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WYKAZ SKROTOW

A —adenina

ACR — wspotczynnik albumina / kreatynina (ang. albumin / creatynine ratio)

Ala — alanina

Arg — arginina

Asn — asparagina

apo All — apolipoproteina All

apo CIII — apolipoproteina CIII

apo(a) — apolipoproteina (a)

apoM — apolipoproteina M

BMI — indeks masy ciata (ang. body mass index)

bp — para zasad (ang. base pair)

C —cytozyna

CEL - esteraza cholesterolowa (ang. carboxyl-ester lipase)

CHOD-PAP — ang. Cholesterol Oxidase Phenol 4-Aminoantipyrine Peroxidase

CMUJ - Collegium Medicum Uniwersytetu Jagiellonskiego

Cys — cysteina

DNA - kwas dezoksyrybonukleinowy (ang. deoxyribonucleic acid)

ELISA — enzymatyczny test immunoadsorpcyjny (ang. enzyme-linked immunosorbent assay)
G — guanina

GCK - glukokinaza, gen glukokinazy (ang. glucokinase)

GIn — glutamina

Gly — glicyna

GOD-PAP - ang. Glucose Oxidase-Phenol 4-Aminophenazone Peroxidase

GPO-PAP — ang. Glycerol Phosphate Oxidase Phenol 4-Aminoantipyrine Peroxidase
HbA . — hemoglobina glikowana

HDL - lipoproteiny duzej gestosci (ang. high density lipoproteins)

HGMD - baza mutacji gendéw czlowieka (ang. Human Gene Mutation Database)

His — histydyna

HNF — hepatocytowy czynnik jadrowy (ang. hepatocyte nuclear factor)

HPLC — wysokowydajna chromatografia cieczowa (ang. high performance liquid chromatography)
IFG — nieprawidtowa glikemia na czczo (ang. impaired fasting glucose)

IGT — uposledzona tolerancja glukozy (ang. impaired glucose tolerance)

IPF1 — 1 czynnik promotora insuliny (ang. insulin promoter factor 1)

Kir6.2 — podjednostka kanatu potasowego (ang. inwardly rectifying potassium (K') channel)
KLF11 — czynnik transkrypcyjny homologiczny z biatkiem Kriippela (ang. Kruppel-like factor 11)
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LADA - utajona autoimmunologiczna cukrzyca dorostych (ang. latent autoimmune diabetes of the
adults)

LDL - lipoproteiny matej gestosci (ang. low density lipoproteins)

Leu — leucyna

LOH - utrata heterozygotycznosci (ang. loss of heterozygosity)

MIDD - cukrzyca z ghichotg dziedziczaca si¢ w sposdb matczyny (ang. maternally inherited
diabetes with deafness)

MODY - cukrzyca typu dorostych wystepujaca u mtodziezy (ang. maturity-onset diabetes of the
young)

mRNA — matrycowy kwas rybonukleinowy (ang. messenger ribonucleic acid)

NEURODI — 1 neurogenny czynnik réznicowania (ang. neurogenic differentiation 1)

OGTT - doustny test obciazenia glukoza (ang. oral glucose tolerance test)

ORF - otwarta ramka odczytu (ang. open reading frame)

PCR — polimerazowa reakcja tancuchowa (ang. polymerase chain reaction)

Phe — fenyloalanina

PNDM - przetrwata cukrzyca noworodkowa (ang. permanent neonatal diabetes mellitus)

POU — domena wigzaca DNA, opisana w biatkach Pit-1, Oct-1 i Unc-86

POU-H — homeodomena, subdomena w dominie POU

POU-S — subdomena domeny POU (ang. POU specific)

Pro — prolina

RCAD - torbiele nerek i cukrzyca (ang. renal cysts and diabetes)

RFLP - polimorfizm dhugosci fragmentow restrykcyjnych (ang. restriction fragment length
polymorphism)

SD — odchylenie standartowe (ang. standart deviation)

Ser — seryna

SURI1 — receptor sylfonylomocznika 1 (ang. sulphonylurea receptor I)

T — tymina

TCF1 — czynnik transkrypcyjny 1 (ang. transcription factor 1)

Thr — treonina

tRNA — transportujacy RNA, kwas rybonukleinowy (ang. transfer rybonucleic acid)

Trp — tryptofan

USG - ultrasonografia, badanie ultrasonograficzne

Val — walina

WHO — Swiatowa Organizacja Zdrowia (ang. World Health Organization)

WHR — wskaznik talia / biodro (ang. waist / hip ratio)
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1. WSTEP

Cukrzyca jest jednym z najpowazniejszych probleméw medycznych wspodtczesnosci,
szczegllnie w krajach uprzemystowionych. Dotyka ona kilku procent populacji europejskich,
a liczba chorych stale si¢ zwigksza [1]. Szacuje si¢, ze w Polsce moze by¢ nawet 2 miliony
pacjentdéw z cukrzyca [2]. Cukrzyca jest jednym z najwazniejszych czynnikow ryzyka chordb
sercowo-naczyniowych, gléwng przyczyna utraty wzroku w krajach rozwinigtych i najczestsza
przyczyna schylkowej niewydolnosci nerek. Powiklania cukrzycy czesto powoduja czasowa
niezdolno$¢ do pracy oraz trwate inwalidztwo. Oczekiwana dlugo$¢ zycia ulega istotnemu
skroceniu w konsekwencji diagnozy cukrzycy. Choroba ta stanowi duze wyzwanie dla catego
srodowiska medycznego, pacjentéw, ich rodzin oraz calych spoteczenstw.

1.1 Definicja i klasyfikacja cukrzycy

Pojecie cukrzycy obejmuje szereg schorzen, ktérych wspdlnym mianownikiem jest
przewlekle podwyzszony poziom glukozy we krwi [3]. Zgodnie z wytycznymi Polskiego
Towarzystwa Diabetologicznego cukrzyce mozna rozpozna¢ po dwukrotnym stwierdzeniu
nieprawidlowosci w nastepujacych sytuacjach: oznaczenie glikemii na czczo, doustny test
obcigzenia glukoza lub oznaczenie glikemii przygodnej przy wspolistniejacych objawach
klinicznych [4]. Zasady diagnostyki cukrzycy, nazewnictwo stanow hiperglikemicznych oraz

normy stezenia glukozy w osoczu przedstawia Tabela 1.
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Tabela 1. Zasady diagnostyki cukrzycy i nazewnictwo stanow hiperglikemicznych.

Rodzaj pomiaru

Stezenie glukozy w
osoczu

Interpretacja wyniku

Oznaczenie glikemii przygodne;j

> 200 mg/dl (11,1 mmol/l)

Rozpoznanie cukrzycy przy
wystepowaniu typowych objawéw
choroby

Oznaczenie glikemii na czczo

<100 mg/dl (5,6 mmol/l)

Prawidtowa glikemia na czczo

100 — 125 mg/dI (5,6 — 6,9
mmol/l)

Nieprawidtowa glikemia na czczo
(IFG — impaired fasting glucose)

> 125 mg/dl (7,0 mmol/l)

Cukrzyca

Oznaczenie glikemii w 120 minucie

< 140 mg/dl (7,8 mmol/l)

Prawidtowa tolerancja glukozy

140 — 199 mg/dI (7,8 — 11,0

Nieprawidtowa tolerancja glukozy

doustnego testu obcigzenia glukoza mmol/l) (IGT — impaired glucose tolerance)

(OGTT - oral glucose tolerance test)

> 200 mg/dl (11,1 mmol/l) Cukrzyca

Do rozpoznania cukrzycy konieczne jest stwierdzenie dwéch nieprawidtowosci lub dwukrotne jednej z nich

Wedlug: Zalecenia kliniczne dotyczace postgpowania u chorych na cukrzyce, 2007. Stanowisko Polskiego
Towarzystwa Diabetologicznego, Diabetologia Praktyczna 2007, tom 8 Supl. A, zmodyfikowane.

Od 1999 roku obowiazuje powszechnie akceptowana klasyfikacja cukrzycy zaproponowana
przez Komitet Ekspertow Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO — World Health Organization),
oparta na etiologii poszczegdlnych jednostek nozologicznych [3]. Klasyfikacja ta wyrdznia dwie
tradycyjne, podstawowe formy choroby: typ 1 i typ 2. Ponadto wyodrebniono Inne specyficzne typy
cukrzycy, bardzo heterogenna grupg¢ zaburzen o znanej, $cisle ustalonej etiologii oraz cukrzyce
cigzarnych. Od ponad dekady grupa Innych specyficznych typow cukrzycy ulega stopniowej
rozbudowie, dodawane sa tu nowe formy choroby. Przyczynia si¢ do tego migdzy innymi
identyfikacja i1 definiowanie na poziomie molekularnym kolejnych monogenowych postaci
cukrzycy zwiazanych ze znacznie upo$ledzonym wydzielaniem insuliny lub skrajng opornoscia
na dzialanie tego hormonu [5-11]. Do takich wlasnie form choroby zwiazanych z defektem

komorki B zaliczaja si¢ podtypy cukrzycy MODY [6, 7, 10, 11].
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Tabela 2. Klasyfikacja cukrzycy wg WHO, 1999.

I. Cukrzyca typu 1
e Spowodowana procesem autoimmunologicznym
o Idiopatyczna

Il. Cukrzyca typu 2
lll. Inne specyficzne typy

o Genetyczne defekty czynnosci komérek 3
Genetyczne defekty dziatania insuliny
Choroby zewnatrzwydzielniczej czesci trzustki
Endokrynopatie
Cukrzyca wywotana przez leki i inne substancje chemiczne
Zakazenia
Rzadkie postacie wywotane procesem immunologicznym
Inne zespoty genetyczne niekiedy zwigzane z cukrzycg

IV. Cukrzyca ciezarnych

1.2 Pojecie cukrzycy MODY

Postep w zakresie metod biologii molekularnej w ciagu ostatnich dwoch dekad u§wiadomit
naukowcom i klinicystom pracujacym na polu diabetologii ogromna heterogennos¢ choroby.
Jednak koncepcja réznorodnosci cukrzycy nie jest catkowicie nowa, a roznice kliniczne miedzy
pacjentami z cukrzyca obserwuje si¢ od stuleci. Na przyklad w polowie dziewietnastego wieku
francuski lekarz Bouchardet rozroznial dwie gléwne formy choroby [12]. Pierwsza, dotyczaca
mtodych szczuptych o0sob cechowata si¢ ztym rokowaniem i bardzo stabo odpowiadata na jedyne
dostepne w tym czasie leczenie, jakim bylo postgpowanie dietetyczne. Z tym obrazem
kontrastowaty przypadki starszych otylych osob, ktorzy duzo lepiej reagowali na leczenie. Jednak
musiato upltyna¢ kolejne sto lat, aby diabetolodzy uswiadomili sobie, ze szczupli i mtodzi pacjenci z
cukrzyca takze nie stanowiaq jednolitej grupy. Co prawda wigkszos¢ z nich wymaga
natychmiastowego wdrozenia insuliny, ktéra ratuje ich zycie i musi by¢ stosowana na state. Wsrod
tej duzej liczebnie grupy sa jednak inni, mniej liczni pacjenci, ktérych choroba cechuje si¢
uderzajaco tagodniejszym obrazem klinicznym i znacznie lepsza prognoza. W rodzinach tych
pacjentow jest zwykle wielu chorych z cukrzyca o podobnym obrazie klinicznym, ktdéra dziedziczy
si¢ z pokolenia na pokolenie jako cecha autosomalna dominujaca. W latach szesédziesiatych

1 siedemdziesigtych w stosunku do tej cukrzycy w pisSmiennictwie angielskojezycznym przyjeto
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niezbyt fortunng nazwe maturity onset diabetes of the young, ktora na jezyk polski thumaczy¢
mozna jako cukrzyca typu dorostych wystepujaca u mtodziezy. Akronim jaki powszechnie przyjat
si¢ na $§wiecie to MODY [13]. Zagadka obrazu klinicznego cukrzycy MODY zostala ostatnio
rozwiazana dzigki postgpowi wiedzy w dziedzinie biologii molekularne;.
1.2.1 Podloze molekularne i obraz kliniczny cukrzycy MODY

Rola podtoza molekularnego w powstawaniu cukrzycy, a takze wielu innych chordb,
na przyktad nadcisnienia tetniczego i1 hipercholesterolemii, jest intensywnie badana. Z punktu
widzenia udzialu czynnikéw dziedzicznych mozna wyrézni¢ dwie grupy fenotypow: formy mono-
1 wielogenowe [14, 15]. Obraz kliniczny czgstej, ztozonej, wieloczynnikowej cukrzycy, zaréwno
typu 1 jak i 2, jest wynikiem interakcji pomigdzy czynnikami srodowiskowymi oraz wieloma
réznymi genami. Ryzyko zachorowania na formy ztozone cukrzycy jest modyfikowane przez czgste
polimorfizmy réznych gendéw. Te roznice sekwencji znajdowaé si¢ moga w czesciach
regulatorowych lub kodujacych poszczegdlnych gendéw. Allele tych polimorfizméw wystepuja
zarbwno u o0so6b zdrowych jak i1 chorych, jednak z rozng czestoscia. Kazdy z nich tylko
w niewielkim stopniu wplywa na ryzyko zachorowania, decydujace znaczenie ma wypadkowa ich
oddziatywan. Zatem zaden z nich nie powinien by¢ uznawany za czynnik jednoznacznie
determinujacy rozwdj cukrzycy, lecz raczej za modyfikator predyspozycji do rozwoju choroby.

