- 91pz

- 22pz
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- dla PPARy2 obecnos¢ dwoch prazkow dlugoscei 227 i 43 pz na zelu agarozowym odpowiada
homozygocie CC, obecnos¢ trzech prazkow 270, 227, i 43 pz odpowiada heterozygocie CG,
za$ obecno$¢ pojedynczego prazka o dtugosci 270 pz homozygocie GG.

Przyktadowy obraz polimorfizmu rs1801282 alleli genu PPARy metoda RFLP przedstawiono

na ponizszej rycinie [Rysunek 17].

Rysunek 17. Schematyczne przedstawienie wyniku genotypowania rs1801282 dla genu
PPARy2. Sciezka 1- standard dlugosci fragmentow DNA; $ciezka 2 homozygota CC
(fragment 43pz i 227 pz); Sciezka 3 heterozygota CG (widoczne fragmenty: 43pz, 227pz,
270pz); Sciezka 4 homozygota GG (fragment o dtugosci 270pz).

Sciezka: 1 2 3 4

--270pz

- 227pz

-- 43pz

64



5.5 Analiza statystyczna

Analize statystyczng przeprowadzono za pomoca pakietu STATISTICA 10 PL.
Charakterystyke populacji sporzadzono przy zastosowaniu statystyk opisowych. Dane
ilosciowe przedstawiono jako $rednie arytmetyczne i odchylenie standardowe (SD), minimum
i maksimum. Dla danych jakosciowych wyliczono liczebno$¢ i procenty dla poszczegdlnych
kategorii.

Do oceny normalno$ci rozktadu zmiennych ilosciowych zostat uzyty test Shapiro-
Wilka, a do weryfikacji jednorodnos$ci wariancji uzyto test Levene’a.

Do poréwnywania dwoéch grup (np. dla okreslenia réznic migdzy kobietami i
me¢zczyznami, grupg MS a C) zastosowano test t-Studenta lub w przypadku niespetnienia
zatozen (normalno$¢, jednorodno$¢ wariancji) jego odpowiednik nieparametryczny test
Manna-Whitneya.

Dla oceny powigzan pomiedzy zebranymi zmiennymi wykorzystano wspotczynnik
korelacji rang Spearmana (poniewaz zmienne nie mialy rozktadu normalnego). Do
wyszukania czynnikOw wplywajacych na interesujaca zmienng zalezng (np. wptyw poziomu
glukozy, czy FFA na wydzielanie inkretyn) zastosowano analiz¢ regresji wielorakiej.
Interesujace powigzania przedstawiono na wykresach rozrzutu.

Istotno$¢ powigzan migdzy zmiennymi jako$ciowymi analizowano testem chi —
kwadrat Pearsona.

We wszystkich analizach jako istotne przyjeto efekty, dla ktorych poziom
prawdopodobienstwa p byt mniejszy od przyjetego poziomu istotnosci a=0,05 (p<0,05).
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6 Wyniki
6.1 Charakterystyka badanych grup

6.1.1 Grupa badana (MS) vs grupa kontrolna (C)

6.1.1.1 Porownanie parametrow kwalifikacyjnych i biochemicznych

Podstawowe wyniki pomiarow charakteryzujacych obie badane grupy, kontrole (C) i
pacjentow z zespolem metabolicznym (grupa badana, MS), zestawiono w tabeli ponizej
[Tabela 9]. Liczniejszg grupe MS stanowig osoby starsze o ok. 10 lat (p=0,004).

Natomiast poréwnanie badanych parametrow kwalifikacyjnych na podstawie definicji
zespotu metabolicznego IDF z 2005 roku (5) $wiadczy o trafnym doborze pacjentow [Tabela
9]. Pacjenci MS charakteryzowali si¢ w stosunku do grupy C istotnie statystycznie wyzszymi
parametrami otytosci: BMI (33,17 = 5,11 vs 24,27 + 2,8; p<0,001), WHR (0,95 £ 0,06 vs
0,87 + 0,06; p<0,001), ilosciowa i procentowa zawartoscia tkanki tluszczowej (33,73 =+
9,18 vs 19,2 £5,39; 35,47 £ 6,95 vs 25,99 + 6,77; p<0,001). W wykonanych w punkcie 0’ (na
czczo) obu testow (DTTG oraz DTTL) oznaczeniach, stwierdzono istotnie statystycznie
wyzsze wartosci markerow gospodarki weglowodanowej i lipidowej w grupie MS: glukoza
(5,6 = 0,64 vs 4,96 = 0,35; p<0,001), insulina (19,57 + 10,02 vs 9,84 + 3,26; p<0,001),
wskaznik insulinoopornosci HOMA (4,84 + 2,53 vs 2,19 + 0,83; p<0,001), poziom
wolnych kwasow thuszczowych (0,64 + 0,21 vs 0,42 + 0,14; p<0,001), cholesterolu
calkowitego (5,32 + 0,96 vs 4,82 + 0,76; p<0,05), triglicerydéw (1,89 = 0,79 vs 1,19 £ 0,47,
p<0,001). Znaczna wigkszo$¢ os6b w grupie MS miata nadci$nienie tetnicze (80% vs 5,55%;
p<0,001). Ochotnicy z grupy kontrolnej charakteryzowali si¢ ponadto znacznie wyzszymi
wartosciami adiponektyny (7,85 + 2,19 vs 4,25 + 1,48; p<0,001) i nieznamiennie (ze

wzgledu na duzy rozrzut wynikdéw) nizszymi wartosciami poziomu leptyny.
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Tabela 9. Charakterystyka grupy oséb z zespolem metabolicznym (n=50) oraz grupy

kontrolnej (n=18).

Dane przedstawiono jako Srednie arytmetyczne + odchylenie standardowe (SD) lub jako
liczbe osob (n) oraz odsetek (%). Statystycznie istotne roznice: zespol metaboliczny vs
kontrola wartosci p<0,05 (*); p<0,01 (**); p<0,001(***).

Charakterystyka grup Zespdl %;tg)b oliczny Kontrola (C)
Parametry antropometryczne
Ple¢ (K/M) 22/28 11/7
Wiek (lata) 53,39+ 11,86 43,5 +11,53**
Wzrost (cm) 167,39 +£25,52 173,72 £ 8,8

Masa ciata (kg) 96,87 +17,69 73,29 £10,60***
BMI (kg/m?) 33,17 +£5,11 24,27 + 2 8%**
Obwod pasa (cm) 108,76 £ 11,51 88,39 £ 7,25***
Obwdd bioder (cm) 114,65 +9,53 101,94 +£5,45***
WHR 0,95+0,06 0,87 £0,06***
Zawartos$¢ tkanki thuszczowej
(%) 35,47 + 6,95 25,99 £ 6,77***
(kg) 33,73+9,18 19,2 £ 5,39***
. . 0,
N,ad01‘s’n1.en1.e 80% (40/50) 5,55% (1/18)
ér. ci$nienie skurczowe (mmHg) 115,09 +
. 141,0 £16,62 .
§r. ci$nienie rozkurczowe 87.07 + 9.36 9,31
(mmHg) ’ ’ 74,07 + 8,05***

Parametry gospodarki weglowodanowe;j

Glukoza na czczo (mmol/l) 56+0,64 4,96 + 0,35***
Insulina na czczo (uIU/ml) 19,57 +£10,02 9,84 + 3,26***
HOMA 4,84 +2,53 2,19 +0,83***
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AUC-Glu DTTG 1129,79 +£176,48 825,20 = 147,27***

AUC-Ins DTTG 17023,56 + 9578,31 7481,17 £ 4662,47***

AUC-GIP DTTG 26572,4 + 8641,56 25518,18 +9408,8

AUC-GLP-1 DTTG 10852,49 + 3228,9 11516,23 + 3649,9
Parametry gospodarki lipidowej

FFA na czczo (mmol/l) 0,64 +£0,21 0,42 £ 0,14***

Cholesterol catkowity (mmol/l) 5,32+0,96 4,82 +£0,76*

HDL (mmol/l) 1,1+0,27 1,22 +0,27

LDL (mmol/l) 3,36+ 0,88 3,06 + 0,77

TG (mmol/l) 1,89+0,79 1,19+ 0,47*%**

AUC-FFA DTTL 323,94 +109,98 249,25 +103,05*

AUC-TG DTTL 1292,03 + 521,02 682,91 + 325,03***

AUC-GIP DTTL 100139,03 +42323,64 111473,40 +42216,59

AUC-GLP-1 DTTL 1889,46 + 522,30 2026,50 + 453,95

Adipokiny

Leptyna (ng/ml) 18,98 + 12,83 10,65+ 6,24

Adiponektyna (g/ml) 4,25+1,48 7,85 £2,19***

Visfatyna (ng/mi) 1,16 £0,82 1,28+1,19
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6.1.1.2 Porownanie przebiegu wartosci biochemicznych podczas DDTG i
DTTL

W grupie z MS w trakcie DTTG odnotowano istotnie wyzszy niz w grupie C
calkowity poziom stezenia glukozy i insuliny wyrazony polem pod krzywa (AUC) dla
danego parametru (p<0,001). Natomiast w grupie MS w DTTL obserwowano istotnie
wyzsze wartosci AUC-FFA (p<0,05) oraz AUC-TG (p<0,001) [Tabela 9].

Glukoza na czczo jak rowniez glikemia w trakcie DTTG i DTTL byta istotnie
statystycznie wyzsza u pacjentow z MS (p<0,001; p<0,005). Bardzo wazng obserwacja
swiadczaca o dobrym doborze testu bylo stwierdzenie, ze DTTL nie wptynal znaczgco na
poziom glukozy w trakcie testu [Wykres 1a]. Stezenie insuliny na czczo byto okoto dwa razy
wyzszy u pacjentow z MS (p<0,001). Wyrzut insuliny (AUC) w czasie obu testow (DTTG i
DDTL) byt ponad 2 razy wyzszy u pacjentow z MS. W DTTL st¢zenie insuliny byto nizsze
od ilosci insuliny uwolnionej w trakcie DTTG, ale w poréwnaniu z grupa kontrolna wcigz
wyzszy u pacjentow z MS [Wykres 1b].

W grupie MS stwierdzono réwniez istotnie statystycznie wyzsze wartosci TG w trakcie
catego testu — DTTG i DTTL (p<0,005; p<0,001) [Wykres 1c].

Stezenie FFA w obu testach bylo rowniez wyzsze u os6b w grupie MS, jednak tylko
warto$ci na czczo i w 30, 60, 90 i 120 minucie w DTTG oraz na czczo, w 2 i 4 godzinie
DTTL roznity sie statystycznie istotnie. Warto$ci FFA we krwi w trakcie DTTG obnizaty sie,
gdy w czasie DTTL wzrastalty w badanym okresie w obu grupach [Wykres 1d].
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Wykres 1.

a) Przebieg krzywej glikemii podczas testow w zaleznosci od grupy — MS vs C.

DTTG - Glukoza

p<0,001

10,50 *

8,50

6,50
=
g 4,50
£

2,50

0,50

-1,50

0' 30' 60' 90' 120" 180"
«m=Glk (MS)| 5,52 8,49 9,53 8,01 6,72 4,32
e Glk (C) 4,88 7,19 6,33 5,47 4,41 3,53
DTTL - Glukoza
10,00 p<0,005
8,00
*

= 6,00 * = * -
3
£
£ 4,00

2,00

0,00

oh 2h 4h 6h 8h

«=B=Glk (MS)| 569 5,94 5,72 5,34 5,11
a=g=Glk (C) 5,07 4,86 5,04 4,76 4,67




b) Przebieg krzywej insulinemii podczas testow w zalezno$ci od grupy — MS vs C.

DTTG - Insulina

- p<0,001

180
160
140
120
100
80
60
40
20

ulu/ml

o' 30' 60' 90 120 180

e@i=|ns (MS)| 19,35 102,80 | 165,69 | 164,66 | 119,02 23,80
@ |ns (C) 10,18 67,91 75,28 60,61 36,34 8,28

DTTL - Insulina
200 p<0,001

180
160
140
120
100
80
60
40
20

ulu/ml

e=li=|ns (MS) 20,42 70,58 25,05 15,23 13,23
e=g==|ns (C) 9,12 28,36 11,99 8,06 7,08




c) Przebieg krzywej poziomu TG podczas testow w zaleznosci od grupy — MS vs C.

DTTG - Triglicerydy

150 p<0,005
3,00
2,50
% 2,00 * * * * * *
E 1,50 B 0 0 2 o ]
1,00 G e— —— — ).
0,50
0,00
0' 30' 60' 90' 120’ 180'
«=B=TG (MS)| 1,73 1,71 1,71 1,73 1,72 1,68
=t TG (C) 1,14 1,10 1,10 1,06 1,03 1,04
DTTL - Triglicerydy
< 1
3,50 p<0.00
3,00 *
2,50
*
= 2,00 =
(<]
E 1,50
1,00
0,50
0,00
oh 2h 4h 6h 8h
=W=TG(MS)| 2,08 2,97 3,29 2,68 1,88
@f=nTG (C) 1,05 1,72 1,72 1,35 1,06




d) Przebieg krzywej stezen FFA podczas testow w zaleznosci od grupy — MS vs C.

DTTG - FFA
1,00 p<0,001
0,90
0,80
0,70
0,60
0,50
0,40
0,30
0,20
0,10
0,00

mmol/I

o' 30'

60'

90'

120

180

ali=FFA (MS)

0,60

0,32

0,19

0,15

0,26

a=t==FFA (C)

0,24

0,10

0,06

0,05

0,24

1,00
0,90
0,80
0,70
0,60
0,50
0,40
0,30
0,20
0,10
0,00

mmol/I

DTTL - FFA

p<0,05

Oh

2h

4h

6h

8h

eli=FFA (MS)

0,61

0,45

0,69

0,82

0,88

e=p==FFA (C)

0,45

0,33

0,46

0,70

0,84
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e) Przebieg krzywej stezen GLP-1 podczas testow w zaleznos$ci od grupy — MS vs C.

pmol/l

8,00

DTTG - GLP-1

7,00

6,00

5,00

4,00

3,00 —{

2,00

1,00

0,00

30'

60'

90'

120'

180'

e=li=GLP-1(MS)| 3,08

5,76

5,58

4,27

3,86

3,41

e=g==GLP-1(C) 3,73

5,85

5,29

4,69

4,48

3,86

pmol/I

8,00
7,00
6,00
5,00
4,00
3,00
2,00
1,00
0,00

DTTL - GLP-1

Oh

2h

4h

6h

8h

eli=GLP-1(MS) 3,66

5,77

4,46

4,36

4,01

w=GLP-1(C) | 3,96

5,82

4,89

4,11

3,85

74



f) Przebieg krzywej stezen GIP podczas testow w zaleznosci od grupy — MS vs C.

DTTG - GIP

500
450
400
350
300
250
200
150
100
50
0

pg/ml

0' 30' 60' 90' 120' 180'
«@=GIP(MS)| 41,04 | 228,33 | 196,47 | 212,87 | 192,94 | 80,42
@GP (C) 33,37 | 204,59 | 205,32 | 208,53 | 192,69 | 71,68

DTTL - GIP

500
450
400
350
300
250
200
150
100
50
0

pg/ml

Oh 2h 4h 6h 8h
«=@=GIP (MS)| 43,52 384,94 243,32 152,84 74,60
@===GIP (C) 41,00 455,78 274,04 163,28 75,18

Stezenia GLP-1 i GIP na czczo nie roznit si¢ istotnie statystycznie w grupach MS vs
C. W obu testach poziom uwolnionego GLP-1 byt w wigkszosci punktow pomiarowych
nizszy u pacjentow z MS (bez istotnosci statystycznej p=0,105-0,458 w DTTG oraz p=0,544-
0,964 w DTTL dla poszczegélnych punktow czasowych testow) [Wykres 1e]. W trakcie
DTTL wartosci GIP byly okoto 2 razy wyzsze w porownaniu z DTTG. W DTTL stgzenie
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uwolnionego GIP bylo nieznacznie nizsze u pacjentow z MS, cho¢ rdéznica ta nie osiggneta
istotnosci statystycznej (wartos$¢ p dla poszczegdlnych punktow testu zawierala si¢ w zakresie
0,281-0,774) [Wykres 11].

Nie stwierdzono istotnych statystycznie réznic w zakresie AUC dla inkretyn - GIP i
GLP-1 w obu testach dla grup MS i C.

Natomiast zwraca uwage znamienna roznica w zaleznym od testu: obcigzenie
positkiem weglowodanowym (DTTG) w poréwnaniu z bogatym w lipidy (DTTL),
wydzielaniu inkretyn w tych samych grupach [patrz Tabela 10]. Ze wzgledu na rozng
dlugos¢ testow przeliczono AUC na rowng jednostke czasu - 1 godzing. Zwraca uwage
znamiennie wyzsze AUC-GIP po przyjeciu positku bogatolipidowego w poréwnaniu z
positkiem weglowodanowym u tych samych osob. Statystycznie wyzsze AUC-GLP-1
obserwowano w DTTG w poréwnaniu do DTTL u tych oséb — oddzielnie w grupach C i MS
[Tabela 10].

Tabela 10. Srednie wydzielanie inkretyn na godzine, w czasie trwania testéw (DTTG -
3h, DTTL — 8h) w obrebie grup MS i oddzielnie C. Dane przedstawiono jako S$rednie
arytmetyczne + odchylenie standardowe (SD). Statystycznie istotne roznice: DTTG vs
DTTL wartos$ci p<0,05 (*); p<0,01 (**); p<0,001(***).

DTTG DTTL

26572,4 £ 8641,56 /3 = 100139,03 +£42323,64 /8 =
AUC-GIP / 1 godz. MS

8857,47 +2880,52 12517,38 £ 5290,45***

25518,18 +9408,8 / 3 = 111473,40 £42216,59 /8 =
AUC-GIP /1 godz. C

8506,06 + 3136,27 13934,18 £5277,07***

10852,49 +3228,9/3 = 1889,46 +522,30/8 =
AUC-GLP1/1godz. MS

3617,50 + 1076,30 236,18 + 65,29***

11516,23 +3649,9 /3 = 2026,50 +453,95/8 =
AUC-GLP1/1godz. C

3838,74 +1216,63 253,31 + 56,74***

6.1.2 Porownanie grup 7 uwzglednieniem plci (mezczyini (M) vs
kobiety (K))

Przy podziale badanych ochotnikéw na grupy kobiet i mgzczyzn stwierdzono, ze obie

plcie stanowity jednorodng pod wzgledem wieku grupe. Nie stwierdzono istotnych réznic w
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zakresie wskaznika BMI, jednakze me¢zczyzni charakteryzowali si¢ istotnie wyzszym
wskaznikiem WHR (0,89 + 0,07 vs 0,96 + 0,06; p<0,001), za$ kobiety posiadaly wyzsza
procentowa zawarto$¢ tkanki thuszczowej (36,34 = 7,80 vs 29,23 + 6,77; p<0,001). W tym
przypadku istotnie wyzsze wartosci leptyny byly odnotowywane w grupie kobiet (25,05 +
12,45 vs 10,98 + 7,68; p=0,000). Poréwnanie grup kobiet i mezczyzn w zakresie parametroOw
antropometrycznych przedstawia Tabela 11. Wartosci ciSnienia skurczowego i
rozkurczowego roznilty si¢ istotnie migdzy grupami K i M (128,65 + 16,53 vs 139,03 +
19,71, p<0,05; 87,31 £ 11,11 vs 79,48 £+ 8,56, p<0,01).

Tabela 11. Poréwnanie parametréw antropometrycznych i ci$nienia tetniczego kobiet i
mezczyzn w calej grupie badanej. Dane przedstawiono jako Srednie arytmetyczne +
odchylenie standardowe (SD). Wartosci p<0,05 (*); p<0,01 (**); p<0,001(***).

Cala grupa badana
Parametry
Kobiety(n=33) Mezczyzini (n=35)
Parametry antropometryczne

Wiek (lata) 49,70 + 13,16 51,83 +11,93
Wzrost (cm) 160,30 + 29,77 177,06 + 5,89***
Masa ciata (kg) 82,84 +£16,23 97,56 £19,116**
BMI (kg/m?) 30,44 £6,23 31,14 +£5,98
Obwdd pasa (cm) 99,32 +£13,49 106,06 + 13,84
Obwaod bioder (cm) 111,47 +11,63 110,35+ 8,99
WHR 0,89 £0,07 0,96 + 0,06***
Zawartos$¢ tkanki thuszczowej

(%) 36,34 £7,80 29,23 £6,77***

(kg) 30,55+ 11,22 28,68 +9,95
Nadcisnienie 16/33 (48,5%) 25/35 (71,4%)
RR skurcz.(mmHg) 128,65 + 16,53 139,03 +19,71*
RR.rozkurcz.(mmHg) 79,48 + 8,56 87,31 +£11,11**
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Kobiety charakteryzowaty si¢ nizszymi wartosciami glukozy w punkcie 0’ (5,24 +
0,51 vs 5,61 £ 0,70; p<0,05), cholesterolu LDL (3,04 £ 0,73 vs 3,50 £ 0,92; p<0,05),
wyzszymi HDL (1,22 + 0,3 vs 1,05 + 0,22; p<0,01) oraz leptyny (25,05 = 12,45 vs 10,98 +

7,68; p=0,000) [Wykres 2]. Charakterystyka grup K i M w =zakresie parametrow

biochemicznych przedstawia Tabela 12.

Tabela 12. Poréwnanie parametréw biochemicznych w grupie kobiet i me¢zczyzn calej
grupy badanych. Dane przedstawiono jako Srednie arytmetyczne + odchylenie
standardowe (SD). Wartosci p<0,05 (*); p<0,01 (**); p<0,001(***).

Parametry

Cata grupa badanych

Kobiety (n=33)

Mezczyini (n=35)

Parametry gospodarki weglowodanowe;j

Glukoza-0’ (mmol/l) 5,24 + 0,51 5,61+0,70*

Insulina-0* (uIU/ml) 15,45+ 8,11 18,41 + 10,99

HOMA 3,61+1,90 4,63+291

AUC-GIluDTTG 1009,07 + 213,65 1078,61 + 217,49

AUC-Ins DTTG 1274477 + 8599,53 15872,96 = 10146,94

AUC-GIP DTTG 27683,93 +10671,76 24935,55 + 6363,00

AUC-GLP-1 DTTG 752,40 + 275,75 794,42 + 334,41
Parametry gospodarki lipidowej

FFA-0’ (mmol/l) 0,63 +0,21 0,54 + 0,22

Tch (mmol/l) 5,00+0,86 5,35+0,97

HDL (mmol/l) 1,22+0,3 1,05 £ 0,22%*

LDL (mmol/l) 3,04 + 0,73 3,50 +0,92*

TG (mmol/l) 1,62 +£0,77 1,78 £0,79
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AUC-FFADTTL 320,55 + 104,73 288,85 + 119,03
AUC-TGDTTL 1046,00 + 497,33 1222,14 + 587,17
AUC-GIP DTTL 108879,14 + 44835,47 07693,44 + 39530,24
AUC-GLP-1 DTTL 1974,60 + 618,46 1920,08 + 274,00
Adipokiny
Leptyna (ng/ml) 25,05 +£ 12,45 10,98 + 7,68***
Adiponektyna(pg/ml) 532+2.21 4,47 +£1,96
Visfatyna (ng/ml) 1,18 £ 0,97 1,18 +0,83

Wykres 2. Stezenie leptyny w zaleznoSci od plci.

32

Woykres ramka-wasy: leptyna
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W grupie M obserwowano tendencj¢ do wyzszych wartosci glukozy, insuliny i TG w
czasie obu testow, jednak bez osiggnigcia istotnos$ci statystycznej. Jedynie wartosci glukozy
na czczo (5,17+0,53 vs 5,5+0,69; p<0,05) i w 60 minucie (7,99+2,28 vs 9,2542,37; p<0,05)
DTTG roznity si¢ statystycznie istotnie migdzy grupami K i M [ Wykres 3].

Wykres 3. Przebieg krzywej glikemii w trakcie DTTG w zaleznosci od plci.

DTTG - Glukoza

<0,05
10,00 % P

8,00
= 6,00 *
=]
£
£ 4,00

2,00

0,00

0' 30' 60" 90' 120' 180'

=l=Glk (K_catoé¢) | 5,17 8,01 7,99 7,06 5,96 4,17
egunGlk (M_cato$€)| 5,50 8,25 9,25 7,53 6,18 4,05

Nie stwierdzono istotnych roznic w ste¢zeniu FFA w zalezno$ci od ptci w catym DTTG
oraz w DTTL do 6 godziny trwania testu. W ostatnim punkcie testu tolerancji lipidow
stwierdzono istotnie wyzszy stezenie FFA u kobiet (0,98+0,36 vs 0,74+0,27; p<0,005)
[Wykres 4].

Wykres 4. Przebieg krzywej stezen FFA w DTTL w zaleznosci od plci.

DTTL - FFA
1,20 p<0,005
*
1,00
0,80
s
o
£ 0,60
€
0,40
0,20
0,00
Oh 2h 4h 6h 8h
efi==FFA (K_catosc) 0,61 0,40 0,63 0,86 0,98
adumFFA (M_catoéé)| 0,54 0,44 0,64 0,72 0,74
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W obu testach nie stwierdzono istotnych réznic w wartosciach inkrety w zaleznosci od
plci. W DTTG maksymalne st¢zenie GLP-1 obserwowano w 30 minucie u K, natomiast u M
w 60 minucie. Przebieg krzywych GLP-1 i GIP w obu testach przedstawia Wykres5 a i b.

Wykres 5.
a) Przebieg krzywej wyrzutu GLP-1 podczas testow w zaleznosci od grupy — K vs M.

DTTG - GLP-1

7,00

6,00

5,00

4,00

pmol/I

3,00

2,00

1,00

0,00

0' 30' 60' 90' 120' | 180'
==GLP-1(K_cato$¢) | 345 | 6,10 | 501 | 4,47 | 3,95 | 3,48
edsGLP-1(M_cato$¢)| 3,27 | 543 | 600 | 444 | 437 | 3,77

DTTL - GLP-1

8,00
7,00
6,00
5,00
4,00
3,00
2,00
1,00
0,00

pmol/I

Oh 2h 4h 6h 8h
e=@=GLP-1(K_cato$¢) | 3,53 5,91 4,80 4,12 4,01
@gunGLP-1(M_cato$é)| 4,12 5,63 4,49 4,42

3,86

81



b) Przebieg krzywej wyrzutu GIP podczas testow w zaleznos$ci od grupy — K vs M.

DTTG -GIP

500
450
400
350
300
250
200
150
100

50

pg/ml

o' 30' 60' 90' 120' 180’
«l=GIP (K_catoé¢) | 36,24 | 231,87 | 205,08 | 222,41 | 208,69 | 90,57
eGP (M_catos¢) | 41,72 | 212,29 | 192,71 | 201,32 | 177,55 | 66,26

DTTL - GIP

450
400
350
300
250
200
150
100

50

pg/ml

Oh 2h 4h 6h 8h
e=li=GIP (K_catos¢) 41,37 419,88 268,38 168,90 78,42
e=4==G|P (M_catos$¢)| 44,37 388,73 235,36 142,83 71,17




6.1.3 Porownanie wynikéow w obu grupach badanych—-MSi Cz
uwzglednieniem podziatu na pleé

Roéznice w parametrach antropometrycznych i biochemicznych migdzy K i M w
grupie MS, migdzy K 1 M w C oraz réznice migdzy przedstawicielami tej samej pici, ale
nalezacymi do réznych grup badanych — MS i C przedstawiono w Tabela 13 i 14 (Kvs M w
MS => kolumna A vs kolumna B; K vs M w C => kolumna C vs kolumna D; Kw MS vs Kw

C => kolumna A vs kolumna C; M w Ms vs M w C => kolumna B vs kolumna D).