Choroby monogenowe, w tym pewne, niezbyt czeste formy cukrzycy, sa konsekwencja
rzadkich mutacji pojedynczych gendw [8, 14, 15]. Powoduja one znaczace zmiany w strukturze,
a co za tym idzie takze funkcji, lub poziomie ekspresji produktu genu: biatka, rzadziej tRNA. Jako
decydujacy czynnik etiologiczny, mutacje takie w sposéb jednoznaczny determinujq obraz
kliniczny choroby, ktory jedynie w niewielkim stopniu modyfikowany by¢ moze przez czynniki
srodowiska, a takze genetyczne polimorfizmy (Rycina 1). Nosicielstwo takiej mutacji w ogromnym
stopniu wplywa zatem na stan zdrowia jednostki. Natomiast ze wzgledu na niewielkg ich czgstos¢,
z epidemiologicznego punktu widzenia oddzialywanie na zdrowotnos¢ catych populacji jest bardzo
ograniczone. Inna, szczegdlng cecha cukrzycy monogenowej jest wystgpowanie

charakterystycznych objawdw pozatrzustkowych, co wynika z plejotropowego dzialania gendw.
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Rycina 1. Interakcja czynnikdw genetycznych i Srodowiskowych w patogenezie cukrzycy

MODY i ztozonej formy cukrzycy typu 2.

Srocowisko

MODY Cukrzyca typu 2

Wedtug: Malecki MT. Genetics of type 2 diabetes mellitus. Diabetes Res Clin Pract 2005, 68: S10-S21,
zmodyfikowane.

Mimo, iz z praktycznego, klinicznego punktu widzenia formy monogenowe znajdowaty si¢
przez lata raczej poza gtownym nurtem diabetologii, to wtasnie na tym polu dokonat si¢ najwigkszy
postep w zrozumieniu genetycznego podloza cukrzycy. Wynika to gtéwnie stad, ze monogenowe
formy maja jasno zdefiniowany sposob dziedziczenia i zwykle wczesny wiek diagnozy, przez co
identyfikacja wielopokoleniowych rodzin obciazonych cukrzyca jest stosunkowo tatwym zadaniem
[15]. Cukrzyce monogenowe zwigzane sg patofizjologicznie albo z defektem wydzielania insuliny,
albo ze znacznego stopnia insulinoopornoscia [3, 9]. Szczegdlng grupa form cukrzycy bedacych
efektem monogenowego defektu komarki 3 jest MODY [10, 11]. Jak zostato wspomniane powyzej,
juz kilkadziesiat lat temu zaobserwowano, ze cukrzyca o wczesnym poczatku i stosunkowo
fagodnym przebiegu klinicznym w pewnych rodzinach dziedziczy si¢ jako cecha autosomalna
dominujaca [13, 16]. Taki typ dziedziczenia charakteryzuje si¢ wystepowaniem choroby w
kolejnych pokoleniach, z taka sama czestoscia u obu pflci, i przekazywaniem jej potomstwu
zardbwno przez mezczyzn, jak i kobiety [17]. Prawdopodobienstwo takiego przekazania choroby
przez nosiciela mutacji wynosi 50%. Kolejng, poza autosomalnym dominujacym typem
dziedziczenia cecha MODY jest wczesny poczatek, zazwyczaj w drugiej lub trzeciej dekadzie
zycia, brak otylosci u chorych i wspomniany juz wczesniej nasilony defekt wydzielania insuliny,

jako gléwny czynnik patogenetyczny [7, 10, 11].
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Zanim jeszcze etiologia cukrzycy MODY poznana zostala na poziomie molekularnym,
zaobserwowano, ze nie stanowi ona jednolitej fenotypowo kategorii [18]. Wérod rodzin MODY
wystepuja takie, w ktorych cukrzyca ma wyjatkowo lagodny, stabilny przebieg, z zaznaczona
hiperglikemia na czczo 1 umiarkowanym wzrostem glikemii w testach obcigzenia lub po positku
oraz prawie catkowitym brakiem wyst¢powania przewlektych powiktan [10, 18]. Inni pacjenci
charakteryzujq si¢ postgpujacq utrata funkcji komorek [, silnie uposledzona odpowiedzig
na bodziec glikemiczny 1 znamienng czgstoscia powiktan mikronaczyniowych [10, 18].
Ta heterogennos¢ fenotypow zostata wyjasniona odkryciem kolejnych gendéw zwiazanych
z MODY, co pozwolito podzieli¢ t¢ cukrzyce na kilka podtypow [10, 11]. Obecnie w srodowisku
naukowym istnieje konsensus co do 6 genow zwiazanych z MODY, z ktérych 5 koduje czynniki
transkrypcyjne obecne w komorce B trzustki [10]. Pojgcie MODY nie znalazto si¢ w aktualnie
obowiazujacej klasyfikacji cukrzycy WHO. Zamiast tego, poszczegoélne podtypy wymienione
sa w kategorii Il — Inne specyficzne typy, w podgrupie genetycznych defektéw komorki B
(Tabela 3) [3].

Tabela 3. Wybrane monogenowe defekty komérek  trzustki.

e Chromosom 11, gen Kir6.2 — PNDM (permanent neonatal diabetes mellitus)

e Chromosom 11, gen SUR1 — PNDM (permanent neonatal diabetes mellitus)

e Chromosom 12, gen HNF1a. — MODY3

e Chromosom 7, gen glukokinazy — MODY2
e Chromosom 17, gen HNF1p — MODY5

e Chromosom 20, gen HNF40 — MODY1

e Chromosom 13, gen IPF1 - MODY4

e Chromosom 2, gen NEUROD1 - MODY®6

e Chromosom 2, gen KLF11

e Chromosom 9, gen CEL

e Genom mitochondrialny — MIDD (maternally inherited diabetes with deafness)

Wedtug: Skupien J, Malecki MT. Rozbudowywanie podziatu cukrzycy — nowe podtypy i mozliwoéci lecznicze.
Diabetologia Praktyczna 2007, tom 8: 1-12, zmodyfikowane.
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1.2.1.1 MODY zwigzana z mutacjami genu glukokinazy

Pierwsza chronologicznie opisang przyczyng MODY byly mutacje genu GCK, kodujacego
enzym glukokinaze¢ [19, 20]. Jest on kluczowym regulatorem funkcji komorek B trzustki, ktéry
katalizuje reakcje fosforylacji glukozy do glokozo-6-fosforanu [21]. Stanowi to pierwszy etap
szlaku glikolizy, limitujacy produkcje ATP w komorce, a w konsekwencji wydzielanie insuliny.
Zmniejszona aktywnos$¢ glukokinazy u nosicieli mutacji powoduje podwyzszenie progowego
stezenia glukozy wyzwalajacego sekrecje insuliny [22]. Mutacje GCK, zwigzane z podtypem
MODY2, w odroznieniu od mutacji czynnikdéw transkrypcyjnych, odpowiadaja za opisany
wczesniej tagodny fenotyp z podwyzszona, typowo do 6-8 mmol/l glikemia na czczo,
popositkowymi wzrostami glikemii nie przekraczajacymi zazwyczaj 3 mmol/l, odsetkiem
hemoglobiny glikowanej najczesciej nizszym od 7 % 1 rzadkim wystgpowaniem przewleklych
powiktan [23]. W obrazie klinicznym miesci si¢ rGwniez nieznaczne obnizenie insulinowrazliwosci
oraz zmniejszona watrobowa produkcja glikogenu [24]. Wynika to z faktu, iz glukokinaza ulega
ekspresji rowniez w watrobie [21]. Defekt enzymatyczny obecny jest od urodzenia, jednak wiek
diagnozy moze znacznie r6zni¢ si¢, nawet wsrod cztonkow jednej rodziny. Zalezy on bowiem
od momentu, w ktérym dokonano pomiaru glikemii. Typowo choroba u dzieci diagnozowana jest
w czasie rutynowych badan diagnostycznych wykonywanych na przyktad podczas infekcji,
a u dorostych w trakcie badan okresowych lub przy tescie przesiewowym u cigzarnych [23, 25].
1.2.1.2 MODY zwigzana z mutacjami czynnikow transkrypcyjnych

Czynniki transkrypcyjne sa bardzo heterogenng grupa bialek; cecha wspolna jest wiazanie
si¢ ze swoistymi sekwencjami DNA w obrgbie obszarow regulatorowych genéw. W ten sposob
biatka te moduluja ich ekspresje. Czynniki transkrypcyjne, ktérych geny zwiazane sg cukrzyca
MODY, to hepatocytowe czynniki jadrowe 4a, -la, -1 (hepatocyte nuclear factor-4o,-1o.,-1p;
HNF4a, -la, -1B), czynnik promotora insuliny lo (insulin promoter factor-lo,; IPF-1a)) oraz
NEURODI (zwiazane odpowiednio z podtypami MODY 1, 3, 4, 51 6) [26, 27, 28, 29, 30]. Biatka
te wpltywaja na ekspresj¢ genu insuliny, enzymow cyklu Krebsa oraz transporterow glukozy i

szeregu innych [31, 32]. Ponadto, w modelu zwierzgcym wykazano ich rolg w rozwoju wysp
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trzustkowych w czasie zycia plodowego [33]. W wyniku tak zlozonych proceséw
patofizjologicznych cukrzyca zwiazana z mutacjami genéw czynnikéw transkrypcyjnych cechuje
si¢ glebokim, ztozonym, biologicznym defektem komorek . Fenotyp jest cigzszy niz w formie
zwigzane] z mutacjami glukokinazy: defekt ma charakter postgpujacy, choroba cechuje si¢
wystepowaniem znacznej hiperglikemii popositkowej, a czestos¢ przewlektych powiklan jest
znaczna [11, 23, 34]. Co ciekawe, pomigedzy podtypami MODY 1 1 3 — 6 takze wystgpuje pewna
fenotypowa heterogennos¢. Wynika ona migedzy innymi z plejotropizmu gendw czynnikdéw
transkrypcyjnych, ulegajacych ekspresji w innych narzadach poza trzustka. U pacjentow, nosicieli
mutacji w genie HNF1p (MODYYS), na przyktad, opisuje si¢ zaburzenia rozwojowe nerek, gldwnie
w postaci torbieli czgsci korowej, hipoplazji, czy agenezji narzadu [35, 36]. Wystgpuja rowniez
wady uktadu moczowo-ptciowego. Do opisywanego fenotypu stosuje si¢ termin RCAD (renal cysts
and diabetes — torbiele nerek i cukrzyca) [36]. Charakter dotychczas opisanych fenotypoéw
pozawyspowych w poszczegolnych podtypach MODY podsumowano w Tabeli 4.

Tabela 4. Objawy pozawyspowe w cukrzycy MODY.

Podtyp MODY Objawy pozawyspowe

e Obnizenie stezenia triglicerydédw w osoczu o0 50%

MODY1
e Obnizenie poziomu apolipoprotein apoAll, apoClll i apo(a) 0 25%
e Obnizenie watrobowej syntezy glikogenu

MODY2 e Zwiekszone tempo glukoneogenezy
e Watrobowa insulinoopornosc¢ o niewielkim nasileniu
e Obnizenie progu nerkowego dla glukoz

MODY3 prog g g y
e Gruczolaki watroby

MODY4 ¢ Nie opisano dotychczas charakterystycznych objawéw
e Wady rozwojowe nerek
e Torbiele korowe nerek
e Biatkomocz i spadek filtracji kiebuszkowej

MODY5
e Wady rozwojowe uktadu rozrodczego (np. macica dwurozna)
e Migzszowe uszkodzenie watroby
e Hipoplazja trzustki

MODY®6 e Nie opisano dotychczas charakterystycznych objawéw

Wedtug: Malecki MT. Genetics of type 2 diabetes mellitus. Diabetes Res Clin Pract 2005, 68: S10-S21.
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1.2.1.3 Rozpoznanie cukrzycy MODY a praktyka kliniczna

Pytaniem, ktore czgsto pada w srodowisku diabetologow, jest kwestia relacji mig¢dzy
postgpem wiedzy genetycznej o cukrzycy MODY a praktyka lekarska. Czy diagnostyka
molekularna cukrzyc monogenowych jest przydatna dla lekarza klinicysty? Czy rozpoznanie
MODY niesie dla chorego korzysci terapeutyczne?

Odpowiedz na powyzsze pytania jest twierdzaca. Rozpoznanie cukrzycy MODY ma istotne
implikacje praktyczne. Rozroznienie migdzy monogenowymi defektami komorki B a cukrzyca
typu 1, rowniez jej forma LADA, pozwala na zastosowanie alternatywnego postgpowania
w stosunku do insulinoterapii [6, 11]. W cukrzycy MODY?2 leczenie dietetyczne wydaje si¢ by¢
strategia wystarczajaca 1 optymalna, dopdki poziom hemoglobiny glikowanej utrzymuje si¢
na zadowalajacym poziomie [11, 22, 23]. Pojawienie si¢ z czasem, w miar¢ starzenia si¢, pewnych
elementéw patogenetycznych zlozonej cukrzycy typu 2, na przyktad otylosci, moze pogorszy¢
przebieg choroby. Wiazac si¢ to wowczas musi z koniecznoscia wprowadzenia stosownego leczenia
farmakologicznego. W podtypach MODY uwarunkowanych mutacjami w genach czynnikéw
transkrypcyjnych postepowanie dietetyczne zazwyczaj szybko okazuje si¢ niewystarczajace [11,
23]. Ze wzgledu na defekt wydzielniczy, dominujacy w patogenezie tej choroby, lekami z wyboru
pozostaja pochodne sulfonylomocznika [37, 38, 39]. Poglad ten zostal wsparty randomizowanym
badaniem klinicznym, ktore wykazalo znaczacq przewage jednej z pochodnych sulfonylomocznika
nad metforming u chorych z MODY3 [40]. Efekt terapeutyczny obu lekow w grupie chorych
z klasycznym typem 2 cukrzycy byl porownywalny. Mata przydatno$¢ metforminy u chorych
z MODY wynika z faktu, iz pacjenci ci maja dobra wrazliwo$¢ na insuling. Warto zwréci¢ uwage,
ze pochodne sulfonylomocznika sa najstarszymi, najbardziej rozpowszechnionymi, najlepiej
przebadanymi i najtanszymi stymulatorami wydzielania insuliny [37].

Diagnostyka molekularna cukrzycy monogenowej ma duze znaczenie z punktu widzenia
prawnego. W Polsce i w wigkszosci krajéw swiata doustne leki przeciwcukrzycowe nie maja

rejestracji do stosowania u dzieci. W uzasadnionych sytuacjach klinicznych mozliwe jest jednak ich
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uzycie [41]. Takim przypadkiem powinna by¢ cukrzyca MODY zdiagnozowana na podstawie
badan genetycznych.

Wysokie prawdopodobienstwo przekazania cukrzycy MODY potomstwu sprawia,
iz poradnictwo genetyczne jest waznym elementem kompleksowej opieki diabetologicznej nad
cztonkami dotknigtych choroba rodzin. Badania genetyczne, poza charakterem diagnostycznym
u pacjentdéw z rozpoznang uprzednio cukrzyca, maja tez znaczenie predykcyjne. Pozwalaja one
na jednoznaczne potwierdzenie lub wykluczenie ryzyka rozwoju cukrzycy MODY. Na podstawie
badan genetycznych mozna zaleci¢ bezobjawowemu nosicielowi modyfikacj¢ trybu zycia, ktore
moga mie¢ pewne, cho¢ niewielkie, znaczenie prewencyjne. Powtarzane regularnie badania
diagnostyczne w kierunku cukrzycy u nosicieli mutacji MODY pozwala na wczesne rozpoczecie
wlasciwego leczenia, a co za tym idzie zminimalizowanie ryzyka rozwoju przewlektych powiktan
cukrzycy.
1.2.1.4 Cukrzyca MODY3 — forma autosomalnej dominujgcej cukrzycy o wczesnym poczatku,
zwigzana z mutacjami genu HNF1a

W 1996 roku zostala opisana przez mig¢dzynarodowa grupe¢ badawcza pod kierunkiem
Greama Bella najczgstsza, przynajmniej w dotychczas badanych populacjach, forma autosomalne;j
dominujacej cukrzycy o wczesnym poczatku — MODY3. Jej przyczyna, sa mutacje genu
HNFla (TCF1) [27]. Sktada si¢ on z 10 egzonow. Produkt genu wiaze si¢ z DNA jako czynnik
transkrypcyjny odgrywajacy istotng rol¢ w rozwoju endodermy, w tym trzustki [42]. Strukturg genu
HNFla przedstawia Rycina 2. Produkt genu ma 631 aminokwasdéw. Znane sa alternatywne, krotsze
produkty genu, powstajace wskutek alternatywnej obrobki mRNA (splicing) w obrgbie egzonow
7 — 9. Skfadaja si¢ one odpowiednio z 573 lub 522 aminokwasow. Wszystkie formy biatka maja
identyczne pierwsze 437 aminokwasow 1 ostatnie 31 kodowane w 10 egzonie. W HNF 1o wyr6znié
mozna kilka domen: dimeryzacyjna, obejmujaca aminokwasy 1 — 33, kodowane przez pierwszy
egzon, dwuczgsciowa domeng wigzaca DNA obejmujaca homeodomeng (POU-H, aminokwasy
100 — 184, egzony 2 i 3), domen¢ POU-S (aminokwasy 198 — 281, egzony 3 i 4) oraz domeng

transaktywacyjna, obejmujaca aminokwasy 282 — 631 [43]. Pierwsza z domen odpowiada
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za tworzenie homodimeréw lub heterodimerow (razem z HNF1B) [27, 42]. Druga za przebieg
procesu laczenia z promotorowym DNA kontrolowanych genéw. Domena transaktywacyjna zas
warunkuje uruchomienie ztozonego kompleksu transkrypcyjnego 1 syntezy mRNA. Ekspresja genu
ma miejsce w trzustce, watrobie, nerkach i jelitach. Budowe biatka HNFlo przedstawiono
na Rycinie 3.

Rycina 2. Struktura genu HNF1a.

1-349 350-548 549-736 737-978 738-1130 1131-1332 1333-1524 1525-1646 1647-1791 1792-3237

(T H 2 H3H 34 H 5 Heé6 H 7 H 8 H s H 0]

1-109 109-176 176-238 238-319 319-369 370-437 437-501 501-541 542-590 590-631

Numerowane od 1 do 10 prostokaty oznaczajg egzony. Liczby ponad schematem odpowiadajg numerom
nukleotydéw cDNA w poszczegdlnych egzonach. Liczby ponizej schematu oznaczajg numery aminokwasow
kodowanych przez poszczegoélne egzony. Szarym kolorem zaznaczono niekodujace czesci genu po stronie
3’ i 5’. Opracowano wedtug bazy danych www.ensembl.org.

Rycina 3. Struktura najwiekszej izoformy HNF1o (HNF1a(A), 631 aminokwasow).

198-281 282-631

1-33

.Domena dimeryzacyjna .Domena POU-H I:lDomena POU-S I:lDomena Transaktywacyjna

Liczby oznaczajg numery aminokwaséw budujacych poszczegdélne domeny. Opracowano wedtug: Harries
LW, Ellard S, Stride A, The European MODY consortium, Morgan NG, Hattersley AT. Isomers of the TCF1
gene encoding hepatocyte nuclear factor-1 alpha show differential expression in the pancreas and define the
relationship between mutation position and clinical phenotype in monogenic diabetes. Hum Mol Genet 2006,
15: 2216-2224.

Dotychczasowe publikacje charakteryzuja MODY?3 jako stosunkowo cig¢zka, progresywna
formg¢ choroby, ktéra rozpoczyna si¢ najczgsciej w drugiej lub trzeciej dekadzie zycia [10, 11, 27].
W jej obrazie klinicznym opisywanym w réznych populacjach nie miescity si¢ typowo otytosc,
nadcisnienie t¢tnicze, czy zaburzenia lipidowe. U pacjentow z MODY3 obserwowano znacznie
zmniejszong odpowiedz na bodziec glikemiczny w testach obciazeniowych [23, 34]. Mimo faktu,
iz glikemia na czczo moze przez stosunkowo dhugi czas pozostawa¢ w granicach normy, typowe
sa wysokie poziomy glukozy po positku. Choroba przez pewien czas moze by¢ klinicznie
bezobjawowa, jednak po wielu latach czesto$¢ przewlektych powiktan cukrzycy jest znaczna [10,

11, 44]. Opisano pelne spektrum mikro- i makronaczyniowych powiktan, réwniez w ich
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najci¢zszych stadiach zaawansowania. Leczenie wylacznie dietetyczne bylo skuteczne jedynie
na poczatku choroby. Wigkszo$¢ pacjentdw wymagala farmakoterapii, najpierw pochodnymi
sulfonylomocznika, po latach za$ insulina. To ostatnie bywa konieczne ze wzgledu na poglebienie
si¢ defektu komorek [, jak 1 progresje przewlektych powiktan.

Plejotropizm genu HNFlo powoduje, iz hiperglikemii towarzysza czasem objawy
pozatrzustkowe, niejednokrotnie o duzych implikacjach klinicznych. Wiaze si¢ to z faktem, iz gen
ten ulega ekspresji w kilku innych narzadach. Jednym z nich sa nerki [27]. Do charakterystycznych
objawow MODY3 zaliczono obnizenie progu wydalania z moczem glukozy, co powoduje, ze nawet
przy dobrym wyréwnaniu metabolicznym u chorego moze pojawi¢ si¢ cukromocz [45]. Wynika
to najprawdopodobniej z uposledzonej cewkowej reabsorpcji glukozy 1 moze mie¢ zwiazek
ze zmniejszona ekspresja transporterow glukozy w cewkach nerkowych. Objaw ten wraz
z charakterystycznym wywiadem rodzinnym moze by¢ silng przestanka do poszukiwania mutacji
HNFla. Jak wspomniano wyzej HNFla moze wystgpowa¢ w aktywnej formie jako heterodimer
wraz z HNFI1p[42]. Takie powiazanie funkcjonalne moze by¢é dobrym argumentem
uzasadniajacym poszukiwanie zaburzen rozwojowych ukladu moczowo-ptciowego w MODY3.
Dodatkowy powdd to ekspresja HNFo na wcezesnym etapie rozwoju embrionalnego nerek,
aczkolwiek nieco pozniejszym niz w przypadku HNF1B [43]. W dobrze scharakteryzowanych
kolekcjach rodzin MODY, takich jak brytyjska, francuska i amerykanska oraz kilku innych nie
donoszono jednak o wystgpowaniu wad nerek u nosicieli mutacji w HNFla. Sprawa ta wymaga
jednak dalszych badan. HNFla u ludzi ulega ekspresji takze w hepatocytach. Stanowi potezny
regulator metabolizmu watrobowego oraz bierze udziat w rozwoju embrionalnym tego narzadu [42,
47]. Najcigzsza, lecz jednoczesnie rzadka cecha fenotypowa MODY3 dotyczaca watroby,
sq opisane w dwdch duzych rodzinach mnogie gruczolaki watroby, mogace zagrazaé¢ ciezkimi
krwotokami [48]. Powstawanie gruczolakow uwarunkowane jest dwualleliczna inaktywacja genu
HNF1a, ktora u pacjentoéw z MODY 3 zachodzi w mechanizmie utraty heterozygotycznosci (LOH —
loss of heterozygosity). Zatem HNF1la spelnia kryteria genu supresorowego onkogenezy. Czgstosé

wystepowania tego nowotworu w cukrzycy MODY 3, zwigzane z tym ryzyko i rokowanie pozostaja
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nieznane. Mutacje genu HNF1a moga réwniez uposledzacé funkcje syntetyczng watroby. Zjawisko
to mozna tlumaczy¢ bardzo rozleglym, wielokierunkowym oddziatywaniem tego czynnika
transkrypcyjnego na metabolizm hepatocyta. Przykladem takiego zaburzenia jest okolo 30 %
obnizenie osoczowego st¢zenia apolipoproteiny M (apoM), sktadnika lipoprotein HDL [49, 50].
Doniesienie to nie znalazto jednak potwierdzenia w innym badaniu [51].