Wryniki pacjentéow z MS w grupach K vs M

W grupie MS mezczyzni charakteryzowali si¢ istotnie wyzszym wskaznikiem WHR
(0,91 £ 0,06 vs 0,98 + 0,05; p<0,001), natomiast kobiety wyzsza ilo§ciowa (36,85 + 8,94 vs
31,27 £8,77; p<0,05) i procentowg zawartos$cig tkanki ttuszczowej (40,7 +=5,72 vs 31,34 £+
4,7, p<0,001). Istotng cecha rdéznicujaca K i M w grupie MS byly wartosci ci$nienia
rozkurczowego (83,25 + 6,92 vs 89,83 + 10,01; p<0,05), masy ciala (90,66 + 14,11 vs
101,37+18,86; p<0,05) i wzrostu (156,36 + 35,82 vs 175,76+5,69; p<0,001) [Tabela 13].

U me¢zczyzn w grupie MS stwierdzono na czczo istotne statystycznie wyzsze warto$ci
glukozy (5,37 £ 0,51 vs 5,77 + 0,68; p<0,05) i nizsze HDL (1,19 + 0,3 vs 1,03 + 0,23;
p<0,05). Kobiety za$ charakteryzowaly si¢ istotnie wyzszymi wartosciami leptyny (29,49 +
11,48 vs 11,67 £ 7,62; p<0,001) [Tabela 14].

Nie obserwowano istotnych statystycznie rdznic w przebiegu krzywych glukozy,
insuliny, FFA, TG, czy inkretyn w DTTG i DTTL migdzy K i M w grupie MS. Grupy te
roéznity si¢ jedynie stezeniem FFA w 8 godzinie DTTL (1,06 = 1,35 vs 0,73 + 0,28;
p<0,001).
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Tabela 13. Porownanie parametré6w antropometrycznych i ciSnienia tetniczego w grupie
kobiet i mezczyzn obu grup badanych — MS i C. Dane przedstawiono jako Srednie
arytmetyczne = odchylenie standardowe (SD). Wartosci p<0,05 (*); p<0,01 (**);
p<0,001(***) — dla réznic miedzy plciami.

Zespol Metaboliczny (MS)

Kontrola (C)

Paramelry I\ obiety (n=22)| Mezezpzni (n=28) |  Kobiety (n=11) Mezczyini (n=7)
A B C D
Parametry antropometryczne
Wiek (lata)  |53,23 +12,68 |53,52 + 11,43 42,64 +11,58*vsA (44,86 + 12,24
:I: **
Wzrost (cm) 156,36 + 35,82 |175,76+5,69***vs A [168,18 + 6,27***vs A 182,43 £3,05 **\\//SS%
*
Masa ciala (kg)[90,66 + 14,11 [101,37+18,86*vs A [67,92 + 6,67 81,74+104 ! %
BMI (kg/m?) 33,78 +4,81 |[32,72+5,36 24,04 £2,37%*vs A | 24,61 % 3,56%**vs B
Obw.pasa (cm) (106,87 +10,23 (110,25 + 12,44 86,27 £ 6,63***vs A | 91,71 +7,39***vs B
Obw.bioder —— *
e 117,16 £ 10,74 [112,67 = 8,13 101,64 + 4,08*** vs A| 102,43 + 7,48*vs B
WHR 0,01£0,06 [0,98+0,05***vs A [0,85+0,07*vsA  |0,90 +0,04**vs B
Tk.tluszcz. 208+ 7,6*vsC
(%) 407 £5,72  |31,34+4,7%* s A |28,82 +4,4%**vs A *xkys B
(kg) 36,85+8,94 [3127+8,77*vs A [19,68 +4,04***ys A 18,31 +7,67**vs B
Nadcisnienie  |72,72%(16/22) |85,7% (24/28) 0% (0/11) 14,28% (1/7)
RRsk. 137,7£12,23 (143,39 = 19,04 111,36 £ 6,9***vs A 120,95 + 10,04*vs C
(mmHg) **vs B
RR.rozk. 83,25+6,92 (89,83 +10,01%vs A [72,27 £ 6,64***vs A 76,9 +9,74**vs B
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Wyniki ochotnikow grupy kontrolnej (C) - Kvs M

W grupie C kobiety cechowaly si¢ istotnie wyzsza procentowa zawartoscig tkanki
thuszczowej (28,82 + 4,4 vs 20,8 + 7,6; p<0,05). U M odnotowano istotnie wyzsze wartosci
cisnienia skurczowego (111,36 £ 6,9 vs 120,95 £+ 10,04; p<0,05), masy ciala (67,92 + 6,67
vs 81,74 +10.,4; p<0,05) i wzrostu (168,18 6,27 vs 182,43 + 3,05; p<0,01) [Tabela 13].

U kobiet w grupie C stwierdzono istotne statystycznie wyzsze wartosci leptyny
(13,18+4,85 vs 3,05 + 0,92; p<0,05) i FFA na czczo (0,48 +0,13 vs 0,34 + 0,12; p<0,05) oraz
nizsze wartosci cholesterolu caltkowitego (4,5 £0,47 vs 5,32 + 0,89; p<0,05) i LDL (2,69 +
0,47 vs 3,65 £0,81; p<0,01) w poréwnaniu do M z tej samej grupy [Tabela 14].

Nie obserwowano istotnych statystycznie réznic w przebiegu krzywych glukozy,
insuliny, FFA, TG, czy inkretyn w DTTG i DTTL migdzy K i M w grupie C. Grupy te rdéznity
si¢ jedynie poziomem insuliny w 120 minucie DTTG (46,46 + 36,80 vs 20,44 + 12,71,
p<0,05).

Tabela 14. Poréwnanie parametrow biochemicznych w grupie kobiet i mezczyzn obu
grup badanych — MS i C. Dane przedstawiono jako Srednie arytmetyczne + odchylenie
standardowe (SD). Wartos$ci p<0,05 (*); p<0,01 (**); p<0,001(***) — dla réznic miedzy
plciami.

Zespot metaboliczny (MS) Kontrola (C)
Parametr i
g KOP ey Meiczyini (n=28)| Kobiety (n=11) | Meziczyini (n=7)
(n=22) B c o
A

Parametry gospodarki weglowodanowe;j

Glukoza-0’(mmol/l) | 5,37 +0,51 |5,77+£0,68*vs A | 4,97 £0,4*vs A |4,94+0,26***vs B

Insulina-0’(uIU/ml) | 18,13+8,5 |20,74 +11,12 ;Z"l’gi\ls A |96 £325%%5vsB
HOMA 4294191 [53+29 2.2740,96***VsA |2,06 +0,64***vs B
AUC-GIu DTTG 132%;4 £ |1152,42+£176,74 f‘;gj;g*ﬁ*vs A ;g%gi*ﬁvs 5
wemorre | e e e
AUC-GIP DTTG igggg:g? * 2‘113??0';5 * iggg%f? * 24869,73 = 7785,18
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670,98 +

AUC-GLP1 DTTG 142.12 696,45 + 297,15 | 850,11 +378,11 |872,79 +374,39
Parametry gospodarki lipidowej
FFA-0’ (mmol/l) 0,7+0,2 0,59 + 0,21 0,48 £0,13**vs A 0,34 & 0,123(/33 %
Tch (mmol/l) 526+0,91 (5,36 +1,01 4,5 +0,47**vs A |5,32 +0,89*vsC
HDL (mmol/l) 1,19+0,3  [1,03+£0,23*vs A | 1,29+0,30 1,11+0,17
LDL (mmol/l) 3,23+0,77 (3,46 £0,96 2,69 +£047*vs A |3,65+0,81**vs C
TG (mmol/l) 1,87 +£0,76 1,91 +0,83 1,13 +£0,54**vs A (1,28 +£0,33*vs B
AUC-FFADTTL igigg * 311,36 £+ 114,54 | 282,87 + 98,87 187,6 + 86,09*vs B
AUC-TG DTTL 4112513,19’51;4 * |1359,88 + 561,42 g;jjgg*ivs A ?gg:i;‘;*vs 5
woap o | B Pemas |l e
AUC-GLP-1 DTTL 614912,81550 - 1833,90 + 355,82 | 2046,75 + 671,55 |2006,25 + 169,61
Adipokiny
Leptyna (ng/ml) 20,49 + 11,48 %’légz;'ivs A | 131824857 5vsA 3,05+ 0’921‘\’2 %
Adiponektyna(pg/ml) | 4,4 +1,49 4,15+1,51 7,76+2,02***vsA (8,14 £3,61**vs B
Visfatyna (ng/ml) 1,31+1,09 1,06 0,6 0,87 £ 0,53 2,52 +2,09

Porownanie wynikéw kobiet (K) w grupie pacjentéow z MS vs kobiety z grupy kontrolnej

©

Kobiety w grupie MS wzgledem kobiet grupy C byly starsze (53,23 + 12,68 vs 42,64
+ 11,58; p<0,05), nizsze (156,36 + 35,82 vs 168,18 + 6,27; p<0,001), charakteryzowaty si¢
wyzszym wskaznikiem BMI (33,78 + 4,81 vs 24,04 + 2,37; p<0,001), obwodem pasa
(106,87 = 10,23 vs 86,27 + 6,63; p<0,001) i bioder (117,16 + 10,74 vs 101,64 + 4,08;
p<0,001), wyzszym WHR (0,91 + 0,06 vs 0,85 £+ 0,07; p<0,05), ilo§ciowa (36,85 + 8,94 vs
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19,68 + 4,04; p<0,001) i procentowg zawartoscia tkanki thuszczowej (40,7 + 5,72 vs 28,82
+ 4,4; p<0,001) oraz wartosciami skurczowego (137,7 + 12,23 vs 111,36 £+ 6,9; p<0,001) i
rozkurczowego ci$nienia tetniczego (83,25 + 6,92 vs 72,27 + 6,64; p<0,001) [Tabela 13].

Kobiety w grupie MS charakteryzowaly si¢ statystycznie istotnie wyzszymi
parametrami gospodarki weglowodanowej w poréwnaniu z K z grupy C: glukoza na czczo
(5,37 £0,51 vs 4,97 + 0,4; p<0,05), insulina (18,13 £ 8,5 vs 10,09 £ 3,41; p<0,001), HOMA
(4,29 = 1,91 vs 2,27+0,96; p<0,001), AUC-GIk (1099,24 + 175,92 vs 845,13 + 179,78,
p<0,001), AUC-Ins (15292,73 + 8977,12 vs 8112,14 + 5669,73; p<0,01) w DTTG.
Obserwowano u nich rowniez istotniec wyzsze wartosci FFA (0,7 £ 0,2 vs 0,48 +0,13;
p<0,01), Tch (5,26 0,91 vs 4,5 £0,47; p<0,01), LDL (3,23 = 0,77 vs 2,69 % 0,47; p<0,05),
TG (1,87 £0,76 vs 1,13 £0,54; p<0,01), AUC-TG w DTTL (1211,84 £ 468,91 vs 714,33 +
384,98; p<0,01), leptyny (29,49 + 11,48 vs 13,18+4,85; p<0,01) oraz nizsze wartosci
adiponektyny (4,4 = 1,49 vs 7,76+2,02; p<0,001) [Tabela 14].

Glukoza na czczo jak rowniez glikemia w trakcie DTTG i DTTL byta istotnie
statystycznie wyzsza u K z MS (p<0,05; p<0,005). DTTL nie wptynat znaczgco na stezenia
glukozy w trakcie testu [Blad! Nieprawidlowy odsylacz do zakladki: wskazuje na nig
sama. a]. Poziom insuliny na czczo byt okoto dwa razy wyzszy u K z MS (DTTG p<0,01,;
DTTL p<0,005). W DTTL poziom insuliny byt nizszy od poziomu insuliny uwolnionej w
trakcie DTTG, ale wcigz wyzszy u K z MS niz w grupie kontrolnej [Wykres 6b].

U K w grupie MS stwierdzono réwniez istotnie statystycznie wyzsze wartosci TG w
trakcie catego testu — DTTG i DTTL (p<0,01; p<0,005) [Wykres 6c¢].

Poziom FFA w obu testach byt rowniez wyzszy u K w grupie MS, jednak w DTTL tylko
warto$ci na €zczo i W 4 godzinie DTTL roznity si¢ statystycznie istotnie (p<0,05). Poziom
FFA we krwi w trakcie DTTG obnizat si¢, gdy w czasie DTTL wzrastal [Blad!
Nieprawidlowy odsylacz do zakladki: wskazuje na nig sama.d].

Poziom GLP-1 i GIP na czczo jak i w trakcie obu testow nie rdznit si¢ istotnie
statystycznie u K z grup MS vs C [Wykres 6 e i f]. W trakcie DTTL poziom GIP byt okoto 2
razy wyzszy w porownaniu z DTTG [Blad! Nieprawidlowy odsylacz do zakladki:

wskazuje na nig sama. f].
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Wykres 6

a) Przebieg krzywej glikemii podczas testow u kobiet — MS vs C.

DTTG - Glukoza

* p<
10,00 — _P 0,05
p<0,005
* %k
8,00
*%k
-— *x
% 6,00 —
€
€ 4,00
2,00
0,00
o' 30' 60' 90' 120' 180'
@Gk (K_MS) 5,31 8,38 8,88 7,77 6,63 4,64
e Glk (K_C) 4,92 7,33 6,38 5,77 4,74 3,31
DTTL - Glukoza
10,00 D<0,05
8,00
*
= 6,00 * z * -
°
5 l¢—l‘='=.
€ 4,00
2,00
0,00
Oh 2h 4h 6h 8h
=@=Glk (K_MS)| 5,40 5,73 5,60 5,34 5,02
adunGlk (K_C) 5,03 4,93 5,14 4,75 4,61
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b) Przebieg krzywej insulinemii podczas testow u kobiet — MS vs C.
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c) Przebieg krzywej stezen TG podczas testow u kobiet — MS vs C.

DTTG - Triglicerydy
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d) Przebieg krzywej stezen FFA podczas testow u kobiet — MS vs C.

DTTG - FFA
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e) Przebieg krzywej stezen GLP-1 podczas testow u kobiet — MS vs C.
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f) Przebieg krzywej stezen GIP podczas testow u kobiet — MS vs C.

DTTG - GIP
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Porownanie wynikow mezczyzn (M) w grupach MS vs C

Megzczyzni

stanowiacy grupe MS wzgledem mezczyzn grupy C byli

nizsi

(175,7645,69 vs 182,43 + 3,05; p<0,01), ciezsi (101,37+18,86 vs 81,74 + 10,4; p<0,05),
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charakteryzowali si¢ wyzszym wskaznikiem BMI (32,72 + 5,36 vs 24,61 + 3,56; p<0,001),
obwodem pasa (110,25 + 12,44 vs 91,71 + 7,39; p<0,001) i bioder (112,67 + 8,13 vs 102,43
+ 7,48; p<0,05), wyzszym WHR (0,98 + 0,05 vs 0,90 = 0,04; p<0,01), ilo$ciowg (31,27 +
8,77 vs 18,31 £ 7,67; p<0,01) i procentowa zawartoscia tkanki thuszczowej (31,34 £4,7 vs
20,8 + 7,6; p<0,001) oraz wyzszymi wartosciami skurczowego (143,39 + 19,04 vs 120,95 +
10,04; p<0,01) i rozkurczowego cisnienia tetniczego (89,83 = 10,01 vs 76,9 = 9,74; p<0,01)
[Tabela 13].

Megzczyzni w grupie MS odznaczali si¢ statystycznie istotnie wyzszymi parametrami
gospodarki weglowodanowej w poréwnaniu do M z grupy C — glukoza na czczo (5,77 + 0,68
vs 4,94 £ 0,26; p<0,001), insulina (20,74 + 11,12 vs 9,46 + 3,25; p<0,001), HOMA (5,3 +
2,9 vs 2,06 £ 0,64; p<0,001), AUC-GIk (1152,42 + 176,74 vs 793,89 + 75,56, p<0,001),
AUC-Ins (18305,67 + 9970,61 vs 6489,64 + 2477,81; p<0,001) w DTTG. Obserwowano u
nich rowniez istotnie wyzsze wartosci FFA (0,59 = 0,21 vs 0,34 + 0,12; p<0,01), AUC-FFA
w DTTL (311,36 = 114,54 vs 187,6 = 86,09; p<0,05), TG (1,91 + 0,83 vs 1,28 + 0,33;
p<0,05), AUC-TG wDTTL (1359,88 + 561,42 vs 625,3 + 188,4; p<0,001), leptyny (11,67 +
7,62 vs 3,05 + 0,92; p<0,05) oraz nizszymi wartosciami adiponektyny (4,15 £ 1,51 vs 8,14 +
3,61; p<0,01). Poza tym stwierdzono u M z MS istotnie statystycznie nizsze wartosci AUC
GIP w DTTL w poréownaniu do M z grupy C (90895,43 + 34061,99 vs 127151,50 +
51045,39; p<0 01) [Tabela 14].

Glukoza na czczo jak rowniez glikemia w trakcie DTTG i DTTL byfa istotnie
statystycznie wyzsza u M z MS (p<0,005). DTTL nie wptynat znaczaco na poziom glukozy w
trakcie testu [Wykres 7a]. Stezenie insuliny na czczo byto ponad dwa razy wyzsze u M z MS
(p<0,01). W DTTL stg¢zenie insuliny bylo nizsze od stezenia insuliny uwolnionej w trakcie
DTTG, ale wcigz wyzsze u M z MS niz w grupie kontrolnej [Wykres 7Db].

U M w grupie MS stwierdzono réwniez istotnie statystycznie wyzsze wartosci TG w
trakcie catego testu — DTTG i DTTL (p<0,05; p<0,001) [Wykres 7c].

Stezenie FFA w obu testach byt rowniez wyzszy u M w grupie MS, jednak tylko warto$ci
w 30, 60, 90 i 120 minucie w DTTG oraz w 2 i 4 godzinie DTTL rdznity si¢ statystycznie
istotnie (p<0,001; p<0,05). Stezenie FFA we krwi w trakcie DTTG obnizato si¢, gdy w czasie
DTTL wzrastato [Wykres 7d].

Wartosci GLP-1 i GIP na czczo jak i w trakcie obu testow nie roznily si¢ istotnie
statystycznie u M z grup MS vs C [Wykres 7 e i f]. W trakcie DTTL st¢zenia GIP byty okoto

2 razy wyzsze w poréwnaniu z DTTG. W DTTL wartosci uwolnionego GIP byly nieznacznie
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nizsze U M z MS, cho¢ rdéznica ta nie osiggneta istotnosci statystycznej (warto$¢ p dla

poszczegolnych punktow testu zawierala sie¢ w zakresie 0,113-0,929) [Wykres 71].

Wykres 7

a) Przebieg krzywej glikemii podczas testow u mezczyzn — MS vs C.
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b) Przebieg krzywej insulinemii podczas testow u m¢zczyzn — MS vs C.
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C) Przebieg krzywej poziomu TG podczas testow u mezczyzn — MS vs C.
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d) Przebieg krzywej stezen FFA podczas testow u mezczyzn — MS vs C.
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e) Przebieg krzywej stezen GLP-1 podczas testow u mezczyzn — MS vs C.
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f) Przebieg krzywej stezen GIP podczas testow u mezczyzn — MS vs C.
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6.2 Korelacje miedzy wybranymi parametrami

Dla otrzymanych wynikow obliczono wskaznik korelacji dla 0sob catej_grupy badanej

(C plus MS), osobno w grupach MS i C oraz u kobiet i mezczyzn nalezgcych do grup MS i C.

6.2.1 Charakterystyka grupy badanej — wskaznik BMI, a pozostale
markery zespolu metabolicznego

Wskaznik BMI, ktory jest uznanym przez wielu autorOw markerem zespotu

metabolicznego, zestawiono z innymi wskaznikami charakteryzujagcymi ten zespot, stosujac

uzyskane dane oznaczane w pracy. Obliczano wskaznik korelacji dla BMI oraz glikemii,

insulinemii, poziomu FFA i TG na czczo, wyrzutu glukozy, insuliny, FFA oraz TG w czasie

obu testow (DTTG, DTTL) oraz dla pozioméw leptyny, adiponektyny i

wisfatyny we

wszystkich w/w grupach. W Tabela 15 umieszczono wspdtczynniki korelacji, ktore osiggnety

istotnos¢ statystyczng.

Tabela 15. Znamienne wspoélczynniki korelacji dla wybranych parametréw charakteryzujacych zespot

metaboliczny

Wspolczynnik

Grupa Parametry korelacji korelacji Spearmana Wartos$¢ p
Glk na czczo 0,446 0,000
Ins na czczo 0,609 0,000
BMI& “EEA na czezo 0,411 0,000
AUC-GIk DTTG 0,544 0,000
AUC-Ins DTTG 0,518 0,000
AUC-FFADTTG 0,458 0,000
Cala grupa AUC-TGDTTG 0,319 0,010
AUC-GIk DTTL 0,423 0,000
AUC-Ins DTTL 0,550 0,000
AUC-FFADTTL 0,311 0,011
AUC-TG DTTL 0,323 0,009
leptyna 0,466 0,001
adiponektyna -0,393 0,007
Ins na czczo 0,362 0,010
4rupa MS BMI&  AuC-Ins DTTL 0,313 0,030
leptyna 0,423 0,008
wisfatyna 0,368 0,023
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Kzgrupy MS | BMI & leptyna 0,582 0,023
Ins na czczo 0,416 0,028

BMI&  AUC-Ins DTTG 0,427 0,026

M z grupy MS AUC-Ins DTTL 0,437 0,022
AUC-FFADTTL 0,422 0,028

leptyna 0,461 0,027

Glk na czczo 0,480 0,044

grupa C BMI & Insna czczo 0,471 0,048
AUC-FFADTTG 0,541 0,030

Ins na czczo 0,773 0,005

KzgrupyC  BMI& = G FFADTTG 0,770 0,009
M z grupy C BMI & GlIk na czczo 0,928 0,002

6.2.2 Wartosci badanych wskaznikow zespotu metabolicznego, a

uwalnianie GIP i GLP-1

6.2.2.1 Charakterystyka antropometryczna pacjentéw oraz ciSnienie
tetnicze, a poziom inkretyn na czczo.

Obliczono wskaznik korelacji dla stezenia GIP i

GLP-1 na czczo ($rednia

arytmetyczna stezen inkretyn w punkcie 0 w obu testach — DTTG i DTTL), a wskaznikami

charakteryzujacymi grupe badang (BMI, WHR, procentowa i iloSciowa zawartos$¢ tkanki

thuszczowej, wartosci ci$nienia tetniczego).

W calej grupie badanej poziom GIP na czczo, jak podano w Tabela 16, istotnie

statystycznie dodatnio korelowat jedynie ze wskaznikiem masy ciata BMI [Wykres 8].

Tabela 16. Wspotczynnik korelacji dla poziomu GIP na czczo, a wybranymi parametrami

charakteryzujacymi cala grupe badana.

Oznaczane wsp. korelac)i 59 istatne z p < DA
Fomin przypadki; B
N R tM-2) 4

Fara zmiennych Wainych | Spearman
GIP na czczo & m.urodz. | EIII_ 0039507 0301109 0 764409
5IF na czczo & BMI b1 0276894| 2213408 0050745
5IF na czczo & WHR 55 0244583 1.455R4581 00713595
GIF na czczo & th.t[%] A5 0003752 0047317 0578309
GIF na czczo & th.th [ka) 55 0180113 1,333040 0188221
5IP na czczo & RR &r.sk. b1 -0063353 -0457604 0E276357
GIP na czczo & RR rrozk. B1 0135453 1050111 0297945
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Wykres 8. Zalezno$¢ miedzy GIP na czczo i wskaznikiem masy ciala BMI w calej grupie
badanej

Wykr. rozrzutu: GIP na czczo vs. BMI  (BD usuwano przypadk.)
Y = 25,3424+0,1142*x
BMI  =25,342 +,11416 * GIP na czczo
Korelacja: r = ,39196
48

46
44
42 6
40

36 o o
34 % °
32 o

30 ) 52
28 . ¢}
o
o
°

BMI
()
()
o
o

00

0%

26 o
24
22
20
18
16

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110
GIP na czczo D

Stezenie GIP na czczo korelowato dodatnio w grupie MS réowniez jedynie z BMI, w
grupie M z MS oraz z C z WHR, a w grupie kontrolnej tylko z warto$ciami ci$nienia
rozkurczowego [Tabela 17]. Nie stwierdzono istotnych korelacji tych parametrow w grupach
kobietzMS iz C.

Tabela 17. Znamienne statystycznie wspélczynniki korelacji dla GIP na czczo i
wybranych parametrow w poszczegolnych grupach

Grupa Parametry korelacji Ko rtjl‘:clj??lgzp)égl;lr:](ana Wartosé p
Cala grupa GIP na czczo & BMI 0,277 0,031
grupa MS GIP na czczo & BMI 0,296 0,048
M z grupy MS | GIP na czczo & WHR 0,430 0,046
grupa C GIP na czczo & RR rozk 0,489 0,046
M z grupy C GIP na czczo & WHR 0,943 0,005
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W calej grupie badanej poziom GLP-1 na czczo istotnie statystycznie ujemnie

korelowat ze wskaznikiem masy ciata BMI, ilosciowg zawarto$cig tkanki tluszczowej

[Wykres 9] oraz srednim cisnieniem skurczowym [Tabela 18].

Tabela 18. Wspélczynnik korelacji dla poziomu GLP-1 na czczo, a wybranymi
parametrami antropometrycznymi i warto$ciami ciSnienia charakteryzujacymi cala

grupe badana.

Fara zmiennych

Qznaczone wép. korelacji =g istotne z p < ¢
Fomin preypadki: 36

=

Wainych | Spearman

1{h-2)

P

GLP na czczo & m.urodz.

| 20
L

SLP na czeczo & BMI

20

=LP na czeozo & WWHR

20

5LF na czczo & thtt [%]

20

5LP na czezo & thoth [kg]

20

SLP na czeczo & RR srsk.

20

GLP na czeczo & RR érrozk.

20

0301676

-0 5h562E
-0,4415159
-0,351260
-0 507524
-0, 475529
-0, 426455

134245 0196138
-2 B0955 0 009342
-2 08772 0051304
-1.55170 01268862

-2 A9901

0 022554

-2,31085 | 0032554
-2 00056 0060757

Wykres 9. Zalezno$¢ miedzy GLP-1 na czczo i poziomem ilo$ciowej zawartosci tkanki w

calej grupie badanej

Wykr. rozrzutu: GLP na czczo vs. tk,t[kg] (BD usuwano przypadk.)
tk,t,[kg] = 35,155 - 2,669 * GLP na czczo
Korelacja: r= -,2393
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GLP-1 na czczo korelowat ujemnie z BMI oraz procentowsg zawartos$cig tkanki
tluszczowej u kobiet w grupie MS. W calej grupie kontrolnej zas z BMI oraz iloSciows
zawarto$cig tkanki thuszczowej. Natomiast w grupie M z MS GLP-1 na czczo korelowat
dodatnio z ilosciowa i procentowa zawartos$cig tkanki tluszczowej [Tabela 19]. Nie

stwierdzono istotnych korelacji tych parametréw w grupach MS oraz kobiet i mezczyzn z C.