Polska jest jednym z niewielu duzych krajow europejskich nie posiadajacych rejestru rodzin
MODY. W populacji polskiej nie prowadzono takze skoordynowanych systematycznych badan pod
katem podtoza molekularnego cukrzycy MODY. Zmiana tego stanu rzeczy miataby duze znaczenie

zard6wno naukowe oraz praktyczne, ze wzgledu na mozliwos¢ zoptymalizowania leczenia chorych.
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2. CELE PRACY

Celem projektu jest badanie podtoza molekularnego i wybranych zagadnien klinicznych

cukrzycy MODY 3 w regionie matopolskim. Cele szczegdtowe pracy obejmowaty:

1.

Rekrutacje rodzin do badan przesiewowych w kierunku cukrzycy MODY3 w ramach

tworzonego Polskiego Rejestru Rodzin MODY.

. Poszukiwanie, ocen¢ czgstosci 1 charakterystyke mutacji genu HNFla (MODY3)

w rodzinach z cukrzyca MODY wilaczonych do Polskiego Rejestru Rodzin MODY.
Analiz¢ segregacji 1 ocen¢ znaczenia zidentyfikowanych mutacji genu HNFla
w rodzinach.

Charakterystyke kliniczna nosicieli mutacji w genie HNF1a.

Poszukiwanie wad rozwojowych nerek u nosicieli mutacji genu HNF1la.
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3. METODYKA
3.1. Rekrutacja rodzin do badan przesiewowych w kierunku cukrzycy MODY3 w ramach
tworzonego Polskiego Rejestru Rodzin MODY
Okreslenie jednoznacznych zasad rekrutacji rodzin jest kwestig podstawowa w badaniach
nad cukrzyca MODY. Brak jest jednolitych kryteriow, akceptowanych przez calos¢
migdzynarodowego $rodowiska zajmujacego si¢ badaniami nad cukrzyca MODY. Generalnie
przyjecie ostrzejszych kryteriow dotyczacych wieku zachorowania, liczby pokolen z cukrzyca
w rodzinach prowadzi do wigkszej ilosci pozytywnych wynikéw, czyli zidentyfikowanych mutacji
w genach MODY w badanej grupie [10]. Na odwrot, liberalna definicja zmniejsza odsetek rodzin
ze zidentyfikowanym podtozem molekularnym. W niniejszej pracy doktorskiej przyjeto pierwsza
z dwodch wspomnianych strategii, co w zatozeniu miato pozwoli¢ na bardziej ekonomiczne
zuzytkowanie srodkow finansowych, aspekt szczeg6lnie wazny w polskich warunkach. Rekrutacja
rodzin MODY opierata si¢ wigc na nastepujacych kryteriach klinicznych:
a) autosomalny dominujacy sposéb dziedziczenia cukrzycy w rodzinie, cukrzyca obecna
co najmniej w 3 pokoleniach;
b) dwie lub wigcej osd6b w rodzinie, u ktoérych cukrzyca zostala rozpoznana przed
30. rokiem zycia 1 miala cechy klinicznej insulinoniezaleznosci (brak terapii insuling
przez kilka lat po diagnozie lub niewielka dawka, <0,5j./ kg masy ciata, w przypadku,
gdy insulinoterapia zostata wprowadzona).
Celem zdefiniowania, czy rodzina spetnia zalozone kryteria, probant, czyli osoba chorujaca na
cukrzyce, przez ktéra nawiazany zostal kontakt z rodzina, wypehiata dwie standartowe ankiety
(Zatacznik A 1 B). Pierwsza z nich, o charakterze przesiewowym, pozwalala wstgpnie
zakwalifikowac¢ rodzine do dalszego postgpowania rekrutacyjnego. Druga ankieta miata charakter
szczegotowy 1 dostarczata szczegdlowych informacji klinicznych (dotyczacych sposobu leczenia,
wspoétistniejacych chorob, itd.).
Rekrutacja probantéw rodzin prowadzona byla na terenie wojewddztwa matopolskiego

bedacego terenem dziatania Oddzialu Matopolskiego Polskiego Towarzystwa Diabetologicznego
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1 stanowita podstawe tworzonego Polskiego Rejestru Rodzin MODY. Wstepnej analizie poddano
takze dane z niewielkiego, pilotazowego badania przeprowadzonego w Katedrze i Klinice Chorob
Metabolicznych CMUJ w latach 2000-2001 [52]. Z 15 badanych poddéwczas rodzin jedynie
trzy (M001, M002, M044) spetnialy aktualne zaostrzone, zdefiniowane powyzej kryteria wlaczenia
do Rejestru, w tym jedyna uprzednio opisana pierwsza polska rodzina MODY3 z mutacja
Ser225fsdelC. Wszystkie te rodziny zostaly formalnie wiaczone do Polskiego Rejestru Rodzin
MODY. W trakcie realizacji niniejszego badania wszystkie te 3 rodziny poddano ponownie
kontrolnemu sekwencjonowaniu w kierunku mutacji w genie HNFla. W rodzinie z opisang
mutacja przeprowadzono rekrutacj¢ nowych osdéb, za§ u wszystkich jej cztonkéw przeprowadzono
aktualne badania kliniczne 1 biochemiczne.
3.2. Poszukiwanie, ocena czestosci i charakterystyka mutacji genu HNFloa (MODY3)
w rodzinach z Polskiego Rejestru Rodzin MODY

Do wstepnych badan poszukiwawczych mutacji (screening) w genie HNF1a zostato uzyte
wyizolowane standardowa metoda genomowe DNA [53] jednej chorujacej osoby z kazdej rodziny
wlaczonej do badania. Poszukiwanie mutacji przeprowadzone zostalo metoda bezposredniego
sekwencjonowania i obejmowato promotor oraz 10 egzondw wraz z przylegajacymi czg¢sciami
intronow genu HNF1la. Wspomniane odcinki genu byty amplifikowane za pomoca polimerazowej
reakcji tancuchowej (PCR) przy uzyciu primerow o sekwencji przedstawionej w Tabeli 5.
Oczyszczone produkty amplifikacji DNA byly sekwencjonowane przy zastosowaniu urzadzenia
ABI Prism 377 DNA Sequencer, zgodnie z protokolem i przy uzyciu odczynnikéw zalecanych
przez producenta (Applied Biosystems). Procedur¢ automatycznego sekwencjonowania
wykonywano w Laboratorium Katedry i Kliniki Chorob Wewngtrznych, Diabetologii i Nefrologii,
Slaskiej Akademii Medycznej w Zabrzu. Za referencyjny punkt odniesienia postuzyla sekwencja
opublikowana w bazie danych Ensembl (European Bioinformatics Institute, European Molecular
Biology Laboratory, www.ensembl.org) pod numerem ENSG00000135100. Do analizy wykrytych
zmian w sekwencji nukleotydéw wykorzystano baz¢ polimorfizmow Ensembl, baze dbSNP z NCBI

(National Center for Biotechnology Information, www.ncbi.nlm.nih.gov), bazg HGMD (Human
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Gene Mutation Database, Institute of Medical Genetics, Cardiff, www.hgmd.cf.ac.uk), baz¢ danych

Medline oraz opublikowane uprzednio zbiory mutacji i polimorfizmow genu HNF 1o [54].

Tabela 5. Primery uzyte do amplifikacji badanych fragmentéw genu HNF1a podczas

sekwencjonowania.

Fragment Prime Diugosé
genu y produktu

Primer F: TCCCATCGCAGGCCATAGCTC
Promotor 385 bp
Primer R: CCGTCTGCAGCTGGCTCAGTT

Primer F: GGCAGGCAAACGCAACCCACG
Egzon 1 483 bp
Primer R: GAAGGGGGGCTCGTTAGGAGC

Primer F: CATGCACAGTCCCCACCCTCA
Egzon 2 441 bp
Primer R: TCCCACTGACTTCCTTTCC

Primer F: GGGCAAGGTCAGGGGAATGGA
Egzon 3 . 304 bp
Primer R: CAGCCCAGACCAAACCAGCAC

Primer F: CAGAACCCTCCCCTTCATGCC
Egzon 4 . 397 bp
Primer R: GGTGACTGCTGTCACTGGGAC

Primer F: GGCAGACAGGCAGCTGGCCTA
Egzon 5 346 bp
Primer R: GCCTCCCTAGGGACTGCTCCA

Primer F: TGGAGCAGTCCCTAGGGAGGC
Egzon 6 322 bp
Primer R: GTTGCCCCATGAGCCTCCCAC

Primer F: GGTCTTGGGCAGGGGTGGGAT
Egzon 7 321 bp
Primer R: CCCCTGCATCCATTGACAGCC

Primer F: GAGGCCTGGGACTAGGGCTGT
Egzon 8 229 bp
Primer R: CTCTGTCACAGGCCAAGGGAG

Primer F: CAGAGCCCCTCACCCCCACAT
Egzon 9 339 bp
Primer R: GCCTGCCAGTGCTTCCTCACAG

Primer F: GTACCCCTAGGGACAGGCAGG
Egzon 10 . 248 bp
Primer R: ACCCCCCAAGCAGGCAGTACA
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Po przeprowadzeniu poszukiwania mutacji w genie HNF1a u wszystkich probantéw rodzin
dokonane zostato podsumowanie czgstosci i charakteru mutacji w genie HNF1a. Oceniono:

a) odsetek wszystkich probantow z mutacja w genie HNF1la (MODY3) w zebranej grupie;

b) charakter opisanych mutacji tzn. zaklasyfikowanie ich jako zmiany sensu,

nonsensownych, zmieniajagcych ramke odczytu, zmieniajacych miejsca wycinania
intronow (spilicing sites) lub strukture promotora;

¢) lokalizacj¢ mutacji w odniesieniu do poszczegdlnych egzonow genu i domen biatka.

3.3 Analiza segregacji i ocena znaczenia zidentyfikowanych mutacji genu HNF1la w rodzinach

Mutacje w promotorze potencjalnie zmieniajace miejsca przylaczania czynnikéw
transkrypcyjnych (tzw. binding sites), wptywajace na struktur¢ aminokwasowa produktu genu lub
wplywajace na tzw. splicing sites (miejsca wycinania introndw) byly badane pod katem
segregowania z cukrzycq w rodzinie. Przez segregacj¢ mutacji genu HNFla z MODY rozumiano
dziedziczenie poszczegolnych zmian w sekwencji razem z cukrzyca, a w konsekwencji obecnos¢
fenotypu choroby u ich nosicieli i jednoczesny brak cukrzycy u oséb od nich wolnych.

Celem badania segregacji sekwencjonowano fragment genu, w ktérym zidentyfikowano
mutacj¢ u pozostatych cztonkdéw rodziny. Jezeli segregacja zostata stwierdzona, w przypadku zmian
sekwencji, ktore nie byly wczesniej opisywane celem dalszego potwierdzenia jej patogennego
charakteru przeprowadzono ich poszukiwanie w grupie kontrolnej liczacej 100 osob bez cukrzycy.
W tym celu zaprojektowano protokoty zmiennej dlugosci fragmentow restrykcyjnych (restriction
fragment length polymorphism — RFLP). Brak wystgpowania mutacji w grupie kontrolnej
przyjmowano jako ostateczne potwierdzenie patogennego znaczenia mutacji. Opisang analiz¢ RFLP
przeprowadzono réwniez dla wczesniej opublikowanej mutacji Ser225fsdelC z populacji polskie;j.
Ponadto celem utatwienia 1 przyspieszenie analizy segregacji zaprojektowano protokoty RFLP dla
niektorych opisanych wczesniej mutacji. Metoda ta zostala wykorzystana rownolegle z badaniem za
pomoca bezposredniego sekwencjonowania. Protokoly RFLP przedstawiono w Tabelach 6 1 7.
Wplyw mutacji na struktur¢ biatka oraz ich lokalizacja w obrgbie poszczegdlnych domen oceniana

byla na podstawie analizy sekwencji genu HNF1la (TCF1) opublikowanych w bazach danych NCBI
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oraz Ensembl. Podzial biatka na domeny strukturalno — funkcjonalne, tak jak opisano we wstepie,
przyjeto wedhug publikacji francuskiej grupy badaczy [55]. Dla mutacji zmieniajacych ramke
odczytu ustalano nowg sekwencj¢ aminokwaséw oraz poszukiwano lokalizacji miejsca
przedwczesnej  terminacji  translacji  przy uzyciu programu ORF  Finder (NCBI,
www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.html). Skutki mutacji zmieniajacych miejsca wycinania intronéw
badano przy pomocy programu GENSCAN Web Server (Stanford University) [56, 57]. Znaczenie
funkcjonalne mutacji zmiany sensu oceniano badajac mig¢dzygatunkowa konserwatywnosc¢
zmienionych aminokwasdéw. Do analizy przeprowadzonej w programie ClustalW 1.83 [58] uzyto
sekwencji aminokwasowych nast¢pujacych gatunkéw: myszy (Mus musculus), szczura (Rattus
norvegicus), dzika (Sus scrofa), oposa (Monodelphis domestica), kury (Gallus gallus) i ryby danio
pregowanego (Danio rerio, ang. zebrafish, rodzina karpiowatych); pochodzacych z baz danych
Ensembl oraz NCBL.

Tabela 6. Protokoty RFLP stuzgce do badania wystepowania nowych mutacji genu HNF1a
w grupie kontrolne;.

Mutacja Protokét PCR Protokét trawienia
Primer F: Enzym restrykcyjny:
CCAGGCCTATGAGAGGCAGAAGAACCTTAG | ohu10)

Primer R: '(I' ermentas) C
Ser225fsdelC | +7ACAGGACCTAGAGTCACCTTCCCCTTCC ;Tge’at”r"‘ trawienia:

Temperatura annealingu: . )

58 °C Trawiony allel:

dziki (C)

Primer F: Enzym restrykcyjny:

AGGACAGGGTTCCTCTGAGC Becl |

Primer R: (New England Blola_lbs_)

Ser249Pro CATGAATGGAATGGAACCAA Temperatura trawienia:

Temperatura annealingu: 37 C .
55 °C Trawiony allel:
dziki (Ser)
Primer F: Enzym restrykcyjny:
CCAGGCCTATGAGAGGCAGAAGAACCTTAG | B
Primer R: _(I_Fermentas) S
ASn25TTRr | TTACAGGACCTAGAGTCACCTTCCCCTTCC | JeTmperatura trawienia:
Temperatura annealingu: . .
58 °C Trawpny allel:
mutacja (Thr)
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Tabela 7. Protokoty RFLP stuzace do wstepnej oceny segregacji niektorych znanych
mutacji genu HNF1a.

Mutacja Protokét PCR Protokét trawienia
Primer E: Enzym restrykcyjny:
CCCTGTGTCCTGGCATAAAT Smul
Primer R: SrFermentas) C

Arg131Gin GTTGAGGTGTTGGGACAGGT 3;ar:\geratura trawienia:
Temperatura przylgczania: . ]

54 °C Trawiony allel:
dziki (Arg)
Primer F: Enzym restrykcyjny:
CACAGCGGGAGGTGGTCGATAC pa
Primer R: Srermentas) C
Arg171X | cGGGGTAGGGTCATTACTTACACTG 6§T(':°e"at”ra trawienia:
Temperatura przylaczania: . ]
56 °C Trawiony allel:
dziki (Arg)
Primer E: Enzym restrykcyjny:
CGTGTGGCGAAGATGGTCAAGTCCT ool
Primer R: _(rermentas) S
VS2ntH1G>A ] AGGGAAGATGCGGGGTAGGGTCATTACGTA | [Smperatura trawienta:
Temperatura przytaczania: . ]
60 °C Trawiony allel:
dziki (G)
Primer F: Enzym restrykcyjny:
TTCTCAGAACCCTCCCCTTC Xcel
. Primer R: (Fermentas) C

Arg263His CCTTGTCCCCACATACCACT ';;Tgeratura trawienia:
Temperatura przylaczania: . ]

56 °C Trawiony allel:

mutacja (His)
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W przypadku nie stwierdzenia mutacji u zadnego z rodzicow nosiciela, u tych oséb (nosiciel

mutacji i rodzice) zgenotypowano 16 czgstych polimorfizmoéw i analizowano ich dziedziczenie pod

katem potwierdzenia relacji pokrewienstwa, w pierwszym rzedzie ojcostwa. Badano nastepujace

polimorfizmy:

gen PBX1 (Pre-B cell leukemia transcription factor-1): rs1686195
gen USF1 (upstream stimulatory factor-1): rs3737787

gen CHP2D (cytochrom P450 2D):*4

gen LCT (laktaza): rs2322659

gen ATPA1 (podjednostka oo Na"/K™ ATP-azy): rs1998447

gen PRNP (gléwne biatko prionowe): rs1799990

gen ACE (konwertaza angiotensyny): I/D

gen GLP1R (receptor glukagonopodobnego peptydu-1): rs1042044
gen CAPN10 (kalpaina 10): SNP 19

gen DBP (albumin D-box binding protein): rs386551

gen NEURODI (neurogenic differentiation factor 1): rs1801262
gen F13B (polipeptyd B czynnika XIII krzepniecia):rs6003

gen MMP9 (gelatynaza B): rs13969

gen ITGA2B (glikoproteina IIb trombocytéw): rs5911

gen A1AT (serpina 1): rs709932

gen PTGSI (cyklooksygenaza 1): rs3842789

3.4. Metodyka badania charakterystyki klinicznej chorych z mutacjami HNFla

Charakterystyka kliniczna grupy chorych z cukrzyca MODY3 zostata przeprowadzona

na podstawie ankiet, dostepnej dokumentacji medycznej, badania podmiotowego i przedmiotowego

chorych oraz analiz biochemicznych i badan dodatkowych.

Do analizy wtaczono wszystkie osoby z mutacjami MODY?3 (chorujace i nie chorujace na

cukrzyce), ktore ukonczyly 16 lat (50 osob). U wszystkich zostato przeprowadzone badanie

ankietowe. Ankiety zawieraly pytania dotyczace migdzy innymi wieku rozpoznania cukrzycy,
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wywiadu rodzinnego, masy ciala, obecnosci nadcisnienia tgtniczego, choréb nerek i oczu
(Zatacznik B). Ponadto dokonana zostala analiza dostgpnej dokumentacji medycznej,
a w uzasadnionych przypadkach nawigzany zostatl kontakt z lekarzem prowadzacym. Oprécz tego
przeprowadzono podstawowe badanie fizykalne obejmujace migdzy innymi pomiar wzrostu, wagi,
wyznaczenie wskaznika BMI (Body Mass Index), wskaznika talia / biodro (WHR — waist / hip
ratio) oraz pomiar ci$nienia tetniczego.

U 0s6b z rodzin MODY3 w warunkach na czczo pobrana zostata krew dla potrzeb ekstrakcji
DNA, oznaczenia poziomu glukozy, HbA ., peptydu C, lipidogramu, kreatyniny. Ponadto pobrana
zostala probka moczu dla oceny wydalania albumin z moczem i1 wyznaczenia wskaznika
albumina / kreatynina (ACR — albumin / creatynine ratio). Oznaczenia biochemiczne wykonano
w Zaktadzie Biochemii Klinicznej Szpitala Uniwersyteckiego w Krakowie. Poziom kreatyniny
W surowicy oraz w moczu oznaczano metoda Jaffego z kompensacyjna proba slepa, stgzenie
glukozy oznaczano metodg enzymatyczng GOD-PAP (Glucose Oxidase-Phenol 4-Aminophenazone
Peroxidase) z materialu pobranego do naczynia zawierajacego fluorek sodu jako inhibitor glikolizy,
oznaczenie cholesterolu catkowitego wykonano metoda enzymatyczng CHOD-PAP (Cholesterol
Oxidase Phenol 4-Aminoantipyrine Peroxidase), a poziom triglicerydow metoda GPO-PAP
(Glycerol Phosphate Oxidase Phenol 4-Aminoantipyrine Peroxidase), natomiast st¢zenie
LDL-cholesterolu w surowicy wyliczano przy uzyciu formuty Friedewalda:

LDL-cholesterol = cholesterol catkowity — HDL-cholesterol — Triglicerydy / 5

Powyzsze pomiary wykonywano przy pomocy analizatora Hitachi 917 lub Modular P. Stgzenie
albuminy w moczu oznaczano metoda immunonefelometryczna aparatem Nephelometer II. Poziom
peptydu C oznaczano metoda immunoenzymatyczna (ELISA, Dako Cytomation). U chorych
z poziomem kreatyniny > 150 pumol/l stezenie peptydu C nie bylo brane pod uwage. Odsetek
hemoglobiny glikowanej (HbA ) oznaczano w Pracowni Biochemicznej Katedry i Kliniki Chordb
Metabolicznych CMUJ przy zastosowaniu metody wysokowydajnej chromatografii cieczowej

(HPLC, high-performance liquid chromatography) aparatem Variant, BioRad.
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Oceniano takze obecno$¢ przewleklych powiklan cukrzycy. Obecnos¢ retinopatii
cukrzycowej weryfikowano na podstawie wyniku badania dna oka dostepnego w dokumentacji
medycznej. W przypadku braku takiego badania w ciggu poprzedzajacego roku, chorzy kierowani
byli do rejonowej poradni okulistycznej lub Pracowni Okulistycznej przy Katedrze 1 Klinice
Choréb Metabolicznych. Obecnos¢ nefropatii cukrzycowej definiowano na podstawie stwierdzenia
przynajmniej jednej z nastepujacych nieprawidlowosci:

a) warto$ci wskaznika albumina / kreatynina w moczu > 2,26 mg/mmol,
b) poziomu kreatyniny w surowicy krwi > 97 umol/l (gérna granica normy referencyjnej
dla stosowanej metody oznaczenia)

Diagnoze¢ choroby niedokrwiennej serca potwierdzano na podstawie wywiadu oraz
uprzedniej dokumentacji medycznej. Ponadto obecnos$¢ nadci$nienia tgtniczego diagnozowano
na podstawie:

a) uprzednio postawionej diagnozy lekarskiej;

b) stosowania lekéw nadcisnieniowych;

c) warto$ci skurczowego cisnienia tetniczego > 140 mmHg i/lub wartosci ci$nienia
rozkurczowego > 90 mmHg.

Grupe poréwnawcza w  odniesieniu  do wybranych parametrow  klinicznych
1 biochemicznych (wiek, masa ciala, BMI, obwdd pasa, WHR, sposob leczenia, wystgpowanie
przewlektych mikronaczyniowych powiktan cukrzycy, choroby niedokrwiennej serca i nadci$nienia
tetniczego, poziom glukozy na czczo, poziom peptydu C, parametry lipidowe, odsetek hemoglobiny
glikowanej) stanowita kohorta z typowa, wieloczynnikowa cukrzyca typu 2. Osoby te zostaty
przyporzadkowane w stosunku 1:1 do pacjentow chorujacych na MODY3 powyzej 16. roku zycia
(44 osoby) na podstawie plci oraz czasu trwania cukrzycy, celem zachowania jednorodnosci grup
pod wzgledem tych parametrow. Przyporzadkowania dokonano w sposob doktadny dla pilci
natomiast dla czasu trwania cukrzycy zastosowano algorytm genetyczny wykorzystujacy
maksymalizacj¢ wartosci p (blad pierwszego rodzaju) obliczonej dla réznic migdzy grupami
w tescie Kolmogorowa — Smirnowa oraz tescie t dla par powigzanych. W tym celu wykorzystano
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funkcje GenMatch z modulu Matching w wersji 4.2-4 jezyka i srodowiska R (wersja 2.4.1, The R
Foundation for Statistical Computing, Statistics Department of the University of Auckland, oraz
Bell Laboratories) [59]. Pacjenci rekrutowani byli z grupy 546 oséb zgromadzonych w bazie
danych Pracowni Genetycznej Katedry i Kliniki Choréb Metabolicznych CMUJ dla potrzeb badan
nad podlozem genetycznym cukrzycy typu 2 [60, 61]. Z powodu wczesniej wystepujacego poczatku
cukrzycy MODY 1 dluzszego czasu trwania choroby w poréwnaniu z wieloczynnikowa cukrzyca
typu 2 nie udato si¢ przyporzadkowac osob z tej grupy kontrolnej szesciu pacjentom w wieku od 46
do 81 lat, chorujacych od co najmniej 30 lat, maksymalnie przez 43 lata, co zredukowato liczebnos¢
porownywanych grup do 38 oséb.