Tabela 19. Znamienne statystycznie wspolczynniki korelacji dla GLP-1 na czczo i
wybranych parametrow w poszczegolnych grupach

Grupa Parametry korelacji kor;)l‘z]:cl}?lgzp};glr“rﬁana Wartosé p
GLP-1 na czczo & BMI -0,566 0,009
Cala grupa GLP-1 na czczo & tk.th[kg] -0,507 0,022
GLP-1 na czczo & RR sk. -0,478 0,033
GLP-1 na czczo & BMI -0,828 0,041
Kzgrupy MS b na czezo & thtt[%] 10,886 0,019
GLP-1 na czczo & BMI 0,900 0,037
M z grupy MS | GLP-1 na czczo & tk.th.[kg] 0,900 0,037
GLP-1 na czczo & tk.th.[%] 0,900 0,037
GLP-1 na czczo & BMI -0,680 0,030
grupa C GLP-1 na czczo & t.tt.[kg] 0,756 0,015

6.2.2.2 Funkcja metaboliczna tkanki ttuszczowej oraz cisnienie tetnicze, a
uwalnianie GIP i GLP-1.

Nie stwierdzono znamiennych statystycznie korelacji migdzy st¢zeniem GIP i GLP-1
w punkcie wyjsciowym obu testow, a wartosciami leptyny, adiponektyny i wisfatyny na
CzCzO0.

Aby sprawdzi¢ zalezno$¢ migdzy metaboliczng funkcjg tkanki tluszczowej i

ci$nieniem tetniczym, a Sstopniem uwalniania inkretyn, porownywano zalezno$¢ wyrzutu
(AUC) oddzielnie GIP i GLP-1 w czasie DTTG oraz DTTL z poziomami adipokin — leptyny,

adiponektyny 1 wisfatyny, oraz wartoSciami cisnienia tetniczego — Skurczowego i
rozkurczowego w catej grupie badanej, grupach MS, C oraz kobiet i m¢zczyzn z grup MS i C.
Korelacje istotne statystycznie zawarto w Tabela 20 — dodatnie korelacje migdzy AUC-GIP a
stezeniem wisfatyny w calej grupie badanej w DTTG oraz w calej grupie badanej, grupie
MS i mezczyzn z MS w DTTL. Reszta korelacji (w tym wszystkie dla AUC-GLP1 w obu

testach oraz dla cisnienia tetniczego) nie osiggnela znamiennosci statystyczne;.

105




Tabela 20. Znamienne statystycznie wspoétczynniki korelacji dla AUC-GIP wDTTG
oraz DTTL i wybranych parametrow funkcji metabolicznej tkanki thuszczowej w

poszczegolnych grupach

Grupa Parametry korelacji kor;?:cl}?lgi)}é?r“rﬁana Warto$é p
GIP-DTTG

Cala grupa AUC-GIP & wisfatyna 0,359 0,016
GIP-DTTL

Cala grupa AUC-GIP & wisfatyna 0,386 0,009

grupa MS AUC-GIP & wisfatyna 0,445 0,006

K zgrupy MS | AUC-GIP & wisfatyna 0,604 0,022

6.2.3 Wartosci GIP i GLP-1 na czczo, a wielkos¢ wskaznikow
gospodarki weglowodanowej

Wykonano obliczenia korelacji poziomu GIP i GLP-1 na czczo, a wybranymi
markerami gospodarki weglowodanowej: poziomem glukozy i1 insuliny na czczo oraz
wskaznikiem insulinoopornosci HOMA.

Nie stwierdzono istotnych statystycznie korelacji migedzy GIP na czczo, a
wymienionymi wskaznikami w catej grupie badanej, w grupach MS, C, czy w grupach z
uwzglednieniem pitci. Jedyna znamienng korelacja byta dodatnia korelacja miedzy GIP a
poziomem glukozy na czczo w grupie mezczyzn nalezacych do grupy kontrolnej [Tabela
21].

GLP-1 na czczo korelowal znamiennie statystycznie ujemnie jedynie z wartosciami
glikemii na czczo w calej grupie badanej, grupie MS i U mezczyzn z grupy kontrolnej
[Tabela 21].

Tabela 21. Znamienne statystycznie wspolczynniki korelacji dla GIP oraz GLP-1 na
czczo i wybranych parametrow gospodarki weglowodanowej w poszczegolnych grupach

Grupa Parametry korelacji Wspolezynnik korelacji Wartos$¢ p
Spearmana

M zgrupy C | GIP na czczo & Glk. na czczo 0,900 0,037

Cala grupa g;;;l na czczo & Glk na 0,612 0,003

grupa MS SZIEZPc-)l na czczo & Glk na 10,609 0,047

M z grupy C SZIEZPc-)l na czczo & Glk na 10,900 0,037
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6.2.4 Stezenie GIP i GLP-1 na czczo, a stezenie wskaznikow
gospodarki lipidowej
W wykonanych obliczeniach zaleznos$ci migdzy Stezeniem GIP i GLP-1 na czczo, a
wybranymi markerami gospodarki lipidowej: wielkosciami FFA i TG na czczo, stwierdzono
jedynie znamienng statystycznie ujemng korelacje miedzy GIP a stezeniem FFA na czczo u
K grupy MS, a w przypadku GLP-1 podobng korelacj¢ dla calej grupy badanych oséb
[Tabela 22].

Tabela 22. Znamienne statystycznie wspolczynniki korelacji dla GIP oraz GLP-1 na
czczo i wybranych parametrow gospodarki lipidowej (FFA) w poszczegolnych grupach

Grupa Parametry korelacji WSPOI;Zynmk korelacji Wartosé p
pearmana
:\jé grupy GIP na czczo & FFA na czczo -0,545 0,013
GLP-1 na czczo & FFA na
Cala grupa 2670 -0,532 0,016
6.2.5 Proby  czynnosciowe —  gospodarka  weglowodanowa.
Uwalnianie inkretyn, a steZemie glukozy i insuliny w

poszczegolnych punktach czasowych DTTG

Podobnie jak powyzej we wszystkich przypadkach obliczano wskaznik korelacji w
catej grupie badanych osob, grupach MS i C oraz u kobiet i mg¢zczyzn nalezacych do grup MS
iC.

W czasie DTTG stwierdzono znamienne statystycznie, dodatnie korelacje poziomu

GIP, a glukozy w calej grupie badanej w punkcie 0°, 30°, 180’ testu. Podobng korelacje¢

stwierdzono w grupie MS w punkcie 30’ i 180°; a ponadto u kobiet z grupy MS w punkcie
30’; iu mezczyzn w grupie MS w punkcie 0’ 1 180’ [Tabela 23].

Tabela 23. Znamienne statystycznie wspotczynniki korelacji dla poziomu GIP i glukozy
w DTTG w poszczegolnych grupach

Grupa Pararr\:\tlatDr}I/_ _Ik_C()BI‘e|aCjI Wspol;rz)zg?rlrlfalr(](;relaql Wartosé p
GIP-0> &Glk-0’ 0,251 0,047

Cala grupa GIP-30" &GIlk-30’ 0,272 0,031
GIP - 180’ & Glk — 180’ 0,319 0,011
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s GIP_30° &GIK_ 30’ 0,389 0,008
grup GIP_ 180’ & Glk — 180’ 0359 0,014
KzgrupyMs | GIP—30° & Glk—30’ 0511 0,021
GIP-0° &GIk_0’ 0,556 0,003

M MS
Zgrupy GIP_ 180’ & Glk — 180’ 0,481 0,012

Stezenie GIP korelowalo dodatnio z wartosciami insuliny w odpowiednich punktach
DTTG w calej grupie badanej (30 i 180 minuta), grupie MS (30 i 180 minuta), u K z grupy
MS (0 i 180 minuta) oraz u M w grupach MS i C (30 minuta testu) [Tabela 24].

Tabela 24. Znamienne statystycznie wspolczynniki korelacji dla poziomu GIP i insuliny
w DTTG w poszczegolnych grupach

Grupa Pararrxg¥$gelaCJl Wspél;;zg:‘lrlrl](al;(;relaql Wartosé p
GIP—30" & Ins— 30’ 0,404 0,001
Cala grupa GIP— 180" & Ins — 180° 0,268 0,034
GIP—30° & Ins—30’ 0,431 0,003
grupa Ms GIP_ 180° & Ins — 180’ 0,337 0,022
GIP—0' &Ins—0’ 0,453 0,045
KzgrupyMS o6 180" & Ins _ 180° 0,523 0,018
M z grupy MS GIP-30" & Ins—30’ 0,490 0,010
M z grupy C GIP-30" & Ins—-30’ 0,886 0,019

W obliczeniach dotyczacych GLP-1, jego stezenie korelowato znamiennie
statystycznie ujemnie ze st¢zeniem glukozy w czasie DTTG w calej grupie badanej w
punkcie 0’ testu; u mezczyzn w grupie MS w punkcie 0’ i 30’; i u kobiet z grupy C w
punkcie 180’ [Tabela 25].

Tabela 25. Znamienne statystycznie wspolczynniki korelacji dla stezen GLP-1 i glukozy
w DTTG w poszczegolnych grupach

Grupa Paranxgyﬂlfcgelaql WSPOI;FZ)ZZ?::;:;WIMJI Wartosé p
Cala grupa GLP1-0° &Glk-0’ -0,496 0,022
M 2 grupy MS GLP1-0> &GIk-0 -0,900 0,037
GIP1-30 &GIk-30’ -0,900 0,037
K zgrupy C GLP1-180" & Glk — 180° -0,900 0,037

Nie stwierdzono istotnych statystycznie korelacji miedzy stezeniami GLP-1 a

stezeniem insuliny w odpowiednich punktach czasowych.
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6.2.6 Proby _czynnosciowe — gospodarka lipidowa. Uwalnianie
inkretyn, a stezenia FFA i TG w poszczegolnych punktach
czasowych DTTL

W czasie DTTL poziom GIP znamiennie statystycznie, ujemnie korelowat z
wartosciami FFA jedynie u kobiet z grupy MS w punkcie Oh. Natomiast ze st¢zeniem TG
GIP korelowatl statystycznie znamiennie rowniez tylko w grupie K z MS w 4 godzinie testu -
tym razem byla to korelacja dodatnia [Tabela 26].

Tabela 26. Znamienne statystycznie wspolczynniki korelacji dla poziomu GIP i FFA
oraz Tg w DTTL w poszczegdlnych grupach

Parametry korelacji Wspolezynnik korelacji .z
Grupa wDTTL Spearmana Wartos¢ p
Kz grupy MS GIP-0h &FFA-0h -0,449 0,047
K zgrupy MS GIP-4h & TG-4h 0,444 0,049

Stezenie GLP-1 korelowato znamienne statystycznie ujemnie z poziomem FFA w

czasie DTTL w grupie C w punkcie 8h testu oraz u kobiet z grupy C w punkcie 6h i 8h

[Tabela 27].

Tabela 27. Znamienne statystycznie wspélczynniki korelacji dla poziomu GLP-1 i FFA
w DTTL w poszczegdlnych grupach

Grupa Pararr\:\(jtéél/_ _II<_(I)_reIaCJ| Wspol;;zglrlrlrll(alr(](;relaql Wartosé p

grupa C GLP1 -8h & FFA —8h -0,826 0,011

K 2 grupy C GLP1 - 6h & FFA - 6h -0,900 0,037
GLP1 -8h & FFA-8h -0,900 0,037

Dla poziomu GLP-1 i TG w odpowiednich punktach czasowych DTTL stwierdzono

nastepujgce znamienne Korelacje: ujemna W calej grupie badanej oraz w grupie kontrolnej

w punkcie Oh, dodatnig w grupie MS oraz w grupie kobiet z MS w punktach 4h i 6h, [Tabela

28].

Tabela 28. Znamienne statystycznie wspélczynniki korelacji dla poziomu GLP-1i TG w
DTTL w poszczegolnych grupach

Grupa Paramvst[gyr _II<_(I)_reIaCJ| Wspol;;zgrrnrlrl:al:;relaql Wartosé p

Cala grupa GLP1-0h & TG - 0Oh -0,473 0,041

grupa MS GLP1-4h & TG - 4h 0,830 0,003
GLP1-6h & TG - 6h 0,806 0,005

K z grupy MS GLP1-4h & TG —4h 0,828 0,041
GLP1-6h & TG - 6h 0,943 0,005

grupa C GLP1-0h & TG - 0h -0,694 0,038
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6.3 Porownanie wplywu glukozy i FFA na uwalnianie

inkretyn podczas testow funkcjonalnych (DTTG a
DTTL)

By sprawdzi¢ co wywiera wigkszy wplyw na wydzielanie inkretyn - glukoza, czy
FFA, uzyto metodg¢ analizy regresji. Porownywano zalezno$¢ wyrzutu (AUC) oddzielnie GIP
i GLP-1 z AUC glukozy w czasie DTTG oraz podobne zaleznosci dla FFA w czasie DTTL w
grupach MS, C oraz kobiet i m¢zczyzn z grup MS i C.

Nie uzyskano istotno$ci statystycznej dla wynikéw GLP-1.

Jedyng zalezno$¢ znamienng statystycznie uzyskano dla wartosci AUC-GIP a AUC-
FFA w DTTL miedzy grupami MS i C (p = 0,035) [Wykres 10]. Moze to przemawia¢ za
istnieniem ro6znej zalezno$ci uwalniania GIP od FFA w zalezno$ci od rozwoju MS.

Sptaszczenie krzywej dla MS przemawia za ostabieniem tej zalezno$ci u 0séb z MS.

Wykres 10.

Wykres rozrzutu AUC-total GIP-OLTT w zgledem AUC-total FAA-OLTT; kategorie w zgledem GR
4000

3500
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AUC-total GIP-OLTT
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0 2 4 6 8 10 12 N GR C

AUC-total FAA-OLTT
Wykonano wigc analizg regres;ji dla inkretyn w zaleznosci od poziomu glukozy i FFA

w poszczegdlnych grupach, dla kazdego punktu testy (DTTG i DTTL) oddzielnie.

Stwierdzono znamienng zalezno$¢ GIP od stezenia glukozy w DTTG w punkcie 0’,

30’ 1 180’ testu w catej grupie badanej i grupie MS, oraz w 0 i 180 minucie testu u me¢zczyzn
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z grupy MS [Tabela 29]. Odpowiednio istotng statystycznie zalezno$¢ GLP-1 od stezenia

glukozy w DTTG stwierdzono w catej grupie badanej w 0 i 180 minucie, w grupie MS 90°, a

u mezezyzn z MS w 30 minucie testu [ Tabela 29].

Tabela 29. Znamienne statystycznie regresje inkretyn od glukozy w DTTG.

Grupa Punkt czasowy testu Wartosé p
regresja GIP od GIk wDTTG
GIP-0" od Glk-0 0,001
Cala grupa GIP-30" od GIlk-30’ 0,046
GIP-180’ od Glk— 180’ 0,007
GIP-0" od Glk-0 0,007
grupa MS GIP-30" od Glk-30’ 0,017
GIP-180" od Glk - 180’ 0,003
GIP-0" od Glk-0 0,003
Mzgrupy M3 GIP— 180" od Glk - 180° 0,008
regresja GLP-1 od GIk wDTTG
Cala grupa GLP1-0" od Glk-0’ 0,035
GLP1-180" od Glk— 180’ 0,036
grupa MS GLP1-90 od Glk-90’ 0,025
M z grupy MS GLP1-30" od Glk-30’ 0,047

Nie stwierdzono istotnych statystycznie regresji poziomu GIP od st¢zenia FFA w

DTTL. Natomiast znamienno$¢ osiagnely zalezno$¢ wartosci GLP-1 od stezenia FFA w

DDTL w grupie C jedynie w punkcie 8h, a w grupie mezczyzn z C w punkcie 6h [ Tabela 30].

Tabela 30. Znamienne statystycznie regresje inkretyn od FFAwDTTL.

Grupa Punkt czasowy testu Wartosé p

regresja GIP od FFA w DTTL - Brak istotnosci statystycznej

regresja GLP-1 od FFAwDTTL

grupa C GLP1 - 8h od FFA-8h 0,033

M z grupy C GLP1 - 6h od FFA-6h 0,003
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6.4 Badania genetyczne

6.4.1 Czestosé wystepowania badanych genotypow i alleli

Rozktady czestosci genotypow genow TCL7F2 oraz PPARy2 w calej grupie badanej
nie byly zgodne z prawem Hardy-Weinberga [Tabela 31 i Tabela 32]. Dobrana grupa nie byta
zrownowazona pod wzgledem genotypoéw, dlatego wyniki ponizszych analiz zostaly

odniesione jedynie do charakterystyki badanej grupy, nie catej populacji Matopolski.

Tabela 31. Czestos¢ wystepowania genotypow i alleli genu TCL7F2

Czestos¢ alleliczna
Grupy Genotyp CC | Genotyp CT | Genotyp TT
Allel C Allel T
Cala grupa N % N % N % % %
(N = 46) 26 | 565 | 18 | 391 | 2 4,4 77,1 23,9

Tabela 32. Czestosé wystepowania genotypow i alleli genu PPARy2

Czestos¢ alleliczna
Grupy Genotyp CC | Genotyp CG | Genotyp GG
Allel C Allel G
Cala grupa N % N % N % % %
(N = 46) 32 | 696 | 10 | 21,7 | 4 8,7 80,4 19,6

Za pomoca testu chi-kwadrat potwierdzono istnienie zalezno$ci miedzy czestoscia

wystepowania alleli C i T genu TCF7L2. a przynalezno$cia do grupy osdéb z zespolem

metabolicznym (MS), czy grupy kontrolnej (C), (p = 0,046). Poréwnano czgstosci alleliczne

badanych polimorfizméw genetycznych w grupie MS i C [Blad! Nieprawidlowy odsylacz
do zakladki: wskazuje na nig sama.]. U pacjentdow z zespotem metabolicznym istotnie
czesciej wystgpowat allel C polimorfizmu genu TCF7L2 (rs7903146), w grupie kontrolnej
za$ znamiennie dominowat allel T dla genu TCL7F2. Nie stwierdzono istotnych roznic w
zakresie wystepowania poszczeg6Olnych alleli polimorfizmu rs1805192 genu PPARy2 w
zaleznos$ci od grupy MS i C [Tabela 33].

Roéznice w procentowym rozktadzie alleléw obu gendéw w grupach MSi C

przedstawiaja kotowe Wykresy 11 i 12.
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Tabela 33. Analiza czesto$ci wystepowania poszczegolnych alleli

Nazwa
polimorfizmu Allel Calagrupa | grupazMS grupa € Warto$¢ p
genetycznego N % N % N %
C 70 76,1 |51 82,3 |19 63,3
Tekrre T 22 239 |11 |177 |11 |36z | PO
PPARy2 C 74 80,4 |53 855 |21 70,0 0=0,079
G 18 196 |9 145 |9 30,0 ’

Wykres 11. Réznice procentowej czestosci allelicznej genu TCL7F2 w zalezno$ci od
grupy - MSvs C

GR: MS

Genetyks 144v"48c

TCF7L2 (Rs79031486)

Wykres kotowy TCF7L2 (Rs7202146); kategorie wzgledem GR

GR: C
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Wykres 12. Roznice procentowej czestosci allelicznej genu PPARy2 w zaleznosci od
grupy - MSvs C

Wykres kotowy PPAR (Rs1805192); kategorie wzgledem GR
Genetyks 144v"48c

CG

GR: MS GR: C

PPAR
{(Rs1805192)

6.4.2 Porownanie przebiegu obu testow — DTTG oraz DTTL, w
zaleznosci od genotypu genow TCF7L2 i PPARy?2.

Przeprowadzono porownanie wynikOw analizy statystycznej parametrow oznaczanych
w czasie DTTG i DTTL u nosicieli poszczegolnych genotypéw badanych polimorfizmow
sprzyjajacych otylosci. Parametry, ktore uzyto w analizie to przebieg glikemii, insulinemii,
poziomu FFA, GIP i GLP-1 w trakcie obu testow.

Ponizej przedstawiono jedynie te wyniki, ktore osiagnely istotno$¢ statystyczng. Ze
wzgledu na bardzo matlg liczebnos$¢ genotypowych grup TT w TCF7L2 oraz GG w PPARy, do
analizy statystycznej ich wyniki zostaty wlaczone do odpowiednich grup heterozygotycznych
TCiGC.

6.4.2.1 TCF7L2
W calej grupie badanej w DTTG u osob z genotypem CC genu TCF7L2 stwierdzono

wyzsze wartosci wskaznika insulinoopornosci HOMA (p = 0,011), stezenia insuliny w 0° (p =
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0,017) i 180 (p = 0,042), wartosci FFA w 0” (p = 0,002), 30” (p = 0,005), 60’ (p = 0,019) i
90’ (p = 0,033) oraz nizsze stezeniaGIP w 60’ (p = 0,022) testu [Tabela 34, Wykres 13 a-c]

Tabela 34. Porownanie parametréw oznaczanych w DTTG w grupach genotypowych
CCiTT+TC genu TCL7F2 w calej grupie badanej — podane tylko wyniki istotne
statystycznie. W nawiasach podano $rednie arytmetyczne + odchylenie standardowe

(SD).

DTTG Suma rang Suma rang N waznych | N waznych | Wartos$¢
Zmienna cC TT+TC cC TC p
HOMA (4,46;12 §,54) (2,7219i8 '? 13) 26 18 0,011
Ins 0 (18,6285 f 1,63) | (1 1,3? ii,m) 26 18 0,017
Ins 180° (20,522 f 3,68) (15,1%85 f 5.91) 25 17 0,042
FFA O’ (0,6697:(3 ’g,ss) (0,42225:3 'g,zz) 26 16 0,002
FFA 30° (0,5319 ’(()),25) (0,3273:: '(()),34) 26 16 0,005
FFA B0’ (0,2%52 ’(()),17) (0,1?353 '(()),21) 26 16 0,019
FFA90° (0,1245 ’(?,15) (0,1%)2 '(()),1 1 26 16 0,033
GIP 6 | O sha0) | v saesse | 2 17| 002
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Wykres 13. Wybrane parametry DTTG, a genotyp TCF7L2 w calej grupie badanej

a) HOMA — poréwnanie wg genotypoéw TC (TT+TC) i CC genu TCF7L2

Skategoryzowany histogram
Zmienna: HOMA

A .-

%

b) FFA 60’ — porownanie wg genotypow TC (TT+TC) i CC genu TCF7L2
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c) GIP 60’ — porownanie wg genotypoéw TC (TT+TC) i CC genu TCF7L2

OGTT- GIP 60

280

260

240

220

200

180

160

140

Wykres ramka-wasy: OGTT- GIP 60

TC

CcC
TCF7L2

0 Srednia

O Srednia+Btad std
T Srednia+1,96*Btad std

W catej badanej grupie (C plus MS) w DTTL stwierdzono u 0séb z genotypem CC

genu TCF7L2 wyzsze stgzenie insuliny w Oh (p = 0,027) oraz nizsze st¢zenie GIP w 2h (p =
0,046) i 4h (p = 0,017) testu [Tabela 35].

Tabela 35. Poréwnanie parametréw oznaczanych w DTTL w grupach genotypowych
CCiTT+TC genu TCL7F2 w calej grupie badanej — podane tylko wyniki istotne
statystycznie. W nawiasach podano $rednie arytmetyczne + odchylenie standardowe

(SD).

DTTL Suma rang Suma rang N waznych | N waznych | Wartos$¢

Zmienna CcC TT+TC CcC TT+TC p
603.5 2095

Ins Oh (18,56 £ 1047) | (1222 +5.85) 24 18 0,027
437,0 466,0

GIP2h | (6529 +56,05) | (478,88+199,98) 24 18 0,046

GIP 4h 422,0 4810 24 18 0,017

(20,24 +9,93)

(311,48+128,14)
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W grupie MS w DTTG stwierdzono u 0so6b z genotypem CC genu TCF7L2 nizsze
stezenie GIP w 30° (p=0,006) oraz w 60’ (p=0,015) testu [ Tabela 36, Wykres 14].

Tabela 36. Porownanie parametréw oznaczanych w DTTG w grupach genotypowych
CCiTT+TC genu TCL7F2 w grupie MS — podane tylko wyniki istotne statystycznie.

DTTG Suma rang Suma rang N waznych | N waznych | Wartos¢
Zmienna cC TT+TC cC TT+TC p
GIP 30’ 1940 2410 20 9 0,006

(209,27494,57) | (249,16+106,18)

srednia: 182,5 srednia: 232,5

GIP60" | (182,5145849) | (232,54+75,96)

24 17 0,022

Wykres 14. Stezenie GIP w 60’ DTTG, a genotyp TCF7L2 w grupie MS

Wykres ramka-wagsy: OGTT- GIP 60

Warunek uwzglgdniania: v2="MS"
320
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W DTTL w grupie MS stwierdzono u osob z genotypem CC genu TCF7L2 nizsze
stezenie GIP w 4h (p = 0,008), 6h (p = 0,034) oraz w 8h (p = 0,020) testu [Tabela 37,
Wykres 15].

Tabela 37. Poréwnanie parametréw oznaczanych w DTTL w grupach genotypowych
CCiTT+TC genu TCL7F2 w grupie MS — podane tylko wyniki istotne statystycznie. W
nawiasach podano $rednie arytmetyczne + odchylenie standardowe (SD).

DTTL Suma rang Suma rang N waznych | N waznych | Wartos¢

Zmienna CcC TT+TC CcC TT+TC p
192,0 243,0

GIP 4h (210,04+98,15) | (361,69+141,10) 20 3 0,008
180,5 254,5

GIP 6h (182,5+94,97) (213,57+84,71) 20 d 0,034

srednia: 65,9 Srednia: 108,3
GIP 8h (65,84+39,31) (108,32+47,95) 19 d 0,020

Wykres 15. Wybrane parametry DTTL, a genotyp TCF7L2 w grupie MS
GIP 8h — porownanie wg genotypéw TC (TT+TC) i CC genu TCF7L2

Wykres ramka-wagsy: OLTT- GIP 8h

Warunek uwzgledniania: v2="MS"
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W grupie C w DTTG stwierdzono u os6b z genotypem CC genu TCF7L2 wyzsze
stezenie GIP w 0’ (p = 0,037) testu [ Tabela 38, Wykres 16].

Tabela 38. Poréwnanie parametrow oznaczanych w DTTG w grupach genotypowych
CCiTT+TC genu TCL7F2 w grupie C — podane tylko wyniki istotne statystycznie. W
nawiasach podano Srednie arytmetyczne =+ odchylenie standardowe (SD).

DTTG Suma rang Suma rang N waznych N waznych Warto$é
Zmienna CC TT+TC cC TT+TC 0

9 49!0 42,0
¢Ip o (47,92+13,22) | (30,99+10,86) 4 9 0,037

Wykres 16. Stezenie GIP w 0’ DTTG, a genotyp TCF7L2 w grupie C

Skategoryzowany histogram
Zmienna: OGTT- GIP O

Warunek uwzglgdniania: v2="C"

w

N

Liczba obs.

7Y 7

7 7

15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65
TCF7L2: CC

AN

NN
NN

15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65

TCF7L2: TC
OGTT-GIP O

120



R4
¥

Warto

121

p
0,002
0,017

0,002) i 6h (p

tandardowe

1€ S

N waznych
GG+CG
13
13

30
30

h w DTTL w grupach genotypowych
CC

tmetyczne = odchylen

N waznych

typow CC i CG (GG+CG) genu PPARy2

ie ary

R e e e |
A I Y
X

T,

NN i
A T T T T TR

dn

6w oznaczanyc
Sre
Suma rang
GG+CG
170,5
(13,82 £9,19)
195,0
(8,95+3,7)
Zmienna: OLTT- Ins 4h

tr
Skategoryzowany histogram

r

— poréwnanie wg geno

Ownanie parame
Suma rang
CcC
7755
(23,44 £12,74)
751,0
(13,46 £6,65)

4

Ins 4h

—COaOaOaS SO GaaS
A
A R Y

_aOaOO S s:E:;:ThTTTTTTTT
Ahl =@=@@=nLLL,,,,,,,,,,...

Y
mmm ...
T

W calej grupie badanej w DTTG nie stwierdzono znamiennych statystycznie réznic

Ins 4h

badanych parametrow migdzy genotypami CG i CC. Natomiast W DTTL u 0s6b z genotypem
Ins 6h

CC i GG+GC genu PPARy2 w calej grupie badanej — podane tylko wyniki istotne
Wykres 17. Wybrane parametry DTTL, a genotyp PPARy2 w calej grupie badanej

statystycznie. W nawiasach podano

CC genu PPARy2 stwierdzono wyzsze wartosci poziomu insuliny w 4h (p
(SD).

6.4.2.2 PPARY2
0,017) testu [Tabela 39, Wykres 17].
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W wyodregbnionej grupie MS w DTTG nie stwierdzono znamiennych statystycznie
roznic migdzy genotypami CG i CC. Natomiast w DTTL ponownie stwierdzono u osob z
genotypem CC genu PPARy2 wyzsze wartosci insuliny w 4h (p = 0,044) testu [Tabela 40,
Wykres 18].

Tabela 40. Por6wnanie parametréw oznaczanych w DTTL w grupach genotypowych
CC i GG+GC genu PPARy2 w grupie MS — podane tylko wyniki istotne statystycznie. W
nawiasach podano Srednie arytmetyczne + odchylenie standardowe (SD).

DTTL Suma rang Suma rang N waznych | N waznych | Wartos$¢

Zmienna CcC GG+CG CC GG+CG p
370,0 65,0

Ins 4h (26,95 + 13,03) | (18,14 + 10,83) 22 ! 0,044

Wykres 18. Stezenie insuliny w4h DTTL, a genotyp PPARy2 w grupie MS

Skategoryzowany histogram
Zmienna: OLTT- Ins 4h

Warunek uwzgledniania: v2="MS"
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W samej grupie C w DTTG nie stwierdzono znamiennych statystycznie rdznic
badanych parametrow miedzy genotypami CG i CC. Takze w tej grupie w przebiegu DTTL
stwierdzono wyzsze warto$ci poziomu insuliny w 4h (p = 0,033) oraz st¢zenia FFA w 6h (p =
0,024) testu u 0s6b z genotypem CC genu PPARy2 [Tabela 41, Wykres 19].

Tabela 41. Por6wnanie parametréw oznaczanych w DTTG w grupach genotypowych
CC i GG+GC genu PPARy2 w grupie C — podane tylko wyniki istotne statystycznie. W
nawiasach podano Srednie arytmetyczne + odchylenie standardowe (SD).

DTTL Suma rang Suma rang N waznych | N waznych | Wartos$¢

Zmienna cC GG+CG cc GG+CG D
77.0 28,0

Ins 4h (13,76 £ 4.40) | (8,76 +2.27) 8 6 0,033
78,0 27.0

FEABh | 093+046) | (0.57+0.10) 8 6 0,024

Wykres 19. Wybrane parametry DTTL, a genotyp PPARy2 w grupie C
FFA 6h — porownanie wg genotypow CC i CG (GG+CG) genu PPARy?2

Skategoryzowany histogram
Zmienna: OLTT- FFA 6h

Warunek uwzgledniania: v2="C"
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6.4.3 Porownanie nosicieli tych samych genotypow dwoch badanych
genow miedzy grupami MS i Cw obu funkcjonalnych testach —
DTTG oraz DTTL.

6.4.3.1 TCF7L2
U os6b z genotypem CC genu TCF/7L2 w DTTG w grupie MS stwierdzono wyzsze

warto$ci wskaznika insulinoopornosci HOMA (p = 0,005), stezenia glukozy w 0’ (p = 0,023),
60’ (p=0,019),90’ (p=0,011), 120’ (p = 0,004), wartosci ilnsuliny w 0’ (p = 0,034), 60’ (p
=0,037), 90’ (p = 0,019), 120’ (p = 0,023) i 180’ (p = 0,005), stezenia FFA w 0’ (p = 0,025),
30’ (p = 0,002), 60’ (p = 0,009) i 90’ (p = 0,029) oraz 120’ (p = 0,040) testu [Tabela 42,
Wykres 20 a-d].

Tabela 42. Porownanie parametréw oznaczanych w DTTG w grupie genotypowej CC
genu TCL7F2 pomiedzy grupami MS i C — podane tylko wyniki istotne statystycznie. W

nawiasach podano Srednie arytmetyczne =+ odchylenie standardowe (SD).

DTTG Suma rang Suma rang N waznych | N waznych | Wartos¢
Zmienna MS C MS C p
HOMA (4,9%17 ’20,55) (2,272 1’%57) 21 > 0,005
Glk 0’ (5,43514_? ’(?,48) (4,92 2i’%,zg) 21 > 0,023
anw | o S |
Glk 90° (7,8:;213 ’5,99) (5,282 81’2,15) 21 > 0,011
Glk 120’ S(rg‘érgi f:gg;‘ S(rj%lgai ggg;) 21 5 0,004
Ins 0° (20,5%15:5 ’51,65) (10,63())453,09) 21 5 0,034
Ins 60° (163,5411&%4,42) (83,25 5;%2,93) 21 5 0,037
Ins 90° (164,23,310@9,61) (64,45 11’35,15) 21 5 0,019
Ins 120° 1 14,ggfi? 1.35) (38,7(? ];?.6,70) 20 ° 0,023
Ins 1807 (23,53;05 ’? 3,53) (8,482 12,10) 20 ° 0,005
FFA 0’ (o,7ilf b5,36) (0,453 2£%,24) 21 ° 0,025
FFA 30 (0,6%)2 bo,zs) (0,282 (3!%,09) 21 > 0,002
FFA 60’ (0,2382;:1 b(),17) (0,112 1%,06) 21 > 0,009
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Wykres 20. Wybrane parametry DTTG, a wystepowanie MS u 0s6b z genotypem CC

genu TCF7L2

a) HOMA — porownanie MS vs C u os6b z genotypem CC genu TCF7L2

a: HOMA

Skategoryzowany histogram
Zmienna:

5 6 7 8 9 10 11

GR: C

GR: MS

HOMA

b) Glk 0’ — porownanie MS vs C u 0sob z genotypem CC genu TCF7L2

a: OGTT-Glu0

Skategoryzowany histogram
Zmienn
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c) Glk 60’ — poréwnanie MS vs C u 0s6b z genotypem CC genu TCF7L2

Wy kres ramka-wagsy: OGTT- Glu 60

[0 SredniatBtad std

O Srednia

09 N9 -1190

T Sredniat1,96*Biad std

d) Ins 0’ — poréwnanie MS vs C u 0soéb z genotypem CC genu TCF7L2

Ins 0

Skategoryzowany histogram
Zmienna: OGTT-
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e) FFA 60’ - porownanie MS vs C u 0s6b z genotypem CC genu TCF7L2

Skategoryzowany histogram
Zmienna: OGTT- FFA 60

Liczba obs.

OGTT- FFA 60

W DTTL u 0s6b z genotypem CC genu TCF7L2 w grupie MS stwierdzono wyzsze
wartosci glukozy w Oh (p = 0,006), 2h (p = 0,008), 6h (p = 0,033), stezenia ilnsuliny w trakcie
catego testu — Oh (p = 0,012), 2h (p = 0,033), 4h (p = 0,023), 6h (p = 0,017) i 8h (p = 0,012).
[Tabela 43, Wykres 21 a-b].

Tabela 43. Porownanie parametréw oznaczanych w DTTL w grupie genotypowej CC

genu TCL7F2 pomiedzy grupami MS i C — podane tylko wyniki istotne statystycznie. W
nawiasach podano $rednie arytmetyczne + odchylenie standardowe (SD).

DTTL Suma rang Suma rang N waznych | N waznych | Warto$¢
Zmienna MS C MS C p
Glk Oh (5,6218iS ’8,52) (5,05 i'(()),m) 20 4 0,006
Glk 2h (5,8%%814 ’8,80) 4.5 11 :51:’(()),65) 20 4 0,008
Glk 6h (5,321?:3 ’(()),65) (4,732 i'(()),w) 20 4 0,033
Ins Oh (20,4298f ’?0,42) (8,931 1’3,20) 20 4 0,012
Ins 2h (73,4@718 '27,94) (24,352 1’22,15) 20 4 0,033
Ins 4h (22,12 ? E3:59,72) (1 1,1%)9454,56) 19 4 0,023
Ins 6h (13,§25 i'%,oes) (7,531 i%,OO) 19 4 0.017
Ins 8h (13,5298 ?l%ﬁs) (6,3(} 1’?,17) 20 4 0,012
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ob z genotypem CC genu TCF7L2

MS u os

a wystepowanie

Wykres 21. Wybrane parametry DTTL,

a) Glk 2h — poréwnanie MS vs C u 0sob z genotypem CC genu TCF7L2

2h

lu

Skategoryzowany histogram
Zmienna: OLTT- Glu 2h

. s
0

b) Ins4h — poréwnanie MS vs C u 0sob z genotypem CC genu TCF7L2

0 25 30 35 45 50 55
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. .

Ins 4h

Skategoryzowany histogram
Zmienna: OLTT- Ins 4h
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Nie stwierdzono znamiennych réznic w stezeniach inkretyn w obu testach

funkcjonalnych (DTTG oraz DTTL) pomigdzy grupami MS i C u 0s6b z genotypem CC genu

TCF7L2.

W grupie nosicieli genotypéw TT+CT genu TCF7L2 w DTTG u oséb z MS

stwierdzono wyzsze wartosci wskaznika insulinoopornosci HOMA (p = 0,004), st¢zenia
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glukozy w 60’ (p = 0,001), 90° (p = 0,011), 120’ (p = 0,000), wartosci insuliny w 0’ (p =
0,007), 60” (p = 0,007), 90’ (p = 0,014), 120’ (p = 0,007) i 180" (p = 0,005), stezenia FFA w
0’ (p=0,027), 30’ (p = 0,015), 60’ (p =0,019) i 120’ (p = 0,027) testu [Tabela 44, Wykres 22

a-b].

Tabela 44. Porownanie parametréw oznaczanych w DTTG w grupie genotypowej
TT+CT genu TCL7F2 pomiedzy grupami MS i C — podane tylko wyniki istotne

statystycznie. W nawiasach podano $rednie arytmetyczne + odchylenie standardowe

(SD).
DTTG Suma rang Suma rang N waznych | N waznych | Wartos$¢
Zmienna MS C MS C p
HOMA (3,5%34;:1 g,83) (2,056,5 ?_ﬁ%,gs) 10 10 0,004
GR6r | oo ihy | (easien |10 10 | o001
Glk 90° (7,7%3;? ’5,94) (5,8(? }_ﬁi,ss) 10 10 0,011
Glk 120° S(rg‘érfj[ fgg)g S{j‘;rgai f:gg)z 10 10 0,000
Ins 0° (14,4%;1 12,07) (9,7i3 ?_:3,80) 10 10 0,007
Ins 60° (139,81I1 i’%4,70) (76,25 S3:’%8,53) 10 10 0,007
Ins 90° (117,2113 1'917,21) (66,05 1%3,34) 10 10 0,014
Ins 1207 (91,0%32 2(1)7,68) (38,016 S3:’(211,18) 10 10 0,007
Ins 180° (25,2%325 'f9,18) (8,086 i%,%) d 10 0,005
FFA P (0,5%35 €,24) (0,336 (3!%,13) d d 0,027
FEA 30 (0,6%)113 €,40) (o,zci)s 1’%,10) d 9 0,015
FEA 60° (O,ZJéliz €,26) (0,095 8;%,06) d d 0,019
FFA 1207 (0,1}12 E()),13) (o,oi3 ?_5%,03) ? 9 0,027
GIP 0’ (43,8123f 1?8,21) (30,71 1010,27) 10 10 0,038
GIP 30° (292,813 1%0,34) (181,83)2:082,06) 10 10 0,017
GIP 180’ (107,313 ?313,42) (69,33Z 130,86) ; 10 0,025
GLP1 180’ (2,806400,17) (4,6§ 94%,11) 3 ! 0,023
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W omawianej grupie genotypowej stezenia GIP byty znamiennie wyzsze w u 0séb z
MS w 0’ (p = 0,038), 30" (p =0,017) 1 180” (p = 0,025) testu, natomiast stezenia GLP-1 w
180’ znamiennie nizsze (p = 0,023) [Tabela 44].

Wykres 22. Wybrane parametry DTTG, a wystepowanie MS u 0s6b z genotypem
TT+CT genu TCF7L2

a) HOMA — porownanie MS vs C u os6b z genotypem TT+CT genu TCF7L2

Skategoryzowany histogram
Zmienna: HOMA

Liczba obs.
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b) Glk 120’ — porownanie MS vs C u 0s6b z genotypem TT+CT genu TCF7L2

Wykres ramka-wgsy: OGTT- Glu 120
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W DTTL u os6b z genotypami TT lub CT genu TCF7L2 w grupie MS stwierdzono
wyzsze wartosci glukozy w 2h (p = 0,021), 6h (p = 0,019), 8h (p = 0,045), stezenie insuliny w
trakcie catego testu — Oh (p = 0,002), 2h (p = 0,009), 4h (p = 0,002), 6h (p = 0,005) i 8h (p =

0,045) oraz stezenia FFA w 4h testu (p = 0,017) [Tabela 43Wykres 21].

Tabela 45. Porownanie parametréw oznaczanych w DTTL w grupie genotypowej
TT+CT genu TCL7F2 pomiedzy grupami MS i C — podane tylko wyniki istotne
statystycznie. W nawiasach podano $rednie arytmetyczne + odchylenie standardowe

(SD).

DTTL Suma rang Suma rang N waznych | N waznych | Wartos$¢
Zmienna MS C MS C p
Glk 4h (5,9%135 ’5,17) (4,95 i'%,sza) 10 10 0,021
Glk 6h (5,4163f ’8,90) (4,73? 1'2,36) 10 10 0,019
Glk 8h (5,1162j§ ’8,74) (4,5s§S i’%,40) 10 9 0,045
Ins Oh (15,E:SL§ 12,94) (8,616 1'3,79) 10 10 0,002
Ins 2h (66,7124:8 ’g5,86) (25,23? 3:'31,32) 10 10 0,009
Ins 4h (29,8%34:? ’57,42) (11,834404,50) 10 10 0,002
Ins 6h (14,71;1 1’57,34) (7,8(? 7ig,05) 10 10 0,005
Ins 8h (10,%52 5£02,32) (7,316 Si'g,sl) 10 d 0,045
FEA4h (0,711:2 ’8,23) (0,427 i%,l?) 10 10 0,017

Nie stwierdzono znamiennych roéznic w poziomach obu inkretyn w DTTL pomig¢dzy

grupami MS i C u 0s6b z genotypem TT lub CT genu TCF7L2.
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6.4.3.2 PPAR-y
U osob z genotypem CC genu PPAR-y, w DTTG w grupie MS stwierdzono wyzsze

warto$ci wskaznika insulinoopornosci HOMA (p = 0,001), stezenia glukozy w 0’ (p = 0,021),
60’ (p = 0,002), 90’ (p = 0,021), 120’ (p = 0,001), 180” (p = 0,015), stezenia insuliny w 0’ (p
=0,017), 60’ (p = 0,015), 90’ (p = 0,024), 120’ (p = 0,018) i 180’ (p = 0,025), wartosci FFA
w0’ (p=0,013), 30’ (p=0,001), 60’ (p=0,009) 190’ (p = 0,031) oraz 120’ (p = 0,017) testu

[Tabela 46].

Tabela 46. Porownanie parametréw oznaczanych w DTTG w grupie genotypowej CC
genu PPARy pomiedzy grupami MS i C — podane tylko wyniki istotne statystycznie. W
nawiasach podano Srednie arytmetyczne + odchylenie standardowe (SD).

DTTG Suma rang Suma rang N waznych | N waznych | Wartosé
Zmienna MS C MS C p
HOMA (4,615:3 ’20,27) (2,3c(>5 3!%,98) 23 ; 0,001
mo | S i
| bSO
Glk 90° (7,73%:3 ’10,92) (5,95 13,51) 23 d 0,021
GIk 120’ s(rg%‘ili fﬂ)s S(rjc;‘gi g;g; 23 9 0,001
GIk 180’ S(r :‘;rgi fg;; Sgi‘gi 8’38)7 23 9 0,015
Ins 0° (18,345g 1’%,77) (11,221404,99) 23 d 0,017
Ins 60° (162,(;193 2:31!(39,61) (90,75a ?!(;1,06) 23 9 0,015
Ins 90° (153,22113;:1 ’1025,18) (73,429 1’%4,30) 23 9 0,024
Ins 120° (103,51? 7£?37,73) (48,04? 9;910,97) 22 o 0,018
Ins 180° (23,7?3212 ’55,53) (9,75? i’%,oe) 22 o 0,025
FFA 0’ (0,739;1 65,37) (0,437 011%,21) 22 8 0,013
FFA30° (o,eiof ’65,29) (o,ze&;5 i%,ll) 22 8 0,001
FFA 607 (0,2389I ’8,19) (o,1f3 i’%m) 22 8 0,009
FFA 90’ (0,15 Té??la) (0,077 1’%,04) 22 8 0,031
FFA 120° (0,1195 5,11) (o,og i’%,oz) 22 8 0.017
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b) Glk 90’ — porownanie MS vs C u 0s6b z genotypem CC genu PPARy
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Wykres 23. Wybrane parametry DTTG, a wystepowanie MS u 0so6b z genotypem CC

genu PPARy
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c) Glk 120’ — poréwnanie MS vs C u os6b z genotypem CC genu PPARy

f) Ins 0’ — porownanie MS vs C u 0séb z genotypem CC genu PPARy
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g) FFA 30’ - porownanie MS vs C u 0s6b z genotypem CC genu PPARy

Skategoryzowany histogram
Zmienna: OGTT- FFA 30

Liczba obs.
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W DTTL u os6b z genotypem CC genu PPARy w grupie MS stwierdzono wyzsze
wartosci glukozy w 0h (p = 0,026), 6h (p = 0,033), 8h (p = 0,013), stezenia insuliny w trakcie
catego testu — Oh (p = 0,006), 2h (p = 0,008), 4h (p = 0,004), 6h (p = 0,006) i 8h (p = 0,010)
oraz wyzsze wartosci FFA w 4h testu (p = 0,021) [Tabela 47, Wykres 24 a-c].

Tabela 47. Porownanie parametréw oznaczanych w DTTL w grupie genotypowej CC

genu PPARy pomiedzy grupami MS i C — podane tylko wyniki istotne statystycznie. W

nawiasach podano Srednie arytmetyczne + odchylenie standardowe (SD).

DTTL Suma rang Suma rang N waznych | N waznych | Wartos$¢
Zmienna MS C MS C p
Glk Oh (5,638:3 '(()),73) (5,027 i’(()),47) 22 8 0,026
Glk 6h (5,3?;95 ’3,75) (4,71 1'2,38) 22 8 0,033
Glk 8h (5’03;914 ’3,53) (4,587 8:'?),37) 22 8 0,013
Ins Oh (20,8121 5j':%,m) (8,845 1'2,92) 22 8 0,006
Ins 2h (72,6:(%)9:? ?3,68) (27,63? 1'23,29) 22 8 0,008
Ins 4h (26,9@033 15 3,03) (13,7%154,40) 22 8 0,004
Ins 6h (1 5,53 3:,56,73) (8,64? 1'2,30) 22 8 0,006
Ins 8h (12,33 i%,64) (7,496 1’2,66) 22 8 0,010
FFA 4h S(rg‘;‘ili 8;8)9 S(rginzli 8;%1 22 8 0,021
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Wykres 24. Wybrane parametry DTTL, a wystepowanie MS u 0s6b z genotypem CC

genu PPARy
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b) Ins4h — poréwnanie MS vs C u os6b z genotypem CC genu PPARy
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c) FFA 4h— poréwnanie MS vs C u 0s6b z genotypem CC genu PPARy

Wykres ramka-wgsy: OLTT- FFA 4h
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Nie stwierdzono znamiennych r6znic w poziomach inkretyn w obu testach
funkcjonalnych (DTTG oraz DTTL) pomigdzy grupami MS i C u 0séb z genotypem CC genu
PPARy.

W grupie nosicieli genotypéw GG+CG genu PPARy w DTTG u oséb z MS

stwierdzono wyzsze wartosci wskaznika insulinoopornosci HOMA (p = 0,004), st¢zenia
glukozy w 07 (p = 0,024), 30” (p = 0,005), 60’ (p = 0,004), 90’ (p = 0,008), 120’ (p = 0,007),
stezenia insuliny w 0’ (p = 0,005), 60’ (p = 0,012), 90’ (p = 0,008), 120’ (p = 0,002) i 180’ (p
= 0,003), stezenia FFA w 0’ (p = 0,017), 30* (p = 0,008), 60’ (p = 0,004), 90’ (p = 0,017) i

120’ (p=10,017) testu [Tabela 48, Wykres 25 a-b].

Tabela 48. Porownanie parametréw oznaczanych w DTTG w grupie genotypowej

GG+CG genu PPARy pomiedzy grupami MS i C — podane tylko wyniki istotne

statystycznie. W nawiasach podano $rednie arytmetyczne + odchylenie standardowe

(SD).

DTTG Suma rang Suma rang N waznych | N waznych | Wartosé
Zmienna MS C MS C p
HOMA (4,1(? 3;%,23) (1,862 i’%,m) 8 6 0,004
Gy | sl s o oo
auaw | Ssmeson o |y [y | s
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srednia: 9,229

srednia: 6,232

GIk 60’ (9,23 +1,92) (6,23 + 0,90) o
Glk 90’ (7,9f i’%,m) (5,132 i(()),esO) o
Gty | Srednia: 6306 | redhia: 4,070 o
Ins 0’ (19’25821,?[2,41) (8,1513,77) o
Ins 60° (138,8%04063,81) (60,502 224785) -
Ins 90’ (136,98514:058,54) (53,732128,89) oo
Ins 120° (115,15131(116,70) (23,53211’(12,56) o
Ins 180° (25,151'(;)[2,90) (5,9(?;[:’?.,77) e
FFA 0’ (0,657 i,%,Zl) (0,292 617(()),10) o
FFA 30° (0,5;31'%,27) (0,1921(()),09) o
FFA 60’ (0135 'i’%,zo) (0,09? i%,05) R
FFA 90’ (o, 1; i’%,n) (0,052 617(()),04) o
FFA 120° (0,177 i’%,lz) (o,of i’%m) i

Wykres 25. Wybrane parametry DTTG, a wystepowanie MS u 0s0b z genotypem

GG+CG genu PPARy

a) Glk 0’ — porownanie MS vs C u 0sob z genotypem GG+CG genu PPARy
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b) GIk 60’ — porownanie MS vs C u 0séb z genotypem GG+CG genu PPARy

Wykres ramka-wgsy: OGTT- Glu 60
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W DTTL u o0séb z genotypami GG lub CG genu PPARy w grupie MS stwierdzono
wyzsze wartosci glukozy w 2h (p = 0, 005) oraz stezenia insuliny w trakcie catego testu — Oh
(p = 0,004), 2h (p = 0,024), 4h (p = 0,008), 6h (p = 0,008) i 8h (p = 0,023) [Tabela 43Wykres

21].

Tabela 49. Porownanie parametréw oznaczanych w DTTL w grupie genotypowej
GG+CG genu PPARy pomiedzy grupami MS i C — podane tylko wyniki istotne
statystycznie. W nawiasach podano $rednie arytmetyczne + odchylenie standardowe

E)S'IE)'?'L Suma rang Suma rang N waznych | N waznych | Wartos¢
Zmienna MS C MS C p
Glk 2h (5,7;3 i'%,sg) (4,39? :i%,sz) 8 6 0,005
Ins Oh (15,7?3259,47) (8,522 ii,S?) 8 6 0,004
Ins 2h (67,457 Ei%4,27) (21,4%7i06,80) 8 6 0,024
Ins 4h (18,15 Ei'(io,83) (8,782 12,27) ! 6 0,008
Ins 6h (11,0%8403,95) (6,502 :i%,87) ! 6 0,008
Ins 8h (11,3312i06,37) (6,221 13,98) 8 ° 0,023

Nie stwierdzono znamiennych ro6znic w poziomach inkretyn w obu testach
funkcjonalnych (DTTG oraz DTTL) pomigdzy grupami MS i C u 0séb z genotypami GG lub
CG genu PPARy.
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6.5 Podsumowanie otrzymanych wynikow

1. Grupa MS charakteryzowala si¢ znamiennie wigkszymi wartosciami wskaznikow
kwalifikacyjnych charakterystycznych dla tej jednostki chorobowej w stosunku do grupy
kontrolnej. Stezenie adiponektyny w tej grupie byl znamiennie nizsze. Znamiennie
wyzsze stezenie leptyny stwierdzono jedynie u kobiet - gtownie w podgrupie kobiet z
MS wzgledem pozostatych grup.

2. Porownanie wartosci oznaczen biochemicznych podczas DDTG i DTTL

a. Wyrzut glukozy (AUC) byl wyzszy u pacjentow z MS podczas DTTG. Natomiast
glikemia podczas DTTL nie ulegala znamiennie statystycznym zmianom, cho¢ poziom
glikemii byl zawsze wyzszy u pacjentow z MS.

b. Stezenie FFA w obu testach bylo rowniez wyzsze u oséb w grupie MS, jednak tylko
warto$ci na czczo i w 30, 60, 90 i 120 minucie w DTTG oraz na czczo, w 2 i 4 godzinie
DTTL r6znity si¢ statystycznie istotnie.

c. AUC insuliny w czasie obu testow (DTTG i DDTL) byt ponad 2 razy wyzszy u
pacjentow z MS. W DTTL wartosci uwalnianej insuliny byty nizsze od st¢zenia insuliny
uwolnionej w trakcie DTTG, ale w porownaniu z grupg kontrolna wcigz wyzsze U
pacjentow z MS.

d. W grupie MS odnotowano réwniez wyzsze wartosci TG w trakcie catego testu — DTTG i
DTTL (p<0,005; p<0,001).

3. Uwalnianie inkretyn a testy funkcjonalne DTTL vs DTTG

a. Stezenie inkretyn na czczo bylo pordéwnywalne w obu badanych grupach
b. Takze uwalnianie GIP i GLP-1 podczas obu testow bylo porownywalne w obu badanych
grupach
c. Natomiast stwierdzono znamienng réznic¢ w zaleznym od testu wydzielaniu inkretyn
w obrebie tych samych grup (zarowno C jak i MS):
- znamiennie wyzsze AUC-GIP po przyjeciu positku bogatolipidowego w
porownaniu z positkiem weglowodanowym

- wyzsze AUC-GLP-1 w tescie tolerancji glukozy w poréwnaniu do DTTL.
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4. Porownanie parametrow biochemicznych badanych grup z uwzglednieniem plci

(mezczyzni (M) vs kobiety (K)

a. W obrebie calych grup, za wyjatkiem pojedynczych punktow czasowych testow
dla np. FFA w DTTL, czy insuliny w DTTG, nie obserwowano znamiennych
réznic w badanych parametrach przy uwzglednieniu ptci

b. Natomiast parametry biochemiczne (stezenie glukozy, insuliny, FFA, TG) na
czczo i w przebiegu obu testow byly wyzsze U mezczyzn i kobiet z MS w
poréwnaniu z kobietami i mg¢zczyznami grupy kontrolnej

W obu testach nie stwierdzono istotnych roznic w poziomach uwalnianych inkretyn
w zaleznosci od plci. W DTTG maksymalne stezenie GLP-1 obserwowano w 30 minucie u K,
natomiast u M w 60 minucie.