Wybrane parametry biochemiczne: poziom peptydu C oraz parametry lipidowe, a takze
czgstos¢ wystepowania nadcisnienia tetniczego poréwnano takze z liczaca 50 osob grupa osob bez
cukrzycy. Ochotnikow do tej grupy kontrolnej rekrutowano z kohorty 494 oséb bez cukrzycy
zgromadzonych w opisanej wyzej bazie danych, a takze sposrdd wspdtmatzonkow pacjentéw z
MODY. Niniejsza grupa kontrolna zostata przyporzadkowana pod wzgledem pici i wieku do 50-
osobowej grupy z mutacjami MODY3 po ukonczeniu 16. roku zycia, z wykorzystaniem opisanego
wczesniej algorytmu.

Obliczenia statystyczne przeprowadzono dla cech ilo§ciowych przy pomocy testu t Studenta
dla par powigzanych (funkcja z.test z modutu stats jezyka i sSrodowiska R), po uprzednim testowaniu
normalnosci testem Shapiro-Wilka (funkcja shapiro.test) 1 jednorodnosci wariancji testem F
(funkcja var.test). Dla zmiennych ilo$§ciowych nie majacych rozktadu normalnego zastosowano test
nieparametryczny U Manna-Whitneya (funkcja wilcox.test). Natomiast dla cech jakosciowych
zastosowano test chi® (funkcja chisq.test). W analizach wieloczynnikowych korzystano z funkcji Im
1 anova (analiza wariancji), jako test post hoc wykorzystujac test Tukey’a (funkcja TukeyHSD).
Regresje logistyczna obliczano przy pomocy funkcji /rm i anova.Design z modutu Design w wersji
2.0-12 (Department of Biostatistics, Vanderbilt University, Nashville, USA) [62].

Przyjeto 5 % poziom istotnosci.
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3.5. Poszukiwanie wad rozwojowych nerek u nosicieli mutacji genu HNFla

W ramach niniejszej pracy doktorskiej zaplanowano u wszystkich nosicieli mutacji genu
MODY3 poszukiwanie obecnosci zaburzen rozwojowych nerek. Argumenty stanowiace
uzasadnienie podjg¢cia niniejszego celu zostaty przedstawione we wstgpie rozprawy. W skrocie,
stanowig je obecnos¢ HNFla w nerkach w trakcie rozwoju embrionalnego tego narzadu oraz
wystepowanie wad morfologicznych nerek w cukrzycy MODYS5 zwiazanej z genem pokrewnego
czynnika HNF1, ktory tworzy heterodimery z biatkiem HNF1a. Podstawa rozpoznania wad
rozwojowych nerek byly wyniki badania USG jamy brzusznej dostepne w dokumentacji medyczne;j
lub, w przypadku braku takiego badania, ultrasonografia wykonana w ramach opieki
ambulatoryjnej lub hospitalizacji w Oddziale Klinicznym Kliniki Choréb Metabolicznych Szpitala

Uniwersyteckiego w Krakowie albo tez w warunkach poradni rejonowe;.
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4. WYNIKI
4.1. Wyniki rekrutacji rodzin do badan przesiewowych w kierunku cukrzycy MODY3 w
ramach tworzonego Polskiego Rejestru Rodzin MODY

Na podstawie przyjetych kryteriow diagnostycznych cukrzycy MODY do badania
zakwalifikowano 47 rodzin. Charakterystyke kliniczna 47 probantéw oraz rodzin przedstawia
Tabela 8. Dane uzyskano na podstawie ankiet wypetianych przez chorych oraz dostgpnej
dokumentacji medycznej. W grupie tej przewazaly kobiety (74 %), sredni wiek probantéw
w momencie badania wynosit 33,7 lat, $redni czas trwania cukrzycy wynosit 12,4 lat. Grupa
probantow charakteryzowala si¢ zréznicowanym sposobem terapii w chwili badania, co jest
fenomenem typowym dla cukrzycy MODY'. Stosowanie insulinoterapii u niektérych oséb wynikato
Z pierwotnie postawionego rozpoznania typu 1 cukrzycy w momencie diagnozy. Badani cechowali
si¢ prawidlowa masa ciata (Srednie BMI 24.0). U 14 (30 %) zdiagnozowano nadci$nienie tetnicze.
Przewlekle mikronaczyniowe powiktania cukrzycy w postaci retinopatii lub nefropatii cukrzycowej
stwierdzono u 9 0sob (19 %). Probanci informowali o posiadaniu $rednio 5,3 krewnych chorujacych
na cukrzycg (od 3 do 13 0sdb), co w sumie dato liczbg 248 pacjentow z cukrzyca. Wywiad rodzinny

w kierunku cukrzycy byt najczesciej trzypokoleniowy, w 6 rodzinach czteropokoleniowy.
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Tabela 8. Charakterystyka kliniczna 47 probantéw z rodzin MODY wtgczonych do badania.

Pte¢ (kobiety / mezczyzni) 35/12

Liczba chorych na cukrzyce w wywiadzie rodzinnym 5,3 (3-13)
Liczba pokolen, w ktoérych wystepuje cukrzyca 3,1 (3-4)

Wiek w momencie badania [lata] 33,7; 14,4

Wiek rozpoznania cukrzycy [lata] 21,2; 9,0

BMI (body mass index) [kg/m?] 24,0; 5,0
Sposbb leczenia: llo§¢ probantow:
dieta: 9

leki doustne: 13

insulina: 25

W tabeli dane dotyczace pici i sposobu leczenia podano jako ilo$¢ pacjentéw. Liczbe chorych na cukrzyce w
wywiadzie rodzinnym oraz liczbe pokolen z cukrzycg przedstawiono jako $rednig, w nawiasie podano zakres
wartosci. Dla pozostatych danych przedstawiono Srednig i odchylenie standartowe.

4.2.  Wyniki poszukiwania mutacji genu HNFla (MODY3), ich charakterystyka i ocena
czestosci w rodzinach z Polskiego Rejestru Rodzin MODY
Wsrod 47 probantéw mutacje genu HNFla, ktéra mogla by¢ przyczyna cukrzycy,
stwierdzono u 13, co stanowilo 27,6 % calej grupy. Zidentyfikowano 10 opisanych uprzednio
mutacji:
e 4 mutacje zmiany sensu: Argl31Gln (stwierdzona dwukrotnie), Arg263His, Arg271Trp,
Pro447Leu,
e 3 mutacje zmiany ramki odczytu: Ser225fsdelC, Pro291fsinsC, Pro379fsdelT
e | mutacja nonsensowna Argl71X
e 2 mutacje zmieniajace miejsca wycinania intronéw: IVS2nt+1G>A 1 IVS7nt-6G>A.
Zidentyfikowano nowe mutacje:
e 2 mutacje zmiany sensu Ser249Pro i Asn257Thr
Ponadto zidentyfikowano takze uprzednio opisywang [63] zmiang promotora polegajaca na

duplikacji sekwencji TGGGGGT w pozycji —153 liczac od ATG, w obrgbie sekwencji
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(TGGGGGT), wystepujaca w populacji w populacji finskiej zarowno chorych na cukrzyce,
jak 1 zdrowych, z czgstoscia < 1%. Mutacja ta stwierdzona w jednej z 50 rodzin (MO034)
nie segregowala z cukrzyca. Nie zmieniata ona takze zadnego ze znanych miejsc przylaczania
(binding sites). Ponadto w trakcie bezposredniego sekwencjonowania stwierdzono uprzednio
opisywane czgste polimorfizmy genu HNF 1o, nie majace zwiazku z cukrzyca.

Poszukiwanie wymienionych powyzej nowych mutacji Ser249Pro 1 Asn257Thr, a takze
opisanej uprzednio po raz pierwszy w populacji polskiej delecji Ser225fsdelC [52],
w 100-osobowej grupie kontrolnej sktadajacej si¢ z osob bez cukrzycy dalo negatywny rezultat.

Wszystkie mutacje zmiany sensu, w tym dwie nowe, zlokalizowane byly w ewolucyjnie
konserwatywnych obszarach genu HNFla. W miejscach, w ktérych stwierdzono mutacje
u wszystkich analizowanych w niniejszej pracy szesciu gatunkéw kregowcow wystgpowaty takie

same aminokwasy.
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Rycina 4. Mutacja Ser225fsdelC u pacjenta M044-4. Wydruk z sekwenatora.

iTQ 1?0 l?ﬂ Q?ﬂ Q\ﬂ Q?D 2?0 QTH

aagtgggges cageatceca goagateekyg btbecaggeect atgagaggca gaagaaceet ageaaggagy agegagagac
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ANTHGGENAR AARCCTTCCCH CCGHNTATCTHN TTTCCHGCCT THTSHANGCC GEANGANCCT TACAAGGAGE AGCEAGAGAC
- E e NN W R P N ARREET W W R AARRR RN R W e NN e e mm e ——————
actggtbbgo caaccggogo aaagaagaay cobttococggoa caagotggoc abggacacghk acagogggeoo cococcaggyg
N“FMNRRKEERFRHKL&NDT!*SG??PG
L] Ziﬂ 200 310 3%“

1 Exd.txt
ar

Rycina 5. Mutacja Ser249Pro u pacjenta M005-1. Wydruk z sekwenatora.
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Rycina 6. Mutacja Asn257Thr u pacjenta M014-1. Wydruk z sekwenatora.

N

v

N

Rycina 7. Polimorfizm —153dup(TGGGGGT) u pacjenta M034-2. Wydruk z sekwenatora.
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Rycina 8. Poszukiwanie mutacji Ser225fsdelC metodg RFLP. Numery poprzedzone literg

N oznaczajg osoby bez cukrzycy z grupy kontrolnej. Marker dtugosci DNA co 100 bp.

N4b64 N4A63 N462 NA4GB1 NABD N4LI9 1

e

Prazek o dtugosci 126 bp odpowiada allelowi Ser, prazek o dtugosci 154 bp odpowiada allelowi z delecjg

Rycina 9. Poszukiwanie mutacji Ser249Pro metodg RFLP. Numery poprzedzone literg N

oznaczajg osoby bez cukrzycy z grupy kontrolnej. Marker dtugosci DNA co 100 bp.

N481 N480 1 NA79 NA7F8 NAJY

Prazek o dtugosci 324 bp odpowiada allelowi Ser, prazek o dtugosci 416 bp odpowiada allelowi Pro

Rycina 10. Poszukiwanie mutacji Asn257Thr metodg RFLP. Numery poprzedzone literg N

oznaczajg osoby bez cukrzycy z grupy kontrolnej. Marker dtugosci DNA co 100 bp.

Prazek o dtugosci 169 bp odpowiada allelowi Asn, prazek o dtugosci 140 bp odpowiada allelowi Thr
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Mutacja Argl31Gln jako jedyna zostata stwierdzona w dwoch rodzinach. Nie posiadaja one
na podstawie wywiadu wspolnych krewnych. Mutacja powstaje przez zamian¢ drugiej zasady
kodonu G na A. Zlokalizowana jest w homeodomenie (POU-H), proksymalnej czg$ci domeny
wiazacej DNA.

Mutacja Ser249Pro spowodowana jest tranzycja T na C w pierwszej pozycji kodonu,
Asn257Thr transwersja A na C w drugiego nukleotydu kodonu, Arg263His wigzala si¢ z zamiang G
na A w drugiej pozycji kodonu, natomiast Arg271Trp powstaje przez tranzycj¢ C na T
w pierwszym nukleotydzie kodonu. Wymienione cztery mutacje zlokalizowane sa w drugiej czesci
domeny wigzacej DNA — POU-S.

Ostatnia z wykrytych mutacji zmian sensu Pro447Leu znajduje si¢ w obrebie duzej domeny
transaktywacyjnej, zwigzana jest z tranzycja C na T w drugim nukleotydzie kodonu.

Mutacja nonsensowna Argl71X wynika ze zamiany kodonu CGA na TGA (opal). Kodon
terminacyjny powstaje w obrebie domeny POU-H, zatem produkt zmutowanego genu pozbawiony
jest wigkszosci domeny wiazacej DNA i calej domeny transaktywacyjne;.

Mutacja zmiany ramki odczytu zwiazana z delecja cytozyny w kodonie 225 (AGC)
prowadzi do powstania bialka pozbawionego domen transaktywacyjnej i1 dystalnej czg¢sci domeny
POU-S. Analiza skutkéw delecji przy pomocy narzedzia ORF Finder ujawnila, ze w skutek mutacji
dochodzi do powstania siedmioaminokwasowej sekwencji nonsensownej Arg-Arg-Arg-Ser-Glu-
Arg-Arg w pozycjach 225-231 i terminacji translacji kodonem TAG (amber) w pozycji 232.

Insercja cytozyny w obrebie tzw. ,,poly-C tract”, odpowiedzialna za mutacje Pro291fsinsC
W znaczacy sposob zmienia domeng transaktywacyjng. Mutacja prowadzi do powstania produktu
o dhugosci 315 aminokwasow. Symulacja programem ORF' Finder ujawnita sekwencje w pozycjach
od 292 do 315: Arg-Ala-Arg-Pro-Gly-Thr-Cys-Ala-Ala-Arg-Ser-Gln-Leu-Pro-Trp-Pro-Ala-Ser-
Thr-Cys-Pro-Leu-Pro-Gln. W pozycji 316 nastgpuje kodon terminacyjny TAA (ochre).

Mutacja Pro379fsdelT powstaje przez delecj¢ koncowej tyminy w zawierajacej powtdrzenia

sekwencji (C)sT(C)sT, co prowadzi do powstania biatka pozbawionego wigkszej, dystalnej czg¢sci

41



domeny transaktywacyjnej. W skutek mutacji w pozycjach od 380 do 382 powstaje sekwencja
Ser-Ala-Pro, a w pozycji 383 ulega terminacji kodonem TGA (opal).

Mutacja intronowa, zmieniajaca miejsce donorowe, IVS2nt+1G>A, zgodnie z symulacja
wykonang programem GENSCAN, prowadzi do pominigcia 10 aminokwaséw (Val-Ala-Gln-Gln-
Phe-Thr-His-Ala-Gly-Gln, pozycja 173-182), z ktérych 5 (GIn-Gln-Phe-Thr oraz Ala) jest
ewolucyjnie konserwatywnych. Aminokwasy te buduja koncowa czg¢s¢ homeodomeny. Kolejna
mutacja zmieniajaca obrobke mRNA, IVS7nt-6G>A, tworzy nowe miejsce akceptorowe
w 7 intronie, co prowadzi do glebokich zaburzen struktury produktu genu. W skutek mutacji ulega
pominigciu 7 egzon, w potaczenie miedzy 6 i 8 egzonem wbudowane zostaja 4 nukleotydy,
co prowadzi do zmiany ramki odczytu i przedwczesnej terminacji translacji w pozycji 485. Produkt
zmutowanego allelu pozbawiony jest zatem wiekszej czesci domeny transaktywacyjne;.

W trzech rodzinach mutacja znajdowata si¢ w 2 egzonie, u jednego probanta — w 3 egzonie,
pie¢ innych mutacji wystapilo w 4 egzonie, po jednej w 6 1 7. Dwie mutacje intronowe znajdowaty
si¢ odpowiednio w proksymalnej czesci drugiego intronu i w dystalnej czesci sioddmego. Wigkszos¢
mutacji zlokalizowana byta w domenie wigzacej DNA: trzy w POU-H i szes¢ w POU-S. Trzy
mutacje znajdowaly si¢ w domenie transaktywacyjnej. Nie stwierdzono mutacji domeny
dimeryzacyjnej. Lokalizacj¢ mutacji w genie przedstawia Rycina 11.

Rycina 11. Lokalizacja mutacji HNF1a wykrytych w badanych rodzinach
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4.3. Wyniki analizy segregacji i znaczenie zidentyfikowanych mutacji genu HNFloa

Przez segregacj¢ mutacji genu HNFla z cukrzyca MODY rozumiano obecnos$¢ fenotypu
choroby u ich nosicieli i jednoczesny brak cukrzycy u 0séb od nich wolnych.

W grupie 114 zgenotypowanych osoéb z 13 rodzin u 9 wystepowata cukrzyca przy
nieobecnosci mutacji genu HNF1a wystepujacej w rodzinie. W rodzinie M016 osoba M016-5 miata
zdiagnozowang cukrzyce typu 1, ktora wystapita w 2. roku zycia wsrdd ostrych objawow
klinicznych. W rodzinie M028 u osoby M028-11 nie spokrewnionej z nosicielami mutacji miato
miejsce rozpoznanie cukrzycy typu 1. Cukrzyce typu 2 stwierdzono u malzonkéw nosicieli z rodzin
MO014 1 M018 (odpowiednio M014-4 1 M018-3). Natomiast w rodzinie M006 nie stwierdzono
mutacji u 2 chorych — matki i syna (M006-4 1 M006-5), a w rodzinie M026 1 M044 u jednej osoby
(odpowiednio M026-4 1 M044-9). Pézniejszy wiek zachorowania niz u innych cztonkow rodzin
z potwierdzong molekularnie MODY3 (odpowiednio 45, 33, 70 oraz 43 lata), przy srednim wieku
zachorowania dla catej polskiej populacji MODY3 wynoszacym 23,8 lat oraz wystgpowanie cech
zespolu metabolicznego w postaci nadwagi, nadci$nienia tetniczego 1 dyslipidemii przemawia
za rozpoznaniem u tych chorych typu 2 cukrzycy o zlozonej patogenezie. Wystgpujaca w rodzinie
MO006 mutacja Pro379fsdelT 1 w M026 mutacja Pro447Leu byly juz opisywane jako zwigzane
z cukrzycg MODY3 w innych populacjach. W tych okolicznosciach opisane 8 przypadkow nalezy
traktowac jako fenokopie, co bylo juz uprzednio opisywane w rodzinach z autosomalna dominujaca
cukrzyca o wezesnym poczatku.

Osobnego omdwienia wymaga rodzina M019. U Zzadnego z rodzicoéw (M019-5 1 M019-6)
probantki (MO019-1) nie stwierdzono mutacji Arg271Trp. Badanie dziedziczenia 16 czgstych
polimorfizméw wymienionych w metodyce pracy nie pozwolito na wykluczenie ojcostwa. Mamy
wigc najpewniej do czynienia z rzadko obserwowanym w rodzinach MODY zjawiskiem powstania
mutacji de novo. Cukrzyca rozpoznana w wieku 73 lat u otylej pacjentki M019-6 sprawia,

ze stanowi ona kolejng fenokopig.
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W wyniku poszukiwania mutacji u czlonkdéw rodzin probantéw zidentyfikowano 56
nosicieli, z czego 46 (82,1 %) chorowato na cukrzyce, a 10 (17,9 %) nie rozwinglo jej objawow.
Wyniki poszukiwan mutacji przedstawia Tabela 9.

Tabela 9. Wyniki poszukiwania mutacji genu HNF1a u cztonkéw 13 zidentyfikowanych

rodzin.

Liczba rodzin MODY3 13
Liczba osbb przebadanych w rodzinach 114
Liczba nosicieli mutacji 56
Srednia liczba nosicieli w rodzinie 4.3
Liczba nosicieli z cukrzycg 46
Liczba nosicieli bez cukrzycy 10
Liczba chorych na cukrzyce bez mutacji w HNF1a 9

Sredni wiek nie chorujacych nosicieli wynosit 16,9 lat, przy $rednim wieku zachorowania
23,8 lat w badanej grupie. Najstarsza osoba z tej grupy miata 34 lata. Dwie osoby mialy ponad 20
lat, pozostatych 7 bylo w pierwszej lub drugiej dekadzie zycia. Wsrdd nosicieli mutacji starszych
niz 30 lat chorowato 96,7 %, wsrdd oso6b powyzej 20. roku zycia — 93,3 %, natomiast powyzej 10
roku zycia — 85,2 %. W badanej populacji przed 20. rokiem zycia cukrzycg¢ rozpoznano u 55,1 %
nosicieli, przed 30. rokiem zycia — u 66,0 %, a przed 40. rokiem zycia — u 91,3 %. Proporcje
chorujacych na cukrzyce i zdrowych nosicieli w poszczegdlnych grupach wiekowych przedstawia

Rycina 12.
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Rycina 12. Proporcje chorujgcych na cukrzyce i zdrowych nosicieli mutacji w genie HNF1a
w poszczegolnych grupach wiekowych. Wykres opracowano na podstawie wieku

rozpoznania cukrzycy.
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Rodowody rodzin z mutacjami genu HNF1a zwigzanymi z MODY3

Petne i puste symbole oznaczajg odpowiednio osoby chore na cukrzyce i bez cukrzycy.
Kropka wewnatrz symbolu wskazuje nosiciela mutacji nie chorujgcego na cukrzyce.
Strzatka wyr6znia probanta. Osoby, ktére wziely udziat w badaniu opisane sg
w nastepujgcy sposob: w pierwszej linii znajduje sie numer porzgdkowy z Polskiego
Rejestru MODY, w drugiej linii podano aktualny wiek w trakcie badania i wiek rozpoznania
cukrzycy (w latach), ostatnia linia zawiera genotyp: M — mutacja, N — prawidtowa

sekwencja genu HNF1a.

Rodzina M005. Mutacja Ser249Pro

"

MO005-2 MO005-4
57/35 50/40
M/N M/N
MO005-3 MO005-1 MO005-5
28/20 25/18 26/-
M/N M/N M/N

Rodzina M006. Mutacja Pro379fsdelT
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Rodzina M014. Mutacja Asn257Thr

-
O & O &

MO014-4 M014-5 MO014-9
73164 69/32 53/-
N/N M/N N/N
M014-1  MO014-2 ﬁ 6 MO014-6 MO014-8 MO014-10 MO014-7
46/11 40/33 34/34 26/- 24/18 21117
M/N M/N M/N N/N M/N M/N

MO014-3
22/-
N/N

Rodzina M016. Mutacja IVS7nt-6G>A
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Rodzina M018. Mutacja Arg131GIn

Pf-

—

MO018-2
47130
M/N

MO018-1
22/14
M/N

MO018-3
48/47
N/N

MO018-4
20/-
N/N

Rodzina M019. Mutacja Arg271Trp
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Rodzina M025. Mutacja IVS2nt+1G>A

gyl

e, 2

81/38
M/N

MO025-9 | M025-8 M025-12 MO025-6 | M025-5 M025-15] M025-14 MO025-2 | M025-3
471- 47/46 45/43 44/- 40/19 59/- 55/54 53/18 51/-
N/N M/N M/N N/N M/N N/N M/N M/N N/N
MO025-11 MO025-10 6 MO025-7 M025-16 MO025-17 MO025-4 MO025-1
21/- 16/- 15/- 17/- 15/- 27126 25117
M/N M/N M/N M/N M/N M/N M/N

Rodzina M026. Mutacja Pro447Leu
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Rodzina M028. Mutacja Arg131GIn

Jua

o o

M028-13
44/-
N/N

M028-14 M028-15
26/- 21/-
N/N N/N

0O @0

MO028-16  M028-3 | M028-1
34/- 48/- 44/16
M/N N/N M/N

0.

M028-2 MO028-4 M028-5 /

23/20 20/- 17/-
M/N N/N N/N

64/-
N/N
MO028-9 MO028-7
38/- 37/-
N/N N/N
MO028-8
16/-
N/N

Rodzina M033. Mutacja Arg171X

50

2

MO028-11 M028-10

33/25
N/N

35/-
N/N

M028-12
31/-
N/N



Rodzina M037. Mutacja Pro291fsinsC

MO037-2 | M037-1
36/- 38/14
N/N M/N
MO037-3 MO037-5 MO037-4
14/- 13/- 12/10
N/N N/N M/N

Rodzina M039. Mutacja Arg263His
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Rodzina M044. Mutacja Ser225fsdelC

g g

|

N

MO044-9
71/43
N/N

:
.