Stezenie GLP-1 i GIP na czczo jak i w trakcie obu testdow nie roznito si¢ istotnie
statystycznie u K z grup MS vs kobiet grupy C. W trakcie DTTL stezenie GIP byto okoto 2
razy wyzsze w poréwnaniu z DTTG.

Stezenie GLP-1 i GIP na czczo jak i w trakcie obu testow nie roznito si¢ istotnie
statystycznie u M z grup MS vs C. W trakcie DTTL st¢zenie GIP byto okoto 2 razy wyzsze w
porownaniu z DTTG. W DTTL wartosci uwolnionego GIP byly nieznacznie nizsze u M z
MS, cho¢ rdéznica ta nie osiagnela istotnosci statystycznej (warto$¢ p dla poszczegdlnych

punktow testu zawierata si¢ w zakresie 0,113-0,929).

5. Charakterystyka antropometryezna pacjentow oraz ciSnienie tetnicze, a poziom
inkretyn na czczo.

W calej grupie badanej i grupie MS stezenie GIP na czczo, istotnie statystycznie

dodatnio korelowato jedynie ze wskaznikiem masy ciala BMI. Poza tym stezenie GIP na
czczo korelowato dodatnio w grupie M z MS oraz z C z WHR, a w grupie kontrolnej tylko z
warto$ciami cis$nienia rozkurczowego. Nie stwierdzono istotnych korelacji tych parametrow
w grupach kobiet zMSiz C.

W calej grupie badanej stezenie GLP-1 na czczo korelowato istotnie statystycznie

ujemnie ze wskaznikiem masy ciala BMI, ilosciowag zawartoscig tkanki tluszczowej oraz
$rednim ci$nieniem skurczowym. GLP-1 na czczo korelowal ujemnie z BMI oraz procentowa
zawartoscia tkanki thuszczowej u kobiet w grupie MS. W calej grupie kontrolnej zas§ z BMI
oraz ilo$ciowa zawarto$cig tkanki tluszczowej. Natomiast w grupie M z MS GLP-1 na czczo
korelowal dodatnio z ilo§ciowa i procentowa zawartoscig tkanki thuszczowej. Nie stwierdzono

istotnych korelacji tych parametréw w grupach MS oraz kobiet i m¢zczyzn z C.

141



6. Badane adipokiny oraz ci$nienie tetnicze, a uwalnianie GIP i GLP-1.

Nie stwierdzono znamiennych statystycznie korelacji migdzy st¢zeniem GIP i GLP-1
w punkcie wyjsciowym obu testow, a stezeniami leptyny, adiponektyny i wisfatyny na czczo.
Stwierdzono dodatnig korelacje miegdzy AUC-GIP a stgzeniem wisfatyny w calej
grupie badanej w DTTG oraz w calej grupie badanej, grupie MS i mezczyzn z MS w DTTL.
Reszta korelacji (w tym wszystkie dla AUC-GLP1 w obu testach oraz dla ci$nienia

tetniczego) nie osiggneta znamiennosci statystyczne;.

7. Stezenie GIP i GLP-1 na czczo, a wartosci wskaznikow gospodarki weglowodanowej

Stwierdzono dodatnia korelacje miedzy GIP a stezeniem glukozy na czczo w grupie
mezczyzn nalezacych do grupy kontrolnej

Natomiast GLP-1 na czczo korelowal znamiennie statystycznie ujemnie jedynie ze
stezeniem glikemii na czczo w calej grupie badanej, grupie MS i U mezczyzn z grupy

kontrolnej.

8. Stezenie GIP i GLP-1 na czczo, a stezenie wskaznikéw gospodarki lipidowej

Stwierdzono jedynie znamienng statystycznie ujemng korelacj¢ miedzy GIP a
stezeniem FFA na czczo u K grupy MS, a w przypadku GLP-1 podobna korelacj¢ dla calej
grupy badanych osob.

9. Préby czynno$ciowe — gospodarka weglowodanowa. Uwalnianie inkretyn, a stezenie
glukozy i insuliny w poszczegolnych punktach czasowych DTTG

W czasie DTTG stwierdzono znamienne statystycznie, dodatnie korelacje stezenia

GIP, a glukozy w calej grupie badanej w punkcie 0°, 30°, 180’ testu. Podobng korelacje¢
stwierdzono w grupie MS w punkcie 30’ i 180°; a ponadto u kobiet z grupy MS w punkcie
30’; 1 u mezczyzn w grupie MS w punkcie 0’ 1 180°. Stezenie GIP korelowalo dodatnio z
warto$ciami insuliny w odpowiednich punktach DTTG w calej grupie badanej (30 i 180
minuta), grupie MS (30 i 180 minuta), u K z grupy MS (0 i 180 minuta) oraz u M w
grupach MS i C (30 minuta testu).

Stezenie GLP-1, korelowalo znamiennie statystycznie ujemnie ze stezeniem glukozy
w czasie DTTG w calej grupie badanej w punkcie 0’ testu; u mezczyzn w grupie MS w
punkcie 0” i 30’; i u kobiet z grupy C w punkcie 180°. Nie stwierdzono istotnych
statystycznie korelacji miedzy stezeniem GLP-1 a stezeniem insuliny w odpowiednich

punktach czasowych.
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10. Proby czynnos$ciowe — gospodarka lipidowa. Uwalnianie inkretyn, a wartosci FFA i
TG w poszczegolnych punktach czasowych DTTL

W czasie DTTL stezenie GIP znamiennie statystycznie, ujemnie korelowalo ze
stezeniem FFA jedynie u kobiet z grupy MS w punkcie Oh. Natomiast ze stezeniem TG
warto$ci GIP korelowaly statystycznie znamiennie réwniez tylko w grupie K z MS w 4
godzinie testu - tym razem byta to korelacja dodatnia.

Stezenie GLP-1 korelowato znamiennie statystycznie ujemnie z wartosciami FFA w czasie
DTTL w grupie C w punkcie 8h testu oraz u kobiet z grupy C w punkcie 6h i 8h

Dla wartosci GLP-1 i TG w odpowiednich punktach czasowych DTTL stwierdzono
nastepujgce znamienne Korelacje: ujemna W calej grupie badanej oraz w grupie kontrolnej
w punkcie Oh, dodatnig w grupie MS oraz w grupie kobiet z MS w punktach 4h i 6h.

11. Porownanie wplywu (AUC) glukozy i FFA na uwalnianie inkretyn podczas testow
funkcjonalnych (DTTG a DTTL)

W obliczeniach porownujacych zalezno$¢ wyrzutu (AUC) oddzielnie GIP i GLP-1 z
AUC glukozy w czasie DTTG oraz podobnej zaleznosci dla FFA w czasie DTTL w grupach
MS, C oraz kobiet i me¢zczyzn z grup MS i C, nie uzyskano istotnosci statystycznej dla
wynikéw GLP-1.

Jedyng zalezno$¢ znamienng statystycznie uzyskano dla wartosci AUC-GIP a AUC-
FFA w DTTL miedzy grupami MS i C (p = 0,035). Moze to przemawiaé za istnieniem roznej
zalezno$ci uwalniania GIP od FFA w zalezno$ci od rozwoju MS. Splaszczenie krzywej

wykresu regresji dla MS przemawia za ostabieniem tej zaleznosci u 0so6b z MS.

W wykonanej analizie regresji dla inkretyn w zalezno$ci od poziomu glukozy i FFA w
poszczegoblnych grupach, dla kazdego punktu testow (DTTG i DTTL) oddzielnie, stwierdzono

znamienng zalezno$¢ GIP od stezenia glukozy w DTTG w punkcie 0°, 30 i 180 testu w

calej grupie badanej i grupie MS, oraz w 0 i 180 minucie testu U mezczyzn z grupy MS.

Odpowiednio istotng statystycznie zalezno$¢ GLP-1 od stezenia glukozy w DTTG

stwierdzono w calej grupie badanej w 0 i 180 minucie, w grupie MS 90°, a U mezczyzn z
MS w 30 minucie testu.
Nie stwierdzono istotnych statystycznie regresji stezenia GIP od stezenia FFA w

DTTL. Natomiast znamienno$¢ osiggneta zalezno$¢ stezenia GLP-1 od stezenia FFA w

DDTL w grupie C jedynie w punkcie 8h, a w grupie mezczyzn z C w punkcie 6h.
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12. Badania zaleznos$ci warto$ci badanych parametrow od oznaczanych polimorfizmow

a. Czestos¢ wystepowania badanych genotypow i alleli

U pacjentow z zespolem metabolicznym istotnie cze¢sciej wystepowat allel C
polimorfizmu genu TCF7L2 (rs7903146) oraz allel C dla genu PPARy2 (rs1805192).

W grupie kontrolnej istotnie statystycznie dominowat allel T dla genu TCF7L2 oraz G
dla genu PPARy?2.

b. Poréwnanie przebiegu obu testow — DTTG oraz DTTL, w zalezno$ci od
badanych genotypow

TCF7L2
W calej grupie badanej (C plus MS) w DTTG u os6b z genotypem CC genu

TCF7L2 stwierdzono wyzsze wartosci wskaznika insulinoopornosci HOMA stezenia insuliny
w0’ 1180°, stezenia FFA w0’, 30°, 60’ 1 90’ oraz nizsze stezenie GIP w 60’ testu.

W catej badanej grupie (C plus MS) w DTTL stwierdzono u 0séb z genotypem CC
genu TCF7L2 wyzsze stezenie insuliny w Oh oraz nizszy poziom GIP w 2h i 4h testu.

W grupie MS w DTTG stwierdzono u 0sob z genotypem CC genu TCF7L2 nizsze
warto$ci GIP w 30’ oraz w 60’ testu.

W DTTL w grupie MS stwierdzono u 0sob z genotypem CC genu TCF7L2 nizsze
warto$ci GIP w 4h, 6h oraz w 8h testu.

W grupie C w DTTG stwierdzono u os6b z genotypem CC genu TCF7L2 wyzsze
stezenie GIP w 0’ testu.

PPARy2
W calej badanej grupie osob (C plus MS) w DTTG nie stwierdzono znamiennych

statystycznie réznic badanych parametréw miedzy genotypami CG i CC. Natomiast w DTTL
u 0sob z genotypem CC genu PPARy2 stwierdzono wyzsze wartosci stezenia insuliny w 4h i
6h testu.

W wyodrebnionej grupie MS w DTTG nie stwierdzono znamiennych statystycznie
réznic migdzy genotypami CG i CC. Natomiast w DTTL ponownie stwierdzono u osob z
genotypem CC genu PPARy2 wyzsze stezenie Insuliny w 4h testu.

W samej grupie C w DTTG nie stwierdzono znamiennych statystycznie rdznic
badanych parametrow miedzy genotypami CG i CC. Takze w tej grupie w przebiegu DTTL
stwierdzono wyzsze wartosci Stezenia insuliny w 4h oraz st¢zenia FFA w 6h testu u 0sob z

genotypem CC genu PPARy2.
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c. Porownanie nosicieli tvch samych genotypow dwoch badanych gendow miedzy
grupami MS i C w obu funkcjonalnych testach - DTTG oraz DTTL.

TCET7L2
U os6b z genotypem CC genu TCF7L2 w DTTG w grupie MS stwierdzono wyzsze

warto$ci wskaznika insulinoopornosci HOMA, stezenia glukozy w 0°, 60°, 90°, 120, stg¢zenia
insuliny w 0°, 60°, 90°, 120 i 180°, ste¢zenia FFA w 0’ , 30’, 60 1 90’ oraz 120’ testu.
W DTTL u 0s6b z genotypem CC genu TCF7L2 w grupie MS stwierdzono wyzsze
wartosci glukozy w Oh, 2h, 6h, stezenia insuliny w trakcie catego testu — od Oh do 8h testu.
Nie stwierdzono znamiennych réznic w wartosciach inkretyn w obu testach
funkcjonalnych (DTTG oraz DTTL) pomigdzy grupami MS i C u 0s6b z genotypem CC genu
TCF7L2.

W grupie nosicieli genotypow TT+CT genu TCF7L.2 w DTTG u os6b z MS

stwierdzono wyzsze warto$ci wskaznika insulinooporno$ci HOMA, stezenia glukozy w 60°,
90°, 120°, stezenia insuliny w 0’, 60°, 90°, 120° i 180°, stezenia FFA w 0°, 30°, 60° i 120’
testu. W omawianej grupie genotypowej wartosci GIP byly znamiennie wyzsze u 0séb z MS
w 0’, 30’1 180’ testu, natomiast stezenie GLP-1 w 180’ znamiennie nizsze.

W DTTL u os6b z genotypami TT lub CT genu TCF7L2 w grupie MS stwierdzono
wyzsze wartosci glukozy w 2h, 6h, 8h,stezenie insuliny w trakcie catego testu — od Oh do 8h
oraz stezenia FFA w 4h testu.

Nie stwierdzono znamiennych réznic w wartosciach obu inkretyn w DTTL pomiedzy

grupami MS i C u 0s6b z genotypem TT lub CT genu TCF7L2.

PPAR-y
U os6b z genotypem CC genu PPAR-y, w DTTG w grupie MS stwierdzono wyzsze

warto$ci wskaznika insulinoopornosci HOMA, stezenie glukozy w 0°, 60°, 90°, 120°, 180,
stezenie insuliny w 0°, 60°, 90°, 120’ 1 180°, wartosci FFA w 0°, 30”, 60’ 1 90’ oraz 120’ testu.

W DTTL u o0s6b z genotypem CC genu PPARy w grupie MS stwierdzono wyzsze
wartosci glukozy w Oh, 6h, 8h, stezenia insuliny w trakcie catego testu — od Oh do 8h oraz
wyzsze stezenie FFA w 4h testu.

Nie stwierdzono znamiennych rdéznic w wartosciach inkretyn w obu testach
funkcjonalnych (DTTG oraz DTTL) pomig¢dzy grupami MS i C u 0s6b z genotypem CC genu
PPARy.

W grupie nosicieli genotypéw GG+CG genu PPARy w DTTG u oséb z MS

stwierdzono wyzsze wartos$ci wskaznika insulinoopornosci HOMA, stezenia glukozy w 0’,
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30°, 60°, 90°, 120°, wartosci insuliny w 0°, 60°, 90°, 120” i 180°, stezenia FFA w 0°, 30°, 60°,
90’1120’ testu.

W DTTL u 0s6b z genotypami GG lub CG genu PPARy w grupie MS stwierdzono
wyzsze wartosci glukozy w 2h oraz st¢zenia insuliny w trakcie catego testu — Oh do 8h.

Nie stwierdzono znamiennych roznic w stezeniach inkretyn w obu testach
funkcjonalnych (DTTG oraz DTTL) pomig¢dzy grupami MS i C u os6b z genotypami GG lub
CG genu PPARy.
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6.6 Uwagi krytyczne dotyczgce wykonanych badan

— Grupa MS jest ok. 2,5 raza liczniejsza wzgledem grupy C. Liczba M i K w obrgbie calej
grupy byla poréwnywalna, natomiast miedzy grupami MS i C ten stosunek byl nieréwny.
Jednak z uwagi, ze nie wykazano znamiennych réznic w dzialaniu inkretyn migdzy
ptciami, brak réwnego podziatu mezczyzn i kobiet w grupach MS 1 C nie odgrywat
znaczacej roli.

— Mala liczebno$¢ grup badanych mogla wptyna¢ na trudnosci w uzyskiwaniu znamiennosci
statystycznej otrzymanych wynikow (przy wyzszej liczebnosci grup mozliwe uzyskanie
wigkszej liczby istotnych statystycznie wynikéw). Dostgpne $rodki finansowe nie
zezwolily na wykonanie wiekszej iloSci badan biochemicznych. Nie jest to badanie typu
epidemiologicznego. Wszystkie wyniki, ktore uzyskaty znamienno$¢ przy tej liczebnosci,

posiadaja duzg moc statystyczng — czesto p<0,001.

— Mata liczebno$¢ dla GLP-1 - 10 os6b z grupy MS, 10 os6b z grupy C. Jest to

spowodowane duzym kosztem i stopniem trudnosci oznaczen tej inkretyny.

— DTTG trwajacy 180 minut obejmowal 1 oraz II faz¢ wydzielania GLP-1. W DTTL
pobierajac material/krew co 2 godziny uwzgledniono celowo jedynie Il faz¢ wydzielania
GLP-1. Oznaczania wykonywano zestawami na 40 probek. Zdobycie $rodkow
finansowych na badania nastapilo pdzniej w stosunku do zebranych probek. Totez o typie
wydzielania dowiedziano si¢ juz podczas realizacji projektu. Tym niemniej badanie miato
na celu sprawdzenie wptywu samych lipidow (bezposredni kontakt pokarmu z komoérkami

K, wchlonigcie si¢ czesci pokarmu bogatolipidowego z przewodu pokarmowego) — 1l faza.

— Rozklad alleli niezgodny z prawem Hardyego-Weinberga. Wyniki oznaczen genetycznych
przedstawiono jako dotyczace tylko grupy badanej

— Ze wzgledu na bardzo matg liczebno$¢ genotypowych grup TT w TCF7L2 oraz GG w
PPARy, do analizy statystycznej ich wyniki zostaly wiaczone do odpowiednich grup
heterozygotycznych TC genu TCF7L2 i GC genu PPARy, co jest praktykowane w

opracowaniach naukowych.
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7 Dyskusja i omowienie wynikow

Glownym celem pracy byto wykazanie wpltywu rodzaju pokarmu: positku
weglowodanowego Vs lipidowego, na uwalnianie inkretyn. Dokonano tego postugujac si¢
testami funkcjonalnymi: doustnym testem tolerancji glukozy (DTTG) i doustnym testem
tolerancji lipidow (DTTL, lipemii popositkowej), jako testow aktywujacych wydzielanie
inkretyn w warunkach wywotanego positkiem podwyzszenia st¢zenia substratow
energetycznych. Poniewaz wg wynikow badan asocjacyjnych GWA genomu ludzkiego
wykazano, ze polimorfizmy genéw TCF7L2 i PPARy wplywaja na rdéznicowanie (masg)
tkanki tluszczowej oraz usuwanie wolnych kwasow z krazenia, podj¢to probe wykazania
zwigzku wybranych polimorfizmow tych gendéw (o najwigkszym wplywie fenotypowym) ze

stezeniem inkretyn w badanej grupie.

7.1 Funkcjonalne testy (DTTG vs DTTL), a uwalnianie
inkretyn

7.1.1 Dobor badanych grup i testow czynnosciowych

Popositkowy stres wolnorodnikowo-zapalny, silnie indukowany
glukolipotoksyczno$cig (24, 25, 165), uszkadza komorki organizmu (akumulacja kropelek
lipidowych) w tym srodblonka naczyn, ale takze komorki beta trzustki. W konsekwencji
przyczynia si¢ to do zmniejszenia endogennej produkcji insuliny i rozwoju cukrzycy typu 2 z
jej powiklaniami. Inkretyny umozliwiaja przezycie komoérek [ w warunkach stresu
metabolicznego, hamujg ich apoptoze (173). Zjawisko to zostalo wykorzystane w praktyce do
namnazania komorek beta trzustki in vitro, w hodowlach tkankowych w badaniach nad

terapig komorkows cukrzycy (219, 174).

Do przedstawianego badania zostaty zakwalifikowane osoby z zespolem metabolicznym (wg
wytycznych IDF z 2005r (5), jako model, w ktorym juz rozwingly si¢ znaczne zaburzenia
gospodarki lipidowej i wgglowodanowej, ale jeszcze nie doszto do zalamania mechanizmow
obronnych organizmu (w tym niewydolno$ci samej osi inkretynowej) i rozwiniecia cukrzycy,
w tzw. stanie prediabetes. U pacjentow z MS inkretyny mogg jeszcze ochrania¢ komorki 3
trzustki (wywotujac nawet funkcjonalna hipertrofi¢ wysp), ktérych funkcja jest juz zaburzona,
ale ktore jeszcze nie ulegly catkowitemu uszkodzeniu, czy apoptozie jak to si¢ dzieje w

cukrzycy (175).
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Uwalnianie inkretyn po doustnej podazy glukozy, zostalo poznane w wyniku
zastosowania DTTG w porownaniu z dozylnym podaniem glukozy (176, 177). Mato
natomiast jest danych w pismiennictwie dotyczacych oceny uwalniania inkretyn przy uzyciu
DTTL (test lipemii popositkowej). Znaczenie doustnego testu tolerancji lipidow w
diagnostyce powiktan klinicznych zespolu metabolicznego (insulinoopornos$¢, uszkodzenie
komorek beta trzustki, cukrzyca, rozwoj uposledzenia funkcji $rodbtonka, nadci$nienie
tetnicze, miazdzyca — jako wynik glukolipotoksycznosci) zyskato uznanie dopiero kilka lat
temu (178).

W badanej grupie osob z MS w czasie DTTG zgodnie z przewidywaniem i dotychczas
publikowanymi doniesieniami (2, 3, 4, 7, 8), stwierdzono wyzszy wyrzut glukozy i insuliny
po przyjeciu positku, niz u zdrowych ochotnikow. Réwniez do 120 minuty DTTG 14 godziny
DTTL stezenie FFA byt znamiennie wyzszy w grupie z MS. Brak wptywu DTTL na stezenie
glukozy w obu grupach potwierdzit trafno$¢ doboru testu, sprawdzajacego wptyw lipidow na
wydzielanie inkretyn. W obu testach wyzsze warto$ci TG charakteryzowaly grupe MS.
Podobne wyniki i zaleznos$ci uzyskano po rozbiciu grup MS i C na podgrupy pod wzglgdem
pftci.

7.1.2 Stezenia inkretyn na czczo

Obserwowane w obecnej pracy stgzenia GLP-1 na czczo we wszystkich badanych
grupach byly porownywalne do opisywanych w piSmiennictwie. Zakres wartosci
referencyjnych dla GLP-1 u os6b dorostych wynosi zwykle 5-10 pmol/l (76), (w niniejszej
pracy srednio 3,37 pmol/l u os6b z MS oraz 3,84 pmol/l w grupie C). Natomiast stezenie GIP
wzgledem opisanych w publikacjach wartosci referencyjnych dla GIP - 0,06-0,1 nmol/l (300-
500 pg/ml) (76) byly nizsze (w tym badaniu stezenie GIP na czczo u 0sob z MS byt rowny
42,39 pg/ml, a w kontroli srednio 37,18 pg/ml). Roznice w stezeniach GIP na czczo w
badanej grupie mozna wytlumaczy¢ innym zestawem biochemicznym wybranym do
przeprowadzenia oznaczenia. Zakres wartosci ludzkiego GIP dla uzytego zestawu oraz
przyktadowa krzywa standardowa dla tej metody potwierdzaja poprawnos$¢ uzyskanych
wynikow dla celow porownawczych przy uzyciu tego wilasnie testu.

W obu badanych grupach — MS i C, jak réwniez po uwzglgdnieniu podziatu wzglgdem
ptci, stezenie inkretyn na czczo byly porownywalne. Potwierdza to prawidtowy dobor
pacjentow do badan; osoby z grupy badanej mialy rozpoznany zespdt metaboliczny, nie za$

cukrzyce typu 2 (177, 179). Wyniki badan dotyczacych oceny st¢zen inkretyn u pacjentow z
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cukrzyca dowodza, ze stg¢zenie GIP u chorych z DMt2 moze by¢ poréwnywalne, lub tez
podwyzszone w stosunku do ludzi zdrowych (179), natomiast stezenie GLP-1 obnizone (177).
Podobng tendencj¢ obserwowano w niniejszej pracy - st¢zenie GIP na czczo byto wyzsze u

0s0b z MS, natomiast GLP-1 nizsze, ale roznice te nie osiggnety znamienno$ci statystycznej.

W omawianej pracy zaobserwowano korelacje miedzy stezeniem inkretyn na czczo,
a niektorymi wskaznikami/parametrami otylosci. Zgodnie z doniesieniami, ze st¢zenie
GIP w surowicy wzrasta wraz z otyloscig (180, 181), w badaniu wszyscy uczestnicy oraz
osoby z MS o wyzszych wartoSciach BMI, cechowali si¢ wyzszymi st¢zeniami
podstawowego wydzielania GIP. Podobng zalezno$¢ miedzy wskaznikiem WHR, a GIP na
czczo stwierdzono u mezczyzn, zarowno z grupy MS jak 1 z grupy C. Natomiast zupelnie
przeciwnie przedstawialy si¢ zaleznosci miedzy GLP-1 na czczo, a wspomnianymi
wskaznikami. Im wszyscy uczestnicy badania i osoby w grupie C byli szczuplejsi (nizsze
BMI, ilosciowa zawarto$¢ tkanki thuszczowej), tym cechowali si¢ wyzszymi wartosciami
GLP-1 na czczo. Podobnie u kobiet z MS ujemna korelacja zachodzita migdzy BMI i
procentowg zawarto$cig tkanki thuszczowej, a stgzeniem GLP-1 na czczo. Wymienione wyzej
wyniki sg zbiezne z wynikami prac innych autorow. U oséb otytych i z DMt2 obserwuje si¢

nizsze warto$ci GLP-1 w porownaniu do osob zdrowych (177, 182).

Zaskakujace w prezentowanej pracy sa jedynie wyniki obserwowane w grupie
mezczyzn z MS, gdzie zawarto$¢ iloSciowa i1 procentowa tkanki tluszczowej wplywata
dodatnio na podstawowe wydzielanie GLP-1. Moze to mie¢ zwigzek z wptywem hormondéw
(testosteronu, czy innego prekursora hormonow sterydowych — aktywatorow czynnikow
transkrypcyjnych lub ich biatkowych no$nikéw), generowanych w tkance tluszczowej (76,
103). Ponadto ostatnio udowodniono, ze tkanka tluszczowa uwalnia DPP-4 rozkladajaca
inkretyny (101). Nie badano wplywu ptci na poziom tego enzymu we krwi, co mogloby by¢

istotnym dla wyjasnienia obserwowanego zjawiska.

Stezenie inkretyn na czczo, a cisnienie tetnicze. Do tej pory wigkszo$¢ doniesien
opisujacych zalezno$¢ migdzy stezeniem inkretyn, a wartosciami ci$nienia t¢tniczego dotyczy
badan na zwierzgtach. W dos$wiadczeniach na szczurach udowodniono, ze dozylna podaz
analogu GLP-1 aktywujacego receptor GLP-1R powoduje wzrost skurczowych,
rozkurczowych oraz $rednich warto$ci cisnienia t¢tniczego oraz wzrost czgstosci akceji serca
(76, 183). Oddzielne centralne oraz obwodowe podanie antagonisty GLP-1R spowodowato
cofniecie wymienionego efektu, co sugeruje, ze agonisci GLP-1R wywieraja swoj wptyw na

uktad sercowo-naczyniowy poprzez mechanizmy centralne i obwodowe (183).
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W przeciwienstwie do gryzoni, w badaniach na ludziach agonisci GLP-1R nie
wplywali istotnie na omawiane parametry w ludzkim organizmie (184). Chociaz w
pojedynczym badaniu na pacjentach z DMt2 obserwowano poprawe funkcji endotelium
naczyniowego w trakcie infuzji dozylnej GLP-1 (185). W omawianej pracy st¢zenia inkretyn
nie miaty znacznego wplywu na wartosci ci$nienia te¢tniczego. Tylko w grupie kontrolnej im
wyzsze odnotowywano wartosci GIP na czczo, tym stwierdzano wyzsze wartos$ci ci$nienia
rozkurczowego. Natomiast odwrotng zalezno$¢ stwierdzono u wszystkich uczestnikow
badania w przypadku GLP-1 - im wyzsze wartosci GLP-1 na czczo, tym nizsze wartosci
cisnienia rozkurczowego. Istnieja doniesienia na temat ochronnego wptywu GLP-1 na uktad
sercowo-nczyniowy (185). Ocena wplywu inkretyn na funkcj¢ $ciany naczyn wymagaja
jednak dalszych badan. Ostatnio pojawila si¢ publikacja grupy badaczy z Uniwersytetu w
Lund wykazujaca niekorzystny wplyw GIP na przebudowe $cian naczyn (186).

Inkretyny na czczo, a wskazniki gospodarki weglowodanowej. W podstawowym
wydzielaniu GIP i glukozy stwierdzono istotng wzajemng zalezno$¢ w calej grupie badanej,
oraz w podgrupie me¢zczyzn z MS 1 C potwierdzajaca dodatnig korelacje stezenia glukozy z
uwalnianiem GIP (63, 66, 76, 87). Stezenie GIP na czczo bylo rowniez wyzsze u kobiet z
grupy MS im wyzsze odnotowywano warto$ci insuliny na czczo. Natomiast przy analizie
wynikéw w catej grupie badanej, wyzsze wartosci GLP-1 na czczo byly uzaleznione od
nizszych stezen glukozy na czczo, podobnie w grupie MS 1 u me¢zczyzn z grupy MS i1 C.
Wyniki te s3 zgodne z danymi prezentowanymi w opracowaniach dotyczacych st¢zenia
inkretyn po doustnej podazy weglowodanow (63, 66, 76, 87). GIP i GLP-1 poprzez swdj
dodatni wplyw na synteze i uwalnianie z komoérek beta insuliny powoduja zwigkszone jej
stezenie z nastgpowym obnizeniem glikemii. Jest to efekt popositkowy (63, 66, 76, 87).
Natomiast podobne zaleznosci migdzy poziomami inkretyn, a poszczegolnymi parametrami
gospodarki weglowodanowej na czczo, moga sugerowa¢ udzial tych parametrow w
uwalnianiu inkretyn i vice versa w warunkach podstawowych. By¢ moze te wzajemne
zalezno$ci majag wplyw na utrzymanie rownowagi w podstawowym metabolizmie

weglowodanow.

Odnosnie zalezno$ci miedzy podstawowym wydzielaniem inkretyn, a stezeniem

lipidéw na czczo stwierdzono ujemne korelacje miedzy GIP 1 FFA u kobiet z grupy MS oraz
mi¢dzy GLP-1 i FFA dla catej grupy badanej i migdzy GLP-1 i TG w catej grupie badanej

oraz grupie C.
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Ujemna korelacja GIP z FFA jest zgodna z dotychczasowym pismiennictwem (76).
Anaboliczny wplyw GIP w tkance tluszczowej ujawnia si¢ m.in. pobudzeniem przez te
inkretyn¢ syntezy TG oraz reestryfikacji FFA, czyli poprawa zaleznego od stymulacji przez
insuling wbudowywania FFA do TG (hamowanie hormono-zaleznej lipazy tkanki
thuszczowej). Poza tym GIP redukuje zalezng od glukagonu lipolize (76). Dziatanie to moze
przeciwstawiac¢ sie w okresie spoczynku nocnego dziataniu hormonu wzrostu, uwalniajgcego

wilasnie FFA z tkanki thuszczowej w nocy - czyli w okresie migdzy positkami.

Natomiast nizsze warto$ci GLP-1 przy wyzszym stezeniu FFA na czczo zarobwno w
catej grupie, grupie MS jak i C sugeruje mniejsza stymulacje przez FFA uwalniania GLP-1
w okresie miedzy positkami, oraz na brak obronnego oddzialywania GLP-1 w
warunkach podstawowych przy wyzszych wartosciach FFA czy TG. Fakt, ze
obserwowano takie zaleznosci réwniez w grupie Kkontrolnej przemawia za istotnym
znaczeniem tego mechanizmu w ich wzajemnym oddziatywaniu. Ostabienie udzialu tej
inkretyny w podstawowej protekcji w warunkach podwyzszonych wartosci FFA czy
hipertriglicerydemii, na czczo moze by¢ pierwszym markerem rozprzgzenia mechanizmu

ochronnego komorek beta trzustki, zwlaszcza w warunkach hiperlipidemii

7.1.3 Uwalnianie inkretyn w testach czynnosciowych (DTTG vs
DTTL)

W omawianym badaniu krzywe uwalniania GIP i GLP-1 w obrebie poszczegdlnych
testow byly poréwnywalne we wszystkich badanych podgrupach pacjentéw. Natomiast
stwierdzono znamienng roéznic¢ w zaleznym od testu wydzielaniu inkretyn (AUC inkretyn) w
obrgbie tych samych grup — zaro6wno C jak 1 MS (p<0,001). Te same osoby po spozyciu
bogato lipidowego positku (DTTL) cechowaty si¢ znamiennie wyzszym AUC — GIP niz po
positku bogatoweglowodanowym (DTTG). Natomiast AUC - GLP-1 bylo statystycznie
wyzsze po DTTG, w porownaniu z DTTL u oséb w obrgbie badanych podgrup. Moze
$wiadczy to o tym, ze wiekszy wplyw na popositkowe wydzielanie GLP-1 maja
weglowodany przyjete doustnie, natomiast glownym aktywatorem wydzielania GIP sa
lipidy. Do podobnych wnioskéw doszli réwniez inni autorzy, ktorzy uwazaja, ze
fizjologicznym aktywatorem wydzielania GLP-1 jest positlek bogaty w weglowodany oraz
lipidy (76, 187), natomiast glownym stymulatorem wydzielania GIP u ludzi sg lipidy, a u
gryzoni i u $win weglowodany (76, 188). Ciekawym odkryciem jest rowniez to, ze ré6znego

typu lipidy o roznej zawartosci poszczegélnych kwasow thuszczowych majg rozny wptyw na
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uwalnianie GIP. Dlugotancuchowe kwasy thuszczowe bardzo mocno stymulujg wydzielanie
GIP, a kwasy tluszczowe o tancuchach o posredniej dlugosci nie majg tutaj zadnego wpltywu.
Ponadto jednonienasycone kwasy tluszczowe wydajg si¢ mie¢ wigkszy wplyw na wydzielanie
GIP, niz nasycone kwasy thuszczowe (189). Moze to wskazywaé na zwigzek uwalniania
GIP z iloscig i rodzajem FFA w diecie. Wykazano dodatnig korelacj¢ uwalniania GIP z
BMI, a wiadomo, ze w bogatej w TG tkance tluszczowej magazynowane sg wilasnie
dlugotancuchowe, mononienasycone kwasy ttuszczowe.

Badania ostatnich lat dotycza gléwnie efektu jaki wywieraja weglowodany przyjete w
positku na komorki K 1 L jelita cienkiego. Zwigzane jest to zapewne z rola inkretyn w
utrzymaniu homeostazy gospodarki weglowodanowej w organizmie. Niewiele jest za$ prac
dotyczacych wptywu na o$ inkretynowa diety bogatolipidowej, ktora stanowi gtowny czynnik
ryzyka rozwoju otytosci, cukrzycy typu 2 i w konsekwencji powiktan sercowo-naczyniowych
w populacji catego $wiata. Rijkelijkhuizen wraz z zespotem poréwnal wplyw rodzaju i
wielkosci spozywanego positku na popositkowy poziom glukozy, insuliny i inkretyn u os6b
zdrowych i z DMt2 (189). W badaniu brato udziat 18 pacjentow z DMt2 oraz 6 zdrowych
ochotnikow, ktérzy byli poddawani trzem 4-godzinnym rdéznym testom tolerancji. W
pierwszym tescie uczestnicy spozywali niewielki positek bogaty w weglowodany, w drugim
duzy positek bogaty w weglowodany, a w trzecim tescie przyjmowali positek bogaty w
thuszcze. Duzy positek weglowodanowy i positek bogaty w lipidy spowodowaty nieznacznie
wyzszy wyrzut insuliny i prowadzity do nieco krotszego okresu hipoglikemii w poréwnaniu
do niewielkiego positku weglowodanowego (190, 191). W prezentowanym badaniu
zalezno$ci te byly obserwowane jedynie w grupie o0s6b zdrowych. W obu grupach po
positkach weglowodanowych stwierdzono wyzszy wyrzut GLP-1 w poréwnaniu do jego
wyrzutu po positku thuszczowego. Natomiast w poréwnaniu z innymi rodzajami positkow, ten
bogatolipidowy powodowat wyrzut GIP i utrzymywanie jego wyzszych wartosci jeszcze po 2
godzinie testu. To badanie, wsparte jest innymi doniesieniami (192, 193), sugeruje ze glukoza
powoduje dwufazowy wyrzut GIP, z punktami maksymalnego st¢zenia GIP w okoto 5 i 45
minucie po przyjeciu positku z pozytywna korelacjg miedzy stezeniem we krwi wchionigtej z
przewodu pokarmowego glukozy, a wzrostem stezenia GIP we krwi. Spozycie thuszczy
powoduje wyzsza i dluzej trwajaca odpowiedz GIP w porownaniu do weglowodanow
(nasze obserwacje, 189). Podobnie w opisywanej pracy poziom GIP po positku
weglowodanowym osiggal swoje maksimum w 30 minucie (poréwnywalnie do 45 minuty w
badaniu Rijkelijkhuizena). W opisywanej pracy nie mierzono poziomu inkretyn w 5 minucie

testu, koncentrujgc si¢ na samym wplywie rodzaju pokarmu oddzialujacego na komorki
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uwalniajace te hormony, a nie na pierwszej fazie wydzielania inkretyn zwigzanej z uktadem
nerwowo-humoralnym.

Po pokarmie tluszczowym maksymalny punkt wyrzutu GIP odnotowano w
obecnym badaniu w 2 godzinie DTTL i byl on ok. 2x wyzszy niz w DTTG. Dodatkowo w
DTTL poziom GIP we krwi wracal do wyjSciowego stezenia w 8 godzinie po posilku, a
nie po 3 jak w DTTG. Podobne zaleznosci w dtugosci okresu podwyzszonego stezenia w
surowicy po positku obserwowano migdzy testami dla GLP-1, jednak maksymalne stezenie
tej inkretyny w 30 minucie DTTG i 2 godzinie DTTL byto niemalze rowne.

W poszczegdlnych grupach punkty czasowe maksymalnego wydzielania inkretyn w
czasie testu byty jak juz wspomniano takie same, tzn. najwyzsze st¢zenie GLP-1 osiagat w 30
minucie DTTG i 2 godzinie DTTL zaréwno w grupie MS jak i C. Tak samo w obu grupach
GIP osiggal najwyzsze wartosci miedzy 30 a 120 minutg DTTG (plateau), a w DTTL w 2
godzinie trwania testu. Takie same zaleznosci obserwowano po podziale uczestnikow
wzgledem plci dla GIP w obu testach i dla GLP-1 w DTTL. Badania te wymagaja jednak

dalszych obserwacji na wigkszej grupie uczestnikow.

Inkretyny w DTTG, a gospodarka weglowodanowa - wplyw plci. W badaniu
stwierdzono dodatnig korelacje migdzy stgzeniem GIP a glukoza oraz GIP a insuling w 30 i
180 minucie DTTG w calej grupie badanej i grupie MS. Zalezno$ci te potwierdzily si¢ u
kobiet z MS w 30 minucie dla glukozy i 180 minucie dla insuliny, a u m¢zczyzn z MS w 180
minucie dla glukozy i mezczyzn z MS 1 C w 30 minucie testu dla insuliny. Dodatnie korelacje
mi¢dzy GIP a poszczegdlnymi wskaznikami gospodarki weglowodanowej sa zgodne z
dotychczasowa wiedza (76, 78, 82, 83, 84, 188). Punkty czasowe, w ktorych osiggnely one
znamienno$¢ statystyczng w wymienionych grupach sa okresem maksymalnego wyrzutu GIP
(30 minuta DTTG) i1 okresem normalizacji jego stezenia (180 minuta DTTG) — punkty
ramowe plateau GIP.

Odnosnie GLP-1 w naszym badaniu stwierdzono ujemna korelacj¢ stgzenia tej
inkretyny ze st¢zeniem glukozy w 30 minucie u m¢zczyzn z MS i w 180 minucie DTTG u
kobiet z grupy C co nie jest w zgodzie z niektorymi doniesieniami (57, 58, 63, 76). Moze to
wynika¢ z indywidualnych réznic w odpowiedzi na podany bodziec stymulujacy u osob
zakwalifikowanych do badania, zwlaszcza u 0s6b z MS. W przysztosci by¢ moze nalezatoby
uwzglednié te réznice w badaniach nad poszukiwaniem potencjalnych markeréw poczatkoéw

niewydolno$ci komorek beta trzustki.
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Inkretyny w DTTG, a gospodarka lipidowa — wplyw plei. W badaniu stwierdzono
jedynie dodatnia korelacj¢ miedzy stezeniem GIP a TG w 4 godzinie DTTL u kobiet z
MS. Tu wydaje si¢ by¢ istotna wspomniana wyzej funkcjag GIP odnosnie wychwytu FFA do
tkanki thuszczowej. Inkretyna ta poprzez swa anaboliczne oddziatywanie aktywuje lipaze
lipoproteinowa, ktora hydrolizuje powstate po przyjeciu positku TG z chylomikronéw oraz
VLDL i wzmaga wychwyt FFA przez adipocyty (76, 188). Asmar z zespolem w swoich
pracach dotyczacych oceny efektu metabolicznego GIP w tkance tluszczowej opisuje, ze GIP
wraz ze wspotistnieniem hiperinsulinemii i hiperglikemii powoduje zwigkszony przeptyw
krwi przez tkank¢ thuszczowa, zwigkszony wychwyt glukozy, hydroliz¢ TG 1 reestryfikacje
FFA, co powoduje zwigkszone odkladanie TG w brzusznej i podskornej tkance thuszczowej
(194, 195). W warunkach prawidlowych stezen insuliny i glukozy, GIP nie wptywat znaczaco
na metabolizm tkanki thuszczowej, ani na przeptyw krwi w jej obrgbie. Podobne wyniki
uzyskano w badaniu, w ktorym zdrowym ochotnikom podawano dozylnie glukozg, albo
emulsje thuszczowa stosowang do zywienia pozajelitowego (Intralipid), lub oba roztwory
tacznie. Sam GIP nie miat wptywu na popositkowe stgzenia TG i FFA w surowicy, natomiast
w warunkach hiperglikemii i hiperinsulinemii GIP wspomagat usuwanie popositkowych
czastek TG 1 FFA z krazenia. W warunkach zaburzen metabolicznych — hiperglikemia i
hiperinsulinemia (grupa MS w prezentowanym badaniu) opisana wyzej funkcja GIP moze
pomaga¢ w normalizacji panujacych po spozyciu pokarmu warunkow

hipertriglicerydemii i hiperlipemii.

Stezenie GLP-1 w opisywanym badaniu korelowat ujemnie z FFA w grupie C w 8
godzinie DTTL oraz w grupie kobiet z C w 6 i 8 godzinie testu. Natomiast w grupie MS i u
kobiet z MS stezenie TG korelowato dodatnio ze st¢zeniem GLP-1 w 4 i 6 godzinie DTTL.
Ujemne korelacje miedzy GLP-1, a FFA w grupach kontrolnych, moga $wiadczy¢ o
wplywie ochronnym GLP-1 przed ,stresem metabolicznym” w warunkach zdrowia.
Dodatnia korelacja GLP-1 i TG w grupie MS moze sugerowa¢ niewydolno$¢ tego
mechanizmu, gdy juz doszto do zaburzen metabolicznych zwigzanych z MS, a zwlaszcza w
otytosci. To, ze w przypadku zaleznosci obu inkretyn od popositkowych pozioméw lipidow
pojawia si¢ grupa kobiet, moze §wiadczy¢ o wigkszym narazeniu tej pici na powiklania
zaburzen lipidowych spowodowanych niewydolno$cig mechanizméw ochronnych dziatania

inkretyn w poréwnaniu z m¢zczyznami.
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W obliczeniach porownujacych zaleznos¢ wyrzutu (AUC) oddzielnie dla GIP i GLP-1
z AUC glukozy w czasie DTTG oraz podobnej zaleznosci dla FFA w czasie DTTL we
wszystkich badanych podgrupach, nie uzyskano istotnosci statystycznej dla wynikéw GLP-1.
W poréwnaniu z badaniami pochodzacymi z innych o$rodkéw odnosnie ujemnego wptywu
otytosci, DMt2 na uwalnianie GLP-1 i jego wptyw insulinotropowy (76, 102, 103, 133, 176,
182, 188), brak uzyskania znamiennosci statystycznej W prezentowanym badaniu zwigzany
jest najpewniej z niskg liczebnoscig grupy. Natomiast w badaniu uzyskano znamienna
zalezno$¢ dla wartosci AUC-GIP a AUC-FFA w DTTL miedzy grupami MSi C (p =
0,035). Moze to przemawiaé za istnieniem réznej zaleznosci uwalniania GIP od FFA w
zalezno$ci od rozwoju MS. Splaszczenie krzywej wykresu regresji dla MS przemawia za

ostabieniem tej zalezno$ci u 0s6b z MS.

W wykonanej analizie regresji dla inkretyn w zaleznos$ci od st¢zen glukozy i FFA w
poszczegolnych grupach, dla kazdego punktu funkcjonalnych testow (DTTG i DTTL)

oddzielnie, stwierdzono znamienng zalezno$¢ GIP od stezenia glukozy w DTTG w punkcie

0’, 30’ 1 180” testu w calej grupie badanej i grupie MS, oraz w 0 i 180 minucie testu u

mezezyzn z grupy MS. Odpowiednio istotng statystycznie zalezno$¢ GLP-1 od stezenia

glukozy w DTTG stwierdzono w calej grupie badanej w 0 i 180 minucie, w grupie MS w

90’, a U mezczyzn z MS w 30 minucie testu.

W badaniu nie stwierdzono istotnych regresji poziomu GIP od stezenia FFA w
poszczegolnych punktach czasowych DTTL. Znamienno$¢ za$§ osiggnela zalezno$¢ stezenia
GLP-1 od stezenia FFA w DTTL w grupie C jedynie w punkcie 8h, a w grupie mezczyzn z

C w punkcie 6h.

Moze to swiadczy¢ o znaczeniu wykonywania testow funkcjonalnych, a nie
pojedynczego badania na czczo w diagnostyce ryzyka rozwoju niewydolnosci komorek
beta trzustki w zwigzku z niedoborem funkcji inkretyn.

Ponadto wyniki mogg sugerowaé inng zalezno$¢ regulacji uwalniania inkretyn w
okresie na czczo i w waznym okresie popositkowym. Nasze wyniki sugeruja, ze na czczo
uwalnianie GIP jest regulowane glownie przez stezenia FFA (uwalniane w nocy przez
dziatanie GH). GIP réwniez reguluje wychwyt FFA do tkanki tluszczowej (dodatnia korelacja
GIP z BMI). Stezenie GLP-1 jest niskie na czczo, a nawet spada gdy wartosci FFA s3 wyzsze.

Natomiast w okresie popositkowego zapotrzebowania na insuling i ochronnego
dziatania na komorki beta trzustki, obie inkretyny sa uwalniane przez glukoze¢ i lipidy, z tym,

ze dlugos¢ wydzielania inkretyn po DTTL trwa dluzej, a skrocenie czasu wydzielania
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inkretyn moze rzutowa¢ na utrate ostony, co jest niebezpieczne u pacjentow z wyzszym

poziomem FFA i glukozy (stres metaboliczny).

7.2 Adipokiny — hormony tkanki ttuszczowej, a wydzielanie
inkretyn

Jednymi z markerow zaburzen gospodarki metabolicznej organizmu s3 biatka

produkowane przez bialg tkanke tluszczowa np. badane w tej pracy leptyna, adiponektyna
oraz wisfatyna. Leptyna m.in. reguluje bilans energetyczny organizmu poprzez hamowanie
aktywnosci osrodka taknienia w podwzgorzu, hamuje syntez¢ lipidow w watrobie, zwieksza
wrazliwo$¢ tkanek na insuling. Hamujac wydzielanie insuliny, leptyna nasila proces lipolizy
tkanki tluszczowej powodujac wzrost uwalniania substratdw w procesach energetycznych
(wyrzut wolnych kwaséw thuszczowych) (38, 39). U o0sob otylych stwierdza si¢ wysokie
wartosci leptyny, korelujace z zawartoscig tkanki thuszczowej oraz zjawisko leptynoopornosci
(31,37).
Adiponektyna wptywa na szereg procesOw metabolicznych, szczeg6lnie przemiang glukozy 1
kwasoéw thuszczowych w watrobie i mig$niach, posrednio wpltywajac na wrazliwo$¢ na
insuling. Wykazuje w zwigzku z tym dzialanie przeciwzapalne, przeciwmiazdzycowe i
zwiekszajace insulinowrazliwos$¢ (40). W przeciwienstwie do wigkszosci adipokin, stgzenie
adiponektyny u 0sob otylych jest obnizone, co prowadzi do nasilenia insulinoopornosci.
Obnizony poziom adiponektyny we krwi jest uwazany za niezalezny czynnik ryzyka
wystapienia cukrzycy typu 2 (40, 44, 48).

Trzecie z badanych biatek, wisfatyna ma dziatanie insulinomimetyczne i
hipoglikemizujace. Pobudza réznicowanie si¢ preadipocytow do dojrzatych komorek
thuszczowych a przez to adipogenez¢. Wisfatyna indukuje ekspresje gendw indukowanych
PPAR-y: kompleks enzymatyczny syntazy kwasow tluszczowych, adiponektyny 1
acylotransferazy diacyloglicerolu (52). Ponadto zwicksza akumulacje TG 1 przyspiesza
synteze glukozy (51). W stanach przewlektego zapalenia stwierdzono istotnie wyzsze stgzenie
wisfatyny w surowicy krwi, oraz wyzsza ekspresje jej mRNA (53). W niektorych badaniach
przeprowadzonych u ludzi opisano pozytywna Korelacj¢ stezenia wisfatyny z ekspresja jej
MRNA w adipocytach tkanki trzewnej, z warto$cia BMI oraz procentowa zawarto$cig tkanki
thuszczowej w organizmie (53). Znaczaco wyzsze stgzenia wisfatyny stwierdza si¢ w

surowicy osob z zespotem metabolicznym i chorych leczonych z powodu cukrzycy typu 2.
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Oznaczenia stezen leptyny, adiponektyny i wisfatyny postuzyly jako markery
uzupetniajgce ocene stanu insulinowrazliwosci uczestnikoOw badania (196, 197). Zgodnie z
danymi z innych prac st¢zenie adipokiny w badanej grupie MS bylo znamiennie nizsze.
Stezenie leptyny bylo wyzsze w grupie MS, ale istotno$¢ statystyczng stwierdzono jedynie u
kobiet, gtownie w podgrupie kobiet z MS. Stgzenia wisfatyny w obu grupach byly
porownywalne. Dodatkowo w niniejszej pracy potwierdzono, ze wartosci leptyny byty
istotnie wyzsze w grupie kobiet. Leptyna pozytywnie korelowata z BMI w catej grupie
badanej, w grupie MS oraz u kobiet i mezczyzn z grupy MS. Adiponektyna negatywnie
korelowata z BMI w calej grupie badanej. Na podstawie piSmiennictwa wiadomo, ze leptyna
pozytywnie koreluje z BMI (198, 199), insuling na czczo (200) oraz stopniem
insulinooporno$ci (201). Adiponektyna za$ pozytywnie korelowata z wartosciami HDL-
cholesterolu oraz negatywnie ze stezeniem TG (202) i BMI (42, 44). Wyniki wyzej
cytowanych autoréw sg zbiezne z przedstawionymi w niniejszej pracy.

W badaniu nie stwierdzono znamiennej korelacji miedzy stezeniem GIP i GLP-1
w punkcie wyjsciowym obu testow, a stezeniem leptyny, adiponektyny, czy wisfatyny.
Wyniki te nie sg zgodna z innymi doniesieniami naukowymi. U gryzoni wykryto ekspresje
receptorow dla leptyny na jelitowych komorkach L. Leptyna stymuluje wydzielanie GLP-1 z
szczurzych, mysich i ludzkich komoérek L w badaniach in vitro, jak i in vivo u szczuréw i u
pozbawionych leptyny przez wyciszenie genu myszy ob/ob. U gryzoni wykazano, ze otytos¢
indukowana wysokolipidowg dietg jest zwigzana z oporno$cig na leptyng i zmniejszeniem
podstawowej i popositkowej (stymulowanej doustng glukozg) sekrecji GLP-1 (99).

W przedstawianym badaniu stwierdzono natomiast dodatnia korelacje miedzy
stezeniem wisfatyny, a wyrzutem GIP (AUC-GIP) w czasie trwania DTTG w calej
grupie badanej oraz w trakcie DTTL w calej grupie badanej, grupie z MS i u m¢zczyzn
z MS. W naszej badanej grupie korelacja z AUC-GLP1 nie uzyskata znamiennoS$ci

statystycznej. Wspoldziatania adipokin 1 inkretyn wymagaja dalszych badan.

7.3 Polimorfizmy badanych genow, a wydzielanie inkretyn

Udowodnionym jest zwigzek odpowiedzi kazdego organizmu (w tym i rozwoj
patologii), czyli fenotypu na zalezng od indywidualnego osobniczego genotypu reakcje na
zmiany $rodowiska (137, 163). Takze wigkszo$¢ zmian w naszym metabolizmie ma zwigzek

ze strukturg naszego genomu oraz jego funkcja (ekspresja gendw-synteza bialek zalezna od
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indywidualnego genotypu i zmian epigenetycznych). Wtlasnie najlepszym przykladem
oddziatywania genomu ze $rodowiskiem jest otytos¢, zespot metaboliczny i cukrzyca typu 2.

Same kwasy tluszczowe jak i rozpuszczalne w nich witaminy (np. witamina A,
zrodto kwasu retinowego, czy witamina E — cz¢é¢ ukladu antyoksydacyjnego), glikemia
(omawiane we wstepie epigenetyczne podstawy ,,pamieci metabolicznej”), reguluja ekspresje
genow zwigzanych z metabolizmem (43, 140, 154). Wolne kwasy tluszczowe i ich metabolity
sg takze aktywatorami receptorow jadrowych (czynnikow transkrypcyjnych) PPAR-6w,
regulujacych ekspresje gendow zwigzanych z metabolizmem lipidéw, roéznicowaniem si¢
(akumulacjg) tkanki thuszczowej, wychwytem FFA i glukozy z krazenia, wrazliwoscig na
insuling, synteza glikogenu (glukoneogenezg), ale i regulacjag odpowiedzi immunologiczno-
zapalnej (154, 160, 162, 165).

Znaczenie polimorfizmu wytypowanych przez badania GWA genéw omoédwiono
uprzednio. W niniejszej pracy, ze wzgledu na bardzo matlg liczebnos¢ genotypowych grup TT
w TCF7L2 oraz GG w PPARy oraz w oparciu o pismiennictwo (203) i rozktad alleli w
badanych grupach MS i C, do analizy statystycznej wyniki wspomnianych genotypdw zostaty
wlaczone do odpowiednich grup heterozygotycznych TC 1 GC SNP6w badanych genow.

W opisywanym badaniu u pacjentéw z zespolem metabolicznym istotnie czesciej
wystepowal allel C polimorfizmu rs7903146 genu TCF7L2 oraz allel C dla genu PPARy
(rs1805192). W grupie kontrolnej istotnie statystycznie dominowal allel T dla genu
TCL7F2 oraz G dla genu PPARy2. Dla TCF7L2 sa to wyniki roznigce si¢ od tych
podawanych w pi$miennictwie. Autorzy wielu prac udowodnili, ze to allel T w polimorfizmie
rs7903146 genu TCF7L2 odpowiada za zmniejszong sekrecj¢ insuliny (204, 205) czy
zaburzenia w insulinotropicznej funkcji inkretyn (203, 206). Jest to zapewne zwigzane z tym,
ze w niniejszej pracy rozktady czestosci genotypow genoéw TCL7F2 oraz PPARy2 w calej
grupie badanej nie byly zgodne z prawem Hardy-Weinberga. Dobrana grupa nie byta
zrownowazona pod wzgledem genotypow, dlatego wyniki dalszych analiz zostaty odniesione
jedynie do charakterystyki badanej grupy, nie za$ catej populacji Matopolski.

W przypadku genu PPARy wyniki badania byly zgodne z piSmiennictwem. To allel proliny
(allel C) jest tym zwigzanym z wyzszym ryzykiem wystgpienia cukrzycy (207).
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7.3.1 Polimorfizm genu TCF7L2 rs7903146 C/T

Polimorfizm TCF7L2 jest zwigzany z wigkszym ryzykiem rozwoju DMt2 poprzez
wplyw na zaburzenia w sekrecji insuliny, poprzez m.in. redukcje¢ syntezy GLP-1. Ostatnie
doniesienia sugerujg réwniez, ze ten polimorfizm zwigksza ryzyko DMt2 rowniez poprzez
modyfikowanie funkcji inkretyn (188, 203).

Villareal wraz z zespolem poréwnywal osoby z genotypem TCF7L2 zwigzanym z
wyzszym ryzykiem rozwoju cukrzycy (TT oraz TC polimorfizmu rs7903146) z nosicielami
dzikiego genotypu CC. Uczestnicy poddawani byli 5-godzinnemu DTTG oraz w inny dzien
mieli podawany dozylny wlew glukozy (203). Villareal stwierdzit, ze odpowiedz komorek 3
po DTTG byta o 50% nizsza u ludzi z genotypami niosgcymi ryzyko DMt2 - TT lub TC.
Rowniez efekt inkretynowy u tych osob byt zredukowany o ok. 30%. Po dozylnej podazy
glukozy nie obserwowano takich zaleznosci. Autorzy badania wyciagneli wniosek, ze
TCF7L2 zwicksza ryzyko DMt2 przynajmniej cz¢sciowo poprzez modyfikowanie wpltywu
inkretyn na wydzielanie insuliny, niezaleznie od efektu jaki wywiera na syntez¢ GLP-1 i GIP
(203).

W prezentowanej pracy u wszystkich 0séb z genotypem TT genu TCF7L2 w DTTG

stwierdzono nizsze wartosci wskaznika insulinoopornosci HOMA-IR, co wigzato si¢ z
istotnie nizszymi u tych osob stezeniami insuliny na czczo i w 180 minucie testu. Podobnie
jak we wspomnianym wyzej badaniu Villereala, w czasie catego DTTG stezenia insuliny byty
wyzsze (brak znamienno$ci statystycznej) w grupie CC, mimo ze odpowiedz GLP-1 na
DTTG byta poréwnywalna w obu grupach genotypowych — niezalezny od stezenia GLP-1
obnizony efekt inkretynowy u nosicieli zwigzanego z ryzykiem rozwoju DMt2 genotypu
TT lub TC polimorfizmu TCF7L2. Nizsze stezenia FFA od punktu wyjsciowego do 90
minuty trwania testu w grupie genotypowej TT+TC nalezaloby za§ wigza¢ z wyzszymi
stezeniami GIP w czasie catego testu, ze znamienno$cig w 60 minucie DTTG w porownaniu
do grupy os6b z genotypem CC. Istniejgca mozliwos¢ preferencji dietetycznej badanych osob
- zmiany diety, a regulujace ekspresje genéw zmiany epigenetyczne (metylacja, acetylacja
materialu genetycznego jader - DNA jak i histonéw, czy czynnikéw transkrypcyjnych (140)
utrudnia interpretacje obserwowanych wynikow.

Podobnie w DTTL u oséb z genotypem TT stwierdzono nizsze st¢zenie insuliny
(znamienne roznice tylko na czczo) oraz wyzsze wartosci GIP, istotne w 2 i 4 godzinie
trwania testu. Wyniki te sa zgodne z wynikami badania przeprowadzonego przez Musso z

zespotem. Poréwnywat on efekt wptywu polimorfizmu TCF7L2 157903146 C/T na
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popositkowa odpowiedz GIP w DTTL (208). Do grupy badanej wybrano osoby z
niealkoholowym sthuszczeniem watroby, ktore nie byty otyte, ani nie chore na DMt2. Grupe
kontrolng stanowili zdrowi ochotnicy. W czasie badania zostaty przeprowadzone DTTG oraz
DTTL. Genotyp wyzszego ryzyka TT i1 TC byl zwigzany z przedluzonym, wyzszym
stezeniem GIP po przyjeciu bogato-lipidowego positku, przy zmniejszonym efekcie
inkretynowym po DTTG — podobnie jak w badaniach Villereala.

Po uwzglednieniu podziatu na grupy MS i C, u osob z zespolem metabolicznym z
genotypem TT+TC genu TCF7L2 w DTTG stezenie GLP-1 bylo nizsze w porownaniu do
kontrolnego genotypu CC. Takich zaleznosci nie stwierdzono ani w grupie wszystkich
uczestnikow, ani w grupie C. Co prawda wspomniane réznice nie osiggnely istotnosci
statystycznej, ale poniewaz dane te s3 zgodne z literaturg (177, 182), mozna podejrzewac, a
wrecz sugerowa juz rozpoczynajaca sie¢ niewydolnos¢ syntezy GLP-1 w zespole
metabolicznym, ktora w przysziosci rozwinie si¢ w peing patologi¢ — nizsze wartosci GLP-1 u
chorych z DMt2 (177, 182). Przy obecnosci genotypu TT lub TC w zespole metabolicznym
stwierdzono réwniez wyzsze stezenia GIP z istotno$cig statystyczng w 30 i 60 minucie
DTTG. Podobnie st¢zenie GIP u tych osob bylo wyzsze gtownie w 4, 6 oraz w 8 godzinie
DTTL niz u 0s6b z genotypami CC. U 0s6b zdrowych (grupa C) stwierdzono jedynie nizsze
warto$ci GIP na czczo u ochotnikéw z genotypem TT lub TC.

Wyzsze stezenia GIP zwigzane z genotypami TCF7L2 odpowiedzialnymi za wyzsze
ryzyko DMt2 (TT+TC) moga by¢ wynikiem aktywacji $ciezki sygnatowej WNT (188). U
nosicieli polimorfizmu TCF7L2, Wnt3, podobnie jak podawanie litu (inhibitor kinazy syntazy
glikogenu 3B — GSK 3f) poprawia sekrecj¢ GIP poprzez zwigkszenie liczby kompleksow -
kateniny/TCF4 do proksymalnej czgsci promotorowego regionu GIP (209). Pod nieobecnosé¢
ligandow Wnt GSK-3f fosforyluje B-kateniny, doprowadzajac w rezultacie do ich szybkiej
degradacji. Natomiast, zgodnie z opisanym we wstepie szlakiem $ciezki WNT, zwigzanie
ligandu Wnt z receptorem btonowym Frizzled i koreceptorem LRP5/6, nastepuje aktywacja
biatlek Dvl, co prowadzi do hamowania GSK-3p i stabilizacji PB-kateniny, ktora tatwo
przedostaje si¢ do jadra komodrkowego, gdzie po potaczeniu z TCF4 aktywuja miejsce
promotorowe do transkrypcji GIP (210).

Porownujgc w omawianej pracy nosicieli tych samych genotypow badanych genéw
miedzy grupami MS i C stwierdzono u os6b z genotypem CC genu TCF7L2 w DTTG w
grupie MS wyzsze wartosci wskaznikow charakteryzujacych wiasnie zespot metaboliczny —

tzn. wyzsze wartosci wskaznika insulinoopornosci HOMA, st¢zenia glukozy w 0’, 60°, 90°,
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120°, stezenia insuliny w 0°, 60°, 90°, 120’ 1 180’ oraz stezenia FFA w 0°, 30’, 60°, 90’ 1 120’
testu. Rowniez w DTTL u tych osob stwierdzono wyzsze wartosci glukozy w Oh, 2h, 6h,
insuliny w trakcie catego testu — od Oh do 8h testu. Nie stwierdzono znamiennych réznic w
stezeniach inkretyn w obu testach funkcjonalnych (DTTG oraz DTTL) pomiedzy grupami MS
1 C u 0s6b z genotypem CC genu TCF7L2.

W grupie nosicieli genotypéw TT+TC genu TCF7L2 w DTTG u 0s6b z MS réwniez
dominowaly markery zespotu metabolicznego. Stwierdzono w tej grupie wyzsze wartosci
wskaznika insulinoopornosci HOMA, stezenia glukozy w 60°, 90°, 120°, insuliny w 0°, 60°,
90°, 120’ 1 180°, stezenia FFA w 0’, 30°, 60’ i 120’ testu. W omawianej grupie genotypowej
stezenie GIP bylo wyzsze u 0os6b z MS, znamiennie w 0°, 30° 1 180’ testu, natomiast stezenie
GLP-1 nizsze, znamiennie w 180’. Powyzsze dane sa zgodne z literaturg Swiatowg (76, 175,
177, 188).

Podobnie w DTTL u os6b z genotypami TT lub TC genu TCF7L2 w grupie MS
stwierdzono wyzsze wartosci glukozy (2h, 6h, 8h), insuliny w trakcie catego testu (od Oh do
8h) oraz stezen FFA, znamienne w 4h testu.

Nie stwierdzono znamiennych réznic w stg¢zeniach obu inkretyn w DTTL pomiedzy
grupami MS i C u 0s6b z genotypem TT lub TC genu TCF7L2.

Wykorzystujac powyzsze dane porownano krzywe odpowiedzi obu inkretyn na
doustng podaz weglowodanow (DTTG) i lipidow (DTTL) pomiedzy genotypami TT+TC
vs CC genu TCF7L2 z uwzglednieniem grup MS i C. Najwyzsze stezenie GIP w DTTG w
grupie genotypowej TT+TC osiggneto 300 pg/ml, natomiast w grupie CC jedynie 200 pg/ml.
W grupie genotypowej TT+TC stgzenie GIP byl wyzszy w grupie MS w czasie catego DTTG.
W grupie CC stezenia GIP miedzy MS 1 C byly porownywalne. W DTTL poziomy GIP
migdzy MS a C w obu grupach genotypowych byly poréwnywalne. Natomiast maksymalne
stezenie GIP u nosicieli allelu T bylo wyzsze wzglgdem grupy genotypowej CC zaréwno u
0s6b z MS jak i zdrowych. Wyniki te moga $wiadczy¢ o wiekszym wplywie weglowodanow
niz lipidow na popositkowy wyrzut GIP u oséb z zespolem metabolicznym, nosicieli
allelu T genu TCF7L2. Jest to sytuacja odwrotna niz opisywana powyzej synteza GIP w
warunkach podstawowej. Na czczo, tak jak juz to omowiono powyzej, to lipidy sg gtownym
stymulatorem dla wydzielania GIP w catej grupie badanych.

Wigkszos¢ prac poréwnujacych wpltyw rodzaju spozytego pokarmu na wydzielanie
inkretyn dotyczy albo samych warunkéw fizjologicznych (76) lub porownuje osoby zdrowe
do juz chorych na DMt2 (188), a przede wszystkim nie jest brane pod uwage oddziatywanie

genotypu na reakcj¢ organizmu. By¢ moze w tzw. prediabetes, u nosicieli allelow T genu
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TCF7L2 w okresie popositkowej ,,0strej” hiperglikemii to wtasnie weglowodany, nie lipidy
stymulujg do wyrzutu GIP 1 walki z patologicznymi warunkami glukotoksycznosci. Pacjenci z
MS majacy genotyp TT lub TC zwigkszajacy ryzyko cukrzycy sa znacznie obcigzeni

ryzykiem DMt2 zaleznie od rodzaju pokarmu. By¢ moze ich dieta powinna by¢ oparta

bardziej na produktach bogatych w weglowodany, ktére stymuluja wiekszy wyrzut

ochronnego GIP u nosicieli tego allelu.

W danych dotyczacych GLP-1 w DTTG w obu grupach genotypowych
odnotowywano nizsze stezenia GLP-1 w grupie MS wzglgdem C. U zdrowych uczestnikéw
najwyzsze stezenie GLP-1 w DTTG w obu grupach genotypowych bylo poréwnywalne i
osiggneto ok. 7 pmol/l. Natomiast stezenie to w grupie MS z genotypem CC bylo rowne ok. 6
pmol/l, a z genotypem TT+TC jedynie ok. 5 pmol/l. Wida¢, ze w obu grupach genotypowych
w MS obserwuje si¢ nizsze popositkowe stgzenie GLP-1, natomiast u nosicieli allelu T
wyrzut tej inkretyny, w odpowiedz na weglowodany, jest najstabszy. W DTTL w grupie
genotypowej CC obserwowano wyzsze wartosci GLP-1 w grupie MS wzgledem C. Natomiast
w genotypie TT+TC wyzsze wartosci GLP-1 charakteryzowaty zdrowych ochotnikow, co jest
zgodnie z pismiennictwem (206). Swiadczy to o tym, ze w grupie CC organizm z MS walczy
jeszcze z warunkami lipotoksycznosci popositkowej, natomiast u nosicieli alleli T ochronny
mechanizm inkretynowy jest juz niewydolny.

Opierajac si¢ na powyzszych danych sugerujacych wigksza role lipidow w
stymulacji GLP-1 w warunkach popositkowych u chorych z MS z genotypem CC, mozna

wysunac teorie, ze dieta tych 0sob powinna by¢ oparta bardziej na lipidach, ktére lepiej u tych

0s0b stymuluja popositkowy wyrzut ochronnie dzialajacego GLP-1.

7.3.2 Polimorfizm genu PPARy rs1801282 C/G

Ze wzgledu na szeroki zakres funkcji PPARY opisany we wstepie, jego mutacje moga
prowadzi¢ do istotnych efektow klinicznych. Najczesciej wystepujaca, zwtaszcza w Europie,
mutacja izoformy PPAR-y2, polimorfizm Prol2Ala zostal wybrany jako drugi do
opisywanego badania. Efektem klinicznym tej mutacji jest zmniejszenie aktywnosci
biologicznej receptora, co prowadzi do mniej efektywnej transkrypcji biatek zwigzanych z
izoformg y. U oséb z polimorfizmem Prol2Ala wykazano w tkance tluszczowej mniejsza

aktywno$¢ lipazy lipoproteinowej oraz oksydazy acetylo-koenzymu A (211). Cole i wsp.
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udowodnili zwigzek tej mutacji z BMI, wigkszym przyrostem masy ciata, podwyzszonym
stezeniem leptyny i wczes$niejszym ujawnianiem si¢ otytosci, szczegdlnie u kobiet (212).

W innych badaniach nie obserwowano wptywu tej mutacji na wielko§¢ BMI, co
thumaczy si¢ mozliwoscig zréznicowanej odpowiedzi adipocytéw na pobudzenie receptora w
zalezno$ci od rodzaju czynnika pobudzajacego. Poczatkowo w badaniach obejmujacych mate
grupy o0sob nie wykazano zwigzku polimorfizmu Prol2Ala z ryzykiem powstania cukrzycy
(164). Jednak wyniki metaanalizy (213) obejmujacej 3000 chorych na cukrzyce
jednoznacznie potwierdzaja rzadsze wystgpowanie zmutowanego allelu G u oséb z cukrzyca,
co potwierdzatoby jego prewencyjng role. Ostatecznie badania GWA potwierdzity silne
biologiczne powigzanie bialka kodowanego min. na genie PPARy z wystgpowaniem DMt2
(141). Allel alaniny Ala (allel G) wplywajac na czynno$¢ wydzielniczg tkanki thuszczowej,
zmniejsza mas¢ ciala, poprawia insulinowrazliwo$¢, przez co chroni przed rozwojem
cukrzycy. To allel odpowiedzialny za kodowanie proliny (allel C) jest tym zwigzanym z
wyzszym ryzykiem wystagpienia DMt2 (207).

Ekspresja genu PPAR-y zalezy mi¢dzy innymi od insuliny oraz dost¢gpnosci pokarmu,
a zwlaszcza FFA. U zwierzat glodzenie powoduje redukcje ekspresji wytacznie PPAR-y2, co
$wiadczy o decydujagcym wplywie tej izoformy na metabolizm tkanki thuszczowej (214). U
ludzi ekspresja PPAR-y jest wigksza u ludzi otylych, maleje za$ przy stosowaniu diety
redukcyjnej (214, 215).

W calej grupie badanej u osob z genotypem CC genu PPAR-y stwierdzono wyzsze
wskazniki charakteryzujace zaburzenia metaboliczne zwigzana z MS (glukoza, insulina,
HOMA, FFA) zarowno w DTTG jak i DTTL, co jest zgodne z pi$miennictwem (216).
Réznice te nie osiagnely jednak istotnosci statystycznej, jedynie znamiennie wyzsze byto
stezenie insuliny w 4 1 6 godzinie DTTL u 0s6b z genotypem CC w catej grupie, w 4 godzinie
DTTL u os6éb z MS o genotypie CC, natomiast w grupie C wyzsze st¢zenie insuliny w 4
godzinie i FFA w 6 godzinie DTTL.

W czesci badan dotyczacych zaleznosci miedzy genotypami genu PPARy, a
wydzielaniem inkretyn, nie stwierdzono znamiennych réznic w obu testach funkcjonalnych
(DTTG oraz DTTL) w catej grupie badanej, grupie MSi C.,

Poréwnujac w omawianej pracy nosicieli tych samych genotypow genu PPARy
miedzy grupami MS i C w obu grupach obserwowano jedynie istotne statystycznie rdznice

w zakresie wskaznikow zespotu metabolicznego. U 0sob z genotypem CC genu PPAR-y, w
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DTTG w grupie MS stwierdzono wyzsze warto$ci wskaznika insulinoopornosci HOMA,
stezenia glukozy w 0°, 60°, 90°, 120°, 180°, insuliny w 0°, 60°, 90°, 120’ i 180°, FFA w 0’,
30, 60’ 1 90” oraz 120’ testu. Natomiast w DTTL u o0s6b z genotypem CC genu PPARy w
grupie MS stwierdzono wyzsze wartosci glukozy w Oh, 6h, 8h, stezenia insuliny w trakcie
catego testu — od Oh do 8h oraz wyzszy poziom FFA w 4h testu.

Podobnie w grupie nosicieli genotypow GG+CG genu PPARy w DTTG u 0s6b z MS
stwierdzono wyzsze wartosci wskaznika insulinoopornosci HOMA, st¢zenia glukozy w 0’,
30°, 60°, 90°, 120°, insuliny w 0°, 60°, 90°, 120’ i 180°, poziomu FFA w 0°, 30’, 60°, 90 i
120" testu. W DTTL za§ u os6b z genotypami GG lub CG genu PPARy w grupie MS
stwierdzono wyzsze st¢zenie glukozy w 2h oraz insuliny w trakcie catego testu — Oh do 8h.
Nie stwierdzono istotnych statystycznie roznic w zakresie st¢zenia inkretyn miedzy grupami
genotypowymi CC i GG+CG genu PPARy migdzy osobami z MS i C.

Z uwagi na brak znamiennosci danych dotyczacych inkretyn w czgsci projektu
dotyczacego genu PPAR-y, porownujac krzywe odpowiedzi obu inkretyn na doustna
podaz weglowodanow (DTTG) i lipidow (DTTL) pomiedzy genotypami CC vs GG+CG
genu PPAR-y z uwzglednieniem grup MS i C, mozna bylto sugerowa¢ jedynie tendencje w
danych zaleznosciach. Nie stwierdzono zadnych réznic w odpowiedzi GIP na doustne
obcigzenie weglowodanami, czy lipidami miedzy grupami genotypowymi genu PPAR-y z
uwzglednieniem podzialu na MS i C. Podobnie nie bylo réznic miedzy obiema grupami
genotypowymi PPAR-y w zakresie popositkowych stezen GLP-1 w obu grupach badanych.
Natomiast tylko w grupie genotypu CC genu PPAR-y stwierdzono nieistotnie statystycznie,
ale nizsze stezenia GLP-1 w grupie MS w DTTG wzgledem o0s6b zdrowych. Moze to
sugerowal juz rozpoczynajacy si¢ poczatek niewydolno$ci osi inkretynowej i ochronnej
funkcji GLP-1 w warunkach glukotoksycznosci popositkowej u osob z MS, homozygot CC
polimorfizmu genu PPAR-y zwigkszajacym ryzyko wystgpienia otytosci, insulinoopornosci i
rozwoju DMt2 (212).

Z powyzszych danych wynika, ze w mechanizmie zwickszonego ryzyka DMt2
zwigzanego z allelem proliny polimorfizmu Prol2Ala genu PPAR-y, inkretyny nie wydajg si¢
odgrywac istotnej roli.

PiSmiennictwo dotyczace oceny zaleznoSci wydzielania inkretyn, rodzaju
przyjmowanego positku i genotypu polimorfizmu Prol2Ala genu PPAR-y nie jest az tak
bogate jak dotyczaca genu TCF7L2. Cze$¢ badaczy skupia si¢ raczej na roli tego genu nie w

.....

adipocytow i rozwojowi insulinoopornosci. U nosicieli allelu Ala aktywacja PPAR-y pod
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wptywem diety bogatothuszczowej jest o wiele mniejsza niz u nosicieli allelu dzikiego. Stad u
tych 0sob stwierdza si¢ mniejsza insulinoopornos¢ (213, 216). Poza tym udowodniono, ze
wzrost, rowniez po positku, ekspresji PPAR-y w watrobie 1 mi¢sniach szkieletowych znosi
toksyczne dziatanie lipidow (ochrona w warunkach lipotoksycznosci) (217).

W niedawno zarejestrowanym patencie (luty 2011r) Lanfear D. i Higgins L.
przedstawili prace nad zastosowaniem terapii stanowigcej kombinacje selektywnych
modulatoréw PPARY i inkretyn w prewencji i leczeniu stanéw przedcukrzycowych, otytosci,
cukrzycy 1 powiktan tych schorzen (218). Autorzy przekonuja w niej o wigkszej skuteczno$ci
1 mniejszej ilosci powiktan tak skojarzonej terapii w stosunku do stosowania kazdego leku w
monoterapii. Sg to nowe doniesienia W zakresie modeli terapeutycznych, ktore potrzebuja

czasu by sprawdzi¢ ich wady i skutecznos¢.

Leczenie cukrzycy, jak i zwigzanych z nig zaburzen gospodarki lipidowej nie zmienia
w istotny sposob odleglych powiklan naturalnego przebiegu choroby (219). Przetomowe
badania prospektywne cukrzycy typ 1 i 2 UKPDS (United Kingdom Prospective Diabetes
Study), prowadzone w latach 1976-1996, oraz badanie EPIC-NL-prevalent DM (European
Prospective Investigation into Cancer and nutrition NL- prevalent Diabetes Mellitus),
wykazato, ze zaden ze stosowanych wowczas schematow leczenia (wczesna, czy pdzniejsza
normalizacja glikemii) nie poprawial znaczaco dtugoterminowego rokowania w przebiegu
tego schorzenia (219). Uwidacznia to fakt, ze tzw. ,,pami¢¢ metaboliczna”- wczesne zmiany
epigenetyczne wynikajace z zaburzen poziomu substratow energetycznych, rzutuja na
ekspresje genoéw i1 odleglte powiklania/$miertelnos¢ w cukrzycy. Istnieje wielka potrzeba
lepszego poznania patomechanizmoéw tej choroby 1 wdrozenia, wynikajacych z danych
prowadzonych badan, nowych metod prewencji jak 1 leczenia, ktore dziatatyby

zapobiegawczo i1 op6zniatyby postep choroby.
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8 Wnioski koncowe

1.

W calej grupie, bez uwzglednienia genotypu, na czczo jak i w trakcie obu testow,
stezenia inkretyn nie r6znity si¢ miedzy grupami MS i C.

W catej grupie, bez uwzglednienia genotypu, gtownym stymulatorem wydzielania
GLP-1 s3 weglowodany, natomiast FFA sg gldéwnym aktywatorem uwalniania
GIP.

W catej grupie badanej potwierdzono zwigzek uwalniania inkretyn z badanymi
markerami insulinoopornosci i FFA na czczo. W okresie popositkowym
stwierdzono rdéznice w tej zalezno$ci miedzy pacjentami z grupy MS i C.
Stwierdzono istotne réznice migdzy stezeniem inkretyn na czczo, a badanymi
wskaznikami otytosci: dodatnie korelacje miedzy GIP a BMI oraz WHR; ujemne
migdzy GLP-1 a BMI oraz iloSciowa zawarto$cig tkanki thuszczowe;.

Zarowno glukoza jak i lipidy w okresie popositkowym aktywuja uwalnianie
inkretyn. Czas uwalniania inkretyn po doustnym przyjeciu lipidow (DTTL) jest ok.
2,5 raza dluzszy niz po glukozie (DTTG), co sugeruje zalezno$¢ od
bezposredniego kontaktu substratu metabolicznego ze Sluzéwka (okres
wchlaniania). Po pokarmie tluszczowym maksymalny wyrzut GIP byt istotnie
wyzszy W DTTL niz w DTTG. Swiadczy to, ze uwalnianie GIP przez lipidy
pokarmu odgrywa wazng role¢ w ostonie komoérek [ trzustki przed
glukolipotoksyczno$cig przy spozywaniu pokarméw wysokolipidowych.

Nizsze warto$ci GLP-1 przy wyzszym st¢zeniu FFA na czczo zaréwno w calej
grupie, grupie MS jak i C sugeruje mniejsza stymulacj¢ przez FFA uwalniania
GLP-1 w okresie mi¢dzy positkami, oraz na brak obronnego oddziatywania GLP-1
w warunkach podstawowych przy wyzszych wartosciach FFA czy TG.

Ujemne korelacje migedzy popositkowymi stezeniami GLP-1, a FFA w grupach
kontrolnych, moga $wiadczy¢ o mniejszym wptywie ochronnym GLP-1 przed
,»Stresem metabolicznym” w warunkach zdrowia. Dodatnia korelacja GLP-1 1 TG
w grupie MS moze sugerowac aktywacje mechanizmu ochronnego, gdy juz doszto
do zaburzen metabolicznych zwigzanych z MS.

Kobiety sg bardziej narazone na powiktania zaburzen lipidowych spowodowanych
niewydolnos$ciag mechanizmow ochronnych dzialania inkretyn w poréwnaniu z

mezczyznami.
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7.

8.

10.

11.

12.

13.

Potwierdzono znang zalezno$¢ alleliczng badanych polimorfizméw zwigzanych z
wigkszym ryzykiem rozwoju DMt2 ze wskaznikami prediabetes (MS) tj. gtownie
stezeniem insuliny 1 FFA.

Stwierdzono niezalezny od stezenia GLP-1 obnizony efekt inkretynowy w DTTG
u nosicieli genotypu TT lub TC polimorfizmu TCF7L2, ktory zwigzany jest z
ryzykiem rozwoju DMt2. Stwierdzone wyzsze st¢zenia GIP u nosicieli allelu T.
Porownujac krzywe odpowiedzi wyrzutu inkretyn na doustng podaz
weglowodandw i lipidow pomigdzy genotypami TT+TC vs CC polimorfizmu genu
TCF7L2 z uwzglednieniem grup MS 1 C, stwierdzono wickszy wpltyw
weglowodanow niz lipidow na popositkowy wyrzut GIP u oséb z zespolem

metabolicznym, nosicieli allelu T genu TCF7L2. By¢ moze dieta u tych oséb

powinna by¢ oparta bardziej na produktach bogatych w weglowodany, ktore

wlasnie u tych 0sOb stymuluja wiekszy wyrzut ochronnego GIP.

Wigksza stymulacja GLP-1 przez lipidy w warunkach popositkowych u chorych z

MS z genotypem CC polimorfizmu TCL7F2, moze sugerowaé, ze dieta u tych

0sOb powinna by¢ oparta bardziej na lipidach, ktore lepiej stymuluja popositkowy

wyrzut ochronnie dziatajacego GLP-1 u nosicieli tego allelu.

Inkretyny nie wydaja si¢ odgrywac istotnej roli w patomechanizmie rozwoju
DMt2 u nosicieli allelu proliny polimorfizmu Prol12Ala genu PPAR-y.

W omawianej pracy stezenia inkretyn nie miaty znacznego wptywu na wartosci
ci$nienia tetniczego.

W badaniu nie stwierdzono znamiennej korelacji mi¢dzy stezeniem GIP i GLP-1
na czczo, a wartosciami leptyny, adiponektyny, czy wisfatyny. Stwierdzono
natomiast zalezno$¢ stezenia wisfatyny od wyrzutu GIP (AUC-GIP) w czasie obu
testow funkcjonalnych: DTTG i DTTL. Korelacja wisfatyny z AUC-GLP1 nie
uzyskata znamienno$ci statystycznej. Wspotdzialania adipokin 1 inkretyn

wymagaja dalszych badan.

WNIOSEK KONCOWY: Powyzsze wyniki sugeruja mozliwo$¢ ustalenia

indywidualnego postepowania dietetycznego w prewencji i leczeniu uszkodzenia komoérek B i
rozwoju cukrzycy u pacjentdow z zespolem metabolicznym, zwlaszcza u nosicieli roznych
alleli polimorfizmu genu TCF7L2. W doborze diety pomocnym byloby wykonywanie testow

funkcjonalnych DTTG jak i DTTL z oznaczeniem stezen obu inkretyn.
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9 Streszczenie

Wstep: Otylo$¢ 1 zwigzany z nig zespot metaboliczny lub sama cukrzyca typu 2 sa
jednymi z najczeSciej wystepujacych choréb na $wiecie. W ostatnich latach liczba 0sob
dotknietych tymi schorzeniami istotnie wzrasta. W niektorych krajach rozwinigtych zjawisko
to przybrato charakter epidemii. Dotyczy ono takze takich obszaréw $wiata, gdzie nigdy
wczesniej nie bylo obserwowane i obejmuje wszystkie grupy wiekowe. Dlatego tez tak duzo
prowadzonych jest badan majacych na celu jak poznanie patomechanizméw tych schorzen i
wypracowanie nowoczesnych algorytméw prewencyjnych, diagnostycznych i leczniczych.

Wsréd badan prowadzonych od ponad 100 lat, jednym z obiecujacych narzedzi walki
z rozwojem cukrzycy typu 2 staly si¢ inkretyny. Sg to peptydowe hormony jelitowe
posiadajace dzialanie insulinotropowe oraz wywierajace cytoprotekcyjny wptyw na komorki
B trzustki. Wykorzystujac juz poznane ochronne funkcje inkretyn, ich agonisci 1 inhibitory
enzymu odpowiedzialnego za ich degradacj¢ (DPP-4) s3 obecnie nowym narzedziem
terapeutycznym w leczeniu cukrzycy 1 otyloSci. Do opisywanej grupy naleza
glukagonopodobny peptyd typu 1 (GLP-1, glucagon-like peptide-1) oraz glukozozalezny
polipeptyd insulinotropowy (GIP, glucose-dependent insulinotropic polypeptide). Hormony te
sa wytwarzane i uwalniane przede wszystkim z komorek K i L jelita cienkiego pod wptywem
bodzcow pokarmowych. Do najwazniejszych efektow ich dziatan nalezy stymulacja
uwalniania insuliny z komorek beta trzustki, przy czym ta aktywno$¢ insulinotropowa wg.
ustalonych kanonow, jest §cisle uzalezniona od aktualnej glikemii. Hormony inkretynowe
dziataja takze ochronnie, ,,cytoprotekcyjne” i proproliferacyjne na komorki beta trzustki oraz
wywieraja szereg innych dzialan wplywajacych na utrzymanie prawidtowej homeostazy
glukozy. Uwaza sig, ze defekt insulinotropowy inkretyn odgrywa istotng rol¢ w patogenezie
cukrzycy typu 2, zwlaszcza w jej poczatkowym okresie adaptacyjnego przerostu-hipertrofii
wysp i1 zwigkszonego uwalniania insuliny by utrzyma¢ normoglikemie.

Otylos$¢ nalezy do chorob o podtozu wielogenowym, w ktorych istotng role odgrywaja
zarbwno czynniki Srodowiskowe jak i genetyczne. Wsrdd grup/Sciezek metabolicznych
polimorfizmu genow biatek zwigzanych z otylo$cig mozna zaliczy¢ geny biatek regulujacych
apetyt, metabolizm lipidow 1 weglowodanow, rdéznicowania si¢ preadipocytow, ale i
polimorfizm czynnikéw transkrypcyjnych regulujacych ekspresj¢ tych gendéw. Wciaz
poszukiwane s3 geny odpowiedzialne za rozwoj otylos$ci 1 zwigzanych z nig MS 1 DMt2.
Badania asocjacyjne genomu ludzi (GWA- genome wide association study) wykazaty tylko

parg regionow (loci) na chromosomach znaczaco wptywajacych na rozwoj cukrzycy typu 2 u
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ludzi. Znamienne, ze znajduja si¢ w nich polimorfizmy gendéw odpowiedzialnych m.in. za
insulinowrazliwo$¢, roznicowanie si¢ tkanki tluszczowej (preadipocytow), stezenie wolnych
kwasow tluszczowych (FFA) w krazeniu, odpowiedZ immunologiczno-zapalng, a mianowicie
geny TCF7L2 (Transcription Factor 7-like 2) i gen czynnika proliferacji peroksysomow

PPAR-gamma (peroxisome proliferator-activated receptor).

Celem pracy byto przebadanie i poréwnanie wptywu wolnych kwasow ttuszczowych
i glikemii we krwi na uwalnianie inkretyn na czczo i w okresie popositkowym u 0s6b
zdrowych oraz z zespolem metabolicznym zwlaszcza u nosicieli alleli wybranych genow

promujacych wyzsze stg¢zenia wolnych kwasow thuszczowych w surowicy.

Metody: Badanie obj¢to 70 os6b. Do grupy badanej (MS) zakwalifikowano 50 oséb,

22 kobiet i 28 mezczyzn w wieku od 25 do 73 lat (srednio 53,39 + 11,86), ze wskaznikiem
masy ciata (BMI) powyzej 30 kg/m? z objawami zespolu metabolicznego (kryteria wg. IDF z
2005 roku). Grupe kontrolng (C) stanowito 20 zdrowych ochotnikéw ze Srednim BMI
wynoszacym 24 kg/m?, dobranych pod wzgledem wieku i pici do grupy badanych pacjentow
z zespotem metabolicznym. Ostatecznie w grupie kontrolnej pelne wyniki uzyskano u 18
0sob, 11 kobiet i 7 mezczyzn w wieku od 28 do 62 lat (srednio 43,5 £11,53). Ochotnikami
byli pacjenci Poradni Kliniki Endokrynologii U] CM oraz Poradni Leczenia Otytosci i
Zaburzen Lipidowych dziatajacej przy Katedrze Biochemii Klinicznej UJ CM.
Po wstepnej kwalifikacji lekarskiej uczestnicy byli poddani 3-godzinnemu DTTG (759
glukozy, wg WHO) oraz 8-godzinnemu DTTL (wg. Coulderc R. 1998) zawierajacemu 80g
thuszczu: 50% nasycone, 40% jednonienasycone i 10% wielonienasycone kwasy tluszczowe.
W czasie DTTG co 30 minut, w czasie DTTL co 2 godziny pobierano materiat do badan. W
probkach krwi oznaczano stezenie glukozy, insuliny, inkretyn (GIP, GLP-1), triglicerydow
(TG) oraz FFA. Na podstawie uzyskanych w DTTG wynikow obliczono rowniez wskaznik
oceny insulinoopornosci (homeostasis model assesment of insulin resistance, HOMA-IR).

W pierwszej probce krwi, pobranej na czczo, oznaczano rowniez stezenie cholesterolu
catkowitego (TCh) oraz frakcji HDL (HDL) i LDL (LDL) oraz adipokiny - leptyne,
adiponektyng¢ oraz wisfatyng.

Do oznaczen genetycznych uzyto metode analizy dlugosci amplifikowanych metoda
PCR (ang. polymerase chain reaction) wybranych fragmentéw DNA, poddanych dziataniu
odpowiednich enzymow restrykcyjnych (ang. restricted fragment length polymorphism,

RFLP). Badano obecno$¢ polimorfizmow genow odpowiedzialnych m.in. za réznicowanie
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tkanki thuszczowej (czyli posrednio za stezenie FFA we krwi) - genu TCF7L2 (rs7903146)
oraz genu PPARy2 (rs1801282).
Analize statystyczng przeprowadzono za pomocg pakietu STATISTICA 10 PL.

Wyniki: St¢zenie inkretyn na czczo nie r6znito si¢ migdzy grupami MS i C. W catej grupie
na czczo, bez uwzglednienia genotypu badanych, st¢zenie glukozy korelowato dodatnio z
GLP-1, natomiast st¢zenie FFA z GIP.

W catej grupie badanej potwierdzono zwigzek uwalniania inkretyn z badanymi
markerami insulinoopornos$ci i FFA w krazeniu gtownie na czczo. Natomiast w okresie
popositkowym stwierdzono roznice w tej zaleznosci w podgrupach badanych pacjentow: z
MS i C z uwzglednieniem pici. Bez wzgledu na podziat na grupy i pte¢ stwierdzono istotne
roznice migdzy stezeniem inkretyn na czczo, a badanymi wskaznikami otytosci: dodatnie
korelacje miedzy GIP a BMI oraz WHR; ujemne miedzy GLP-1 a BMI oraz ilosciowa
zawartoS$cig tkanki tluszczowe;.

Wykazano w badaniu, ze zaréwno glukoza jak i lipidy w okresie popositkowym
aktywuja uwalnianie inkretyn. Czas uwalniania obu inkretyn po doustnym przyjeciu lipidow
(DTTL) jest ok. 2,5 raza dluzszy niz po glukozie (DTTG) co sugeruje zalezno$¢ od
bezposredniego kontaktu substratu metabolicznego ze $luzéwka (okres wchianiania). Po
pokarmie thuszczowym maksymalny punkt wyrzutu GIP odnotowano w 2 godzinie DTTL i
byt on ok. 2 razy wyzszy niz w DTTG. Swiadczy to, ze uwalnianie GIP przez lipidy pokarmu
odgrywa wazna rol¢ w ostonie komorek [ trzustki przed glukolipotoksycznos$cia przy
spozywaniu pokarméw wysokolipidowych.

Nizsze wartosci GLP-1 przy wyzszym st¢zeniu FFA na czczo zardbwno w calej grupie,
grupie MS jak i C sugeruje mniejszg stymulacje przez FFA uwalniania GLP-1 w okresie
mi¢dzy positkami, oraz na brak obronnego oddzialywania GLP-1 w warunkach
podstawowych przy wyzszych wartosciach FFA czy TG. Ujemne korelacje migdzy
popositkowymi stgzeniem GLP-1, a FFA w grupach kontrolnych, moga $wiadczy¢ o
mniejszym wpltywie ochronnym GLP-1 na ,stres metaboliczny” w warunkach zdrowia.
Dodatnia korelacja GLP-1 i TG w grupie MS moze sugerowac¢ aktywacje mechanizmu
ochronnego, gdy juz doszto do zaburzen metabolicznych zwigzanych z MS. Z otrzymanych
danych wynika, ze kobiety w poréwnaniu z m¢zczyznami sg bardziej narazone na powiktania
wynikajagce z zaburzen lipidowych spowodowanych niewydolno$cia mechanizméw

ochronnych dziatania inkretyn.
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W badaniu potwierdzono (mimo tak matej grupy badanej) znang zaleznos$¢ alleliczng
badanych polimorfizméw zwigzanych z wigkszym ryzykiem rozwoju DMt2 ze wskaznikami
stanu przedcukrzycowego (MS) tj. gtownie stezeniem insuliny i FFA. Stwierdzono niezalezny
od stezenie GLP-1 obnizony efekt inkretynowy u nosicieli zwigzanego z ryzykiem rozwoju
DMt2 genotypu TT lub TC polimorfizmu TCF7L2 w DTTG. Wyzsze stezenia GIP u nosicieli
allelu T polimorfizmu genu TCF7L2 zwigzano z aktywacja $ciezki WNT.

Porownujac krzywe obrazujace zmiany stgzen obu inkretyn w odpowiedzi na doustng
podaz weglowodandw (DTTG) i lipidow (DTTL) pomiedzy genotypami TT+TC vs CC
polimorfizmu genu TCF7L2 z uwzglednieniem grup MS i C stwierdzono wigkszy wplyw

weglowodanow niz lipidow na popositkowy wyrzut GIP u 0s6b z zespotem metabolicznym,

nosicieli allelu T genu TCF7L2. Moze to sugerowac, ze zalecenia dietetyczne dla tych osob

powinny wskazywac raczej na diet¢ oparta raczej na produktach bogatych w weglowodany,

ktore wlasnie u tych 0s6b stymuluja wiekszy wyrzut ochronnego GIP.

Stwierdzona w badaniu wigksza stymulacja GLP-1 przez lipidy w_warunkach

popositkowych u chorych z MS z genotypem CC polimorfizmu TCL7F2, moze sugerowac, ze

dieta u tych os6b powinna by¢ oparta bardziej na lipidach, ktore lepiej stymuluja popositkowy

wyrzut ochronnie dziatajacego GLP-1 u nosicieli tego allelu.

Przy poréwnywaniu charakterystyki nosicieli tych samych genotypow polimorfizmu
genu PPARY migdzy grupami MS i C zaobserwowano jedynie istotne statystycznie réznice w
zakresie wskaznikow zespolu metabolicznego, ktore byty wyzsze u osob z genotypem CC
genu PPAR-y, niosacym ze soba wyzsze ryzyko rozwoju DMt2. Poréwnujac krzywe
odpowiedzi obu inkretyn na doustng podaz weglowodanéw (DTTG) i lipidow (DTTL)
pomigdzy genotypami CC vs GG+CG genu PPAR-y z uwzglednieniem grup MS 1 C nie
stwierdzono znamiennych statystycznie réznic. Z powyzszych danych wynika, ze w
mechanizmie zwigkszonego ryzyka DMt2 zwigzanego z allelem proliny polimorfizmu
Prol2Ala genu PPAR-y, inkretyny nie wydajg si¢ odgrywac istotnej roli.

Istniejg liczne prace, w ktorych wykryto zalezno$ci migdzy warto§ciami inkretyn,
gtownie GLP-1, a ci$nieniem tetniczym. W omawianym badaniu stezenia inkretyn nie miaty
znacznego wplywu na wartosci cisnienia te¢tniczego. Tylko w  grupie kontrolnej
odnotowywano wyzsze wartosci GIP U os6b z wyzszymi warto$ciami ci$nienia
rozkurczowego. Natomiast w przypadku oceny stezen GLP-1, stwierdzono odwrotng
zaleznos$¢ u wszystkich uczestnikow badania — tj. U 0s6b z wyzszymi wartosciami GLP-1 na

czczo, stwierdzano nizsze warto$ci ciSnienia rozkurczowego.
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W badaniu nie stwierdzono znamiennej statystycznie korelacji miedzy st¢zeniem GIP i
GLP-1 na czczo, a wartoscig leptyny, adiponektyny, czy wisfatyny. Stwierdzono natomiast
dodatnig korelacje migdzy stezeniem wisfatyny, a wyrzutem GIP (AUC-GIP) w czasie
trwania DTTG w calej grupie badanej oraz w trakcie DTTL rowniez w calej grupie badane;j,
grupie z MS i u mezczyzn z MS. Nie znaleziono znamiennosci statystycznej miedzy
stezeniami wisfatyny a AUC-GLP1. Wspotdziatania adipokin i inkretyn wymagaja dalszych
badan.

Whioski: Powyzsze wyniki sugeruja mozliwos¢ ustalenia indywidualnego
postepowania dietetycznego w prewencji 1 leczeniu uszkodzenia komoérek B i1 rozwoju
cukrzycy u pacjentow z zespotem metabolicznym, zwlaszcza u nosicieli roznych alleli
polimorfizmu genu TCF7L2. W doborze diety pomocnym byloby wykonywanie testow
funkcjonalnych DTTG jak i DTTL z oznaczeniem stezen inkretyn GLP1 i GIP.

173



Summary

Introduction: Obesity, connecting with it metabolic syndrome and diabetes mellitus
type 2 (DMt2) are nowadays one of the most common diseases in the world. The number of
people treated because of these disorders is being increasing dramatically. In some
industrialized countries this phenomenon has reached epidemic dimensions. It appears in
world regions, where it has never been found before and concerns all age groups. That is why
S0 many research studies about its pathomechanisms and modern prophylactic, diagnostic,
therapeutic algorithms are introduced.

Among investigations which have been performed over years, one very promising tool
against diabetes mellitus type 2 development are incretins. These are intestinal peptic
hormones, which first of all have an insulinotropic and cytoprotective influence on pancreatic
B cells. Knowing their protective functions, their agonists and inhibitors of their degradation
enzyme (DPP-4) are nowadays a new therapeutic tool in the treatment of DMt2 and obesity.
This described group encompasses the glucagon-like peptide-1 (GLP-1) and glucose-
dependent insulinotropic polypeptide (GIP). Under the influence of nutritive stimuli, incretins
are produced and released first of all from K and L cells of the small intestine. Their most
important effect is the activation of insulin secretion from pancreatic B cells, but this
insulinotropic activity is tightly dependent on the presence of glycaemia. Incretins have also a
cytoprotective and proproliferative effect on pancreatic B cells and many other functions
indispensable for keeping proper glucose homeostasis. It is thought that the insulinotropic
defect of incretins plays an important role in DMt2 pathogenesis, especially during its first
adaptive period of islet cells hypertrophy and increased insulin release to keep
normoglycaemia.

Obesity belongs to polygenetic diseases, in which environmental and genetic factors
are of great importance. Alterations in genes encoding proteins responsible for the regulation
of appetite, lipid and glucose metabolism, and preadipocyte differentiation, as well as
polymorphisms in transcription factors, which regulate the expression of these genes, can be
listed among alterations in genes connected with obesity. Genes responsible for the
development of DMt2 and connected with it MS are still under investigation. Genome-wide
association studies (GWAS) have shown only few chromosome regions (loci) significantly
connected to DMt2 in men. Importantly, specific gene polymorphisms are located in these
loci — inter alia in genes responsible for insulin sensitivity, adipose tissue differentiation

(preadipocytes), free fatty acids (FFA) metabolism, and immune-inflammatory response.
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Examples of these are genes coding for Transcription Factor 7-like 2 (TCF7L2) and

peroxisome proliferator-activated receptor (PPAR-gamma).

The Aim of the study was to investigate and compare the influence of lipids and
glycaemia on fasting and postprandial incretin release in healthy controls and patients with
metabolic syndrome, especially in carriers of selected alleles of genes responsible for higher
concentrations of FFA in blood, the presence of which is connected with a higher risk of
DMt2.

Patients and Methods: In this study participated 70 volunteers. Among 50
participants of the investigation group (MS) were 22 women and 28 men aged from 25 to 73
years (on average 53,39 + 11,86), with body mass index (BMI) above 30 kg/m?, selected in
accordance to IDF criteria of metabolic syndromes published in 2005. The control group (C)
consisted of 20 healthy volunteers with a mean BMI of 24 kg/m?, adjusted in terms of age and
gender to the MS group. Finally, in group C only 18 people completed all results (11 women
and 7 men) aged from 28 to 62 years (average 43,5 £11,53). Volunteers were patients of Out-
patients Clinics: the Clinic of Endocrinology UJ CM and the Out-patient Clinic of Obesity
and Lipid Disorder Treatment at the Department of Biochemistry UJ CM.

Participants underwent a 3-hour oral glucose tolerance test - OGTT (759 glucose,
WHO) and (with a two weeks distance period) an 8-hour oral lipid tolerance test - OLTT
(Coulderc R. 1998), which contained 80g of fat, made up of 50% saturated, 40%
monounsaturated and 10% polyunsaturated fatty acids. Every 30 minutes during OGTT and
every 2 hours during OLTT blood concentration of glucose, insulin, incretins (GIP, GLP-1),
triglycerides (TG) and FFA was measured. Basing on data from the OGTT homeostasis
model, the assessment of insulin resistance (HOMA-IR) was calculated. In the first blood
sample taken in the fasting state, the standard lipidogram (levels of total cholesterol and
fractions of HDL, LDL) as well as concentrations of adipokines (leptin, adipokine and
visfatin) were also measured.

For genetic measurements the RFLP method was used. DNA was harvested from
venous blood cells. The presence of polymorphisms responsible inter alia for adipose tissue
differentiation (indirectly for blood concentration of FFA) —polymorphisms in the genes
TCF7L2 (rs7903146) and PPARy2 (rs1801282) were investigated.

Statistical analysis was performed by the computer program STATISTICA 10 PL.
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Results: In the whole investigation group the relation between the concentration of
incretins with examined insulin resistance markers and fasting FFA was confirmed.

Fasting incretin concentration did not differ between MS and C groups. In the whole
group, in the fasting state, without considering the genotype, GLP-1 secretion positively
correlated with carbohydrates, while FFA level correlated with GIP.

In the postprandial period a gender-dependent differences in this relation in subgroups
MS, and C was found. Irrespective of patients classification (MS, C, gender), in the whole
group of patients a significant correlation between fasting levels of incretins and the studied
parameters were observed: a positive correlation between GIP and BMI or WHR; a negative
one between GLP-1 and BMI, and a quantitative amount of adipose tissue.

The study demonstrated that both glucose and lipids activate incretin secretion in the
postprandial period. The time of the release of both incretins after oral lipid intake (OLTT)
takes 2.5 times longer than after glucose intake (OGTT), what suggests a dependence on the
direct contact of metabolic substrate with intestine mucosa (absorption time). After fatty food
the maximal point of GIP output was after 2 hours of OLTT and was 2 times higher than in
OGTT. This might indicate that GIP release by lipids from food can play a very important
role in pancreatic B cell protection against glucolipotoxicity after high lipid food intake.

A lower concentration of GLP-1 in the case of higher fasting concentrations of FFA in
the whole group of patients, as well as in MS and C subgroups, suggests a weak stimulatory
effect of FFA on GLP-1 release between meals, and a lack of protective influence of GLP-1 in
the fasting state, by higher concentrations of FFA and TG in blood. Negative correlations
between postprandial concentrations of GLP-1 and FFA in group C also confirm the lower
protective influence of GLP-1 on “metabolic stress” in healthy persons. The positive
correlation between GLP-1 and TG in the MS group can suggest the activation of a protective
mechanism, when metabolic disorders connected with MS have already occurred. The
obtained results point that women are more vulnerable than men to complications resulting
from dyslipidemia and the protective action of incretins.

In this study, despite a rather small investigated group, the correlation between the
known allelic polymorphisms rs7903146 in TCF7L2, as well as rs1801282 in PPAR-y,
connected with higher risk of DMt2 with the prediabetes (MS) markers (insulin and FFA
concentrations) was found. The decreased GLP-1 concentration was detected in carriers of the
TT or TC genotype of the TCF7L2 polymorphism in OGTT. A higher concentration of GIP in

rs7903146 T allele carriers was found.
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Comparing curves showing incretins concentration changes in response to oral
carbohydrates (OGTT) or lipids (OLTT) intake between genotypes TT+TC vs CC of the
polymorphism in TCF7L2 (in the MS and C group) it was found out that carbohydrates have a
higher influence on postprandial GIP output than lipids in patients with MS, carriers of allele

T of the TCF7L2 gene. This suggests that the dietary recommendation for these patients

should stress the carbohydrate-based diet which seems to stimulate GIP with its protective

activity output in these T allele carriers.

The higher stimulation of GLP-1 by lipids in the postprandial state in patients with MS
and the CC polymorphism of TCF7L2, observed in this study, can suggest that the dietary

recommendation for these patients should be based rather on lipid-rich products, which

stimulate a higher postprandial protective GLP-1 output by carriers of the C allele of this

genotype.
For the investigated PPARy polymorphism genotype, only the differences in values of

metabolic syndrome markers between MS and C groups were statistically significant. These
values were higher in patients with the CC genotype of PPAR-y, which is the genotype
connected with a higher risk of DMt2 development. Comparing incretin concentration
changes in response to oral carbohydrates (OGTT) and lipids (OLTT) between genotypes CC
vs GG+CG of the PPAR-y polymorphism (in MS and C group) did not reveal any
statistically significant differences. From the above results it may be suggested that incretins
do not play an essential role in the mechanism of higher risk of DMt2 development connected
with the prolin allele of the Pro12Ala polymorphism of PPAR-y. There are some studies, in
which a relation between concentrations of incretins, (especially GLP-1) and arterial blood
pressure was discovered. In this work no significant correlation between incretin
concentrations and blood pressure value was found. Only in C allele carriers higher
concentrations of GIP were noticed in people with higher diastolic blood pressure values. In
case of GLP-1 concentrations the opposite tendency in the whole group of volunteers was
noticed. By persons with higher fasting GLP-1 concentrations a lower diastolic blood pressure
was detected.

In this study no significant correlation between fasting GIP and GLP-1 vs fasting
concentrations of measured adipokines: leptin, adiponectin and visfatin was found. However,
a positive correlation between the concentration of visfatin and GIP output (AUC-GIP) during
the functional tests: OGTT as well as in OLTT in the whole group, as well as in MS and men

with MS was noticed. No statistical significance between visfatin concentrations and AUC-
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GLP1 was found. Thus the co-operation between adipokines and incretins needs further

studies.

Conclusions: The above results suggest the possibility of establishing rules of
individual dietary recommendations in the prevention and treatment of pancreatic B cells
damage leading to DMt2 development in patients with MS, especially in carriers of different
alleles of the examined polymorphism of TCF7L2. Diet selection should be based on the
results of functional tests (OGTT and OLTT) performed with a parallel measurement of

concentrations of the incretins GLP-1 and GIP.
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