M044-1 M044-2
54/20 51/37
M/N M/N

o

MO044-8 MO044-3 MO044-5
36/- 35/19 33/15
N/N M/N M/N

o

MO044-4 MO44-6 M044-7
11/9 9/- 4/-
M/N N/N M/N

Rodowéd rodziny M034 z insercjg w 5’'UTR: -153dup(TGGGGGT)

Petne i puste symbole oznaczajg odpowiednio osoby chore na cukrzyce i bez cukrzycy.
Strzatka wyr6znia probanta. Osoby, ktore wziety udziat w badaniu opisane sg
w nastepujgcy sposob: w pierwszej linii znajduje sie numer porzgadkowy z Polskiego
Rejestru MODY, w drugiej linii podano aktualny wiek w trakcie badania i wiek rozpoznania
cukrzycy (w latach), ostatnia linia zawiera genotyp: D — duplikacja, N — sekwencja genu

HNF1o zgodna z sekwencjg referencyjna.
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4.4 Charakterystyka kliniczna nosicieli mutacji w genie HNF1a

Zidentyfikowano 56 nosicieli mutacji genu HNFla, z czego 21 (37,5 %) stanowili
mezczyzni. Sredni wiek badanych wynosit 354 lat (od 3 do 81). Jak wspomniano w czesci
dotyczacej analizy segregacji, u 10 nosicieli nie rozwingta si¢ cukrzyca — osoby te mialy
prawidtowg warto$¢ glikemii na czczo. Tylko troje z nich miatlo w momencie badania ponad 20 lat.
Sredni wiek rozpoznania cukrzycy wynosit 23,8 lat, mediana 20 lat. Objawy kliniczne cukrzycy
wystapity najwczesniej u 9-letniego nosiciela mutacji Ser225fsdelC. U tego pacjenta dodatkowo
stwierdzono otytos$¢, co moglo wplyna¢ na wczesniejsze ujawnienie si¢ MODY3. Najpdzniejszy
wiek postawienia diagnozy w badanej grupie wynosit 54 lata. Do 30 roku zycia zachorowato
70,8 % nosicieli. Najstarszy nosiciel mutacji (Argl31Gln), u ktérego nie wystapita cukrzyca miat
34 lata w momencie badania. Nie zaobserwowano nosicieli z nieprawidlowa glikemig na czczo.

Sredni wiek rozpoznania cukrzycy u chorych w wieku ponizej 30 lat w momencie wlaczenia
do badania (n = 17) wynosit 16,3 lat, w grupie chorych w wieku od 30 do 49 lat (n = 16) srednia ta
wynosila 25,9 lat, a u pacjentéw powyzej 50. roku zycia (n = 13) $redni wiek rozpoznania wynosit
31,1 lat. Znamienne réznice migdzy $rednimi stwierdzono pomigdzy pierwsza (najmtodszymi),
a drugg 1 trzecia grupa wiekowa (odpowiednio p=0,03 i p=0,0008). Réznica migdzy srednimi 26,1
1 31,1 nie byla znamienna. Istotng statystycznie roznicg miedzy srednimi wieku rozpoznania
(p=0,0002) stwierdzono migdzy grupami oséb w wieku do 40 roku zycia (n = 23, $rednia wynosi
17,7 lat) i ponad 40 lat (n = 23, $rednia = 30,0 lat).

Do analizy cech klinicznych i biochemicznych zakwalifikowano nosicieli powyzej 16 roku
zycia (n = 50) wykluczajac 2 osoby chore i 4 nie chorujace na cukrzyce. Srednia wieku w badanej
grupie wynosita 38,5 lat, proporcja kobiet do mezczyzn 33 / 17. W grupie tej znajdowato si¢ 44
chorych na cukrzycg i 6 bezobjawowych nosicieli.

Wsrdd 50 oséb z mutacjami, sposrdd cech zespotu metabolicznego nadcis$nienie tgtnicze
wystepowato u 12 osdb (24,0 %). U 11 o0sdb (22,0 %) stwierdzono BMI przekraczajace wartos¢ 25,
wsrod nich byta jedna osoba z BMI przekraczajacym 30. Stosunek obwodu talii i bioder wyzszy
niz 0,8 wystgpowal u 10 kobiet (30,3 %), natomiast u mezczyzn wskaznik ten o wartosci
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przekraczajacej 0,9 wystapit czterokrotnie (23,5 %). Triglicerydemia > 1,7 mmol/l wystepowata u 6
badanych (12 %), natomiast obnizone st¢zenie cholesterolu-HDL < 1,0 mmol/l u mezczyzn
1 1,3 mmol/l u kobiet wystgpowato u 9 (18 %) osob. U 25 badanych (50 %) stezenie cholesterolu
catkowitego przekraczato 4,5 mmol/l, w tym u 20 przekraczato 5,0 mmol/l. U Zadnej osoby
w momencie kwalifikacji do badania nie stosowano leczenia hipolipemizujacego. Rozpoznanie
choroby niedokrwiennej serca postawiono u 4 0sob (8 %).

Poréwnujac grupe 44 chorych na cukrzyce MODY3 z szeScioma zdrowymi nosicielami
mutacji genu HNFla, stwierdzono znamienne statystycznie rdznice pomigdzy Srednimi stgzen
glukozy na czczo (p=0,0009) 1 odsetka hemoglobiny glikowanej (p=0,000001), co wynika z samej
definicji cukrzycy, oraz $rednimi wieku (p=0,004). Grupy te nie réznity si¢ wynikami pomiaréw
antropometrycznych (wskaznik BMI, obwdd pasa, wskaznik WHR), a takze poziomem peptydu C
na czczo. Stwierdzono natomiast znamienne réznice w parametrach gospodarki lipidowej: stezeniu
cholesterolu catkowitego (p=0,000002), cholesterolu LDL (p=0,001), HDL (p=0,02) i triglicerydéw
(p=0,04). Powyzsze dane przedstawiono w Tabeli 10.

Wsrod 44 chorych na cukrzyce u 21 (47,7 %) 0sob zdiagnozowano zmiany na dnie oczu
zwiazane z retinopatia cukrzycowa. Sredni czas trwania choroby u pacjentow z retinopatia wynosit
24,3 lat, u chorych bez retinopatii wynosit 8,7 lat (p<0,0001). Sredni odsetek hemoglobiny
glikowanej wynosit 8,0 % 1 byt wyzszy niz u pacjentéw bez retinopatii (6,9 % p=0,04). U 7
pacjentow z retinopatia wykonywano zabiegi laserowe. W tej grupie sredni czas trwania cukrzycy
wynosit 26,1 lat, natomiast sredni odsetek hemoglobiny glikowanej — 7,9 %.

Czesto$¢ nefropatii cukrzycowej wynosita 25,0 % (11 pacjentow). U siedmiu z nich
stwierdzono mikroalbuminuri¢. Trzech kolejnych chorych, poza biatkomoczem, wykazywalo
podwyzszone wartosci kreatyniny (98,1 — 143,5 mmol/l). Jeden pacjent byt dializowany z powodu
schytkowej niewydolnosci nerek. Czas trwania cukrzycy w grupie z nefropatia wynosit srednio 20,2
lat w poréwnaniu z 14,8 lat w grupie pacjentéw bez tego powiktania (p=0,2). Sredni odsetek

hemoglobiny glikowanej wynosit odpowiednio 8,2 % i1 7,3 % (p=0,1). Brak znamienno$ci
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statystycznej przy poziomie istotnosci 5% jest najpewniej zwigzany ze zbyt malq liczba chorych
z nefropatia cukrzycowa.

U dwoch chorych stwierdzono zespot stopy cukrzycowej. U kobiety M016-1 rozwingla si¢
osteoartropatia Charcota oraz zakazone owrzodzenie stopy. Wystgpowata u niej réwniez retinopatia
proliferacyjna i mikroalbuminuria. U me¢zczyzny MO025-2 doszto do konieczno$ci amputacji
konczyny dolnej na poziomie uda w zwiazku z zespolem stopy cukrzycowej o charakterze
mieszanym, naczyniowo — neuropatycznym. Pacjent ten mial rdwniez retinopati¢ proliferacyjna
1 schytkowa niewydolnos¢ nerek..

23 chorych (52,3 %) leczonych bylo przy pomocy insuliny w monoterapii lub modelu
skojarzonym, u pozostalych chorych stosowano leki doustne. Dwoch pacjentow w czasie wiaczenia
do badania nie stosowato leczenia hipoglikemizujacego. Chorzy leczeni insuling czg¢sciej (p=0,02)
mieli retinopati¢ cukrzycowa (70,0 %) niz pozostali chorzy (29,2 %). Roznica w czestosci
nefropatii cukrzycowej nie byta statystycznie znamienna (odpowiednio 40,0 % i 12,5 %, p=0,08).
Pacjenci leczeni insuling nie roznili si¢ znamiennie wiekiem rozpoznania cukrzycy od pozostalych
($rednie odpowiednio 22,2 i1 26,5 lat, p=0,2), byli natomiast starsi (odpowiednio 45,1 1 37,1 lat,
p=0,02) i dluzej chorowali (odpowiednio 22,9 i 10,6 lat p=0,0004). Nie stwierdzono istotnych
roéznic miedzy $rednimi odsetka hemoglobiny glikowanej i BMI (odpowiednio 7,7 1 7,3 %, p=0,6
oraz 23,9 1 22,3, p=0,1). Chorzy leczeni insuling mieli natomiast nizsze st¢zenie peptydu C (1,18 w
poréwnaniu z 1,61 ng/ml, p=0,008).

W Tabeli 10 podsumowano charakterystyke kliniczna pacjentéw z MODY 3.
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Tabela 10. Charakterystyka kliniczna nosicieli mutacji w genie HNF1a.

Nosiciele bez

Cecha Chorzy (n=44) cukrzycy (n=6)
Odsetek kobiet [%] 70,5 33,3
Wiek w momencie badania [lata]: srednia; SD 40,7**; 16,0 22,0**; 6,3
Wiek rozpoznania cukrzycy [lata]: srednia; SD 24,5; 10,9 Nie dotyczy
Czas trwania cukrzycy [lata]: srednia; SD 16,2; 12,7 Nie dotyczy
Insulinoterapia [%] 52,3 Nie dotyczy
Retinopatia [%] 47,7 Nie dotyczy
Nefropatia [%]] 25,0 Nie dotyczy
Nadcisnienie [%] 27,3 0,0
Choroba niedokrwienna serca [%] 9.1 0,0
BMI [kg/mz]: Srednia; SD 23,0; 3,2 20,8; 1,4
WHR: $rednia; SD 0,83; 0,08 0,79; 0,05
Obwaod pasa [cm]: $rednia; SD 78,5; 12,8 71,0; 7,9
Glukoza na czczo [mmol/l]: $rednia; SD 7,8***; 3,1 4,4***, 0,7
HbA ¢ [%]:$rednia; SD 7,5%**;1,8 5,6***; 0,2
Peptyd C na czczo [ng/ml]: Srednia; SD 1,45; 0,47 1,5;0,5
Cholesterol catkowity [mmol/l]: srednia; SD 5,0**; 1,1 3,3***; 0,4
Cholesterol LDL [mmol/l]: srednia; SD 2,9**; 0,9 1,6**; 0,4
Cholesterol HDL [mmol/l]: srednia; SD 1,6*; 0,5 1,3%; 0,2
Triglicerydy [mmol/l]: $rednia; SD 1,2%; 0,7 0,7*%; 0,2

SD - odchylenie standardowe, BMI — indeks masy ciata, WHR — wskaznik talia / biodra. Pogrubionym
drukiem oznaczono parametry, ktérych réznice byly znamienne.

*_p e (0,05; 0,01], ** - p € (0,01; 0,001], *** - p < 0,001.
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Tabela 11. Porownanie parametrow klinicznych kobiet i mezczyzn chorujgcych

na cukrzyce MODY 3.

Cecha Kobiety (n=31) | Mezczyzni (n=13)
Wiek w momencie badania [lata]: srednia; SD 41,7; 17,0 38,5; 16,3
Wiek rozpoznania cukrzycy [lata]: srednia; SD 23,7; 11,5 26,6; 9,1
Czas trwania cukrzycy [lata]: Srednia; SD 18,0; 12,8 11,8; 11,2
Insulinoterapia [%] 54,8 46,2
Retinopatia [%] 48,4 46,2
Nefropatia [%]] 16,1 46,2
Nadcisnienie [%] 25,8 30,8
Choroba niedokrwienna serca [%] 12,9 0,0

BMI [kg/m?]: $rednia; SD 22.8; 3,4 23,5; 2,5
WHR: $rednia; SD 0,81**; 0,06 0,91**; 0,07
Obwdd pasa [cm]: srednia; SD 73,7**; 9,6 92,1***; 10,8
Glukoza na czczo [mmol/l]: srednia; SD 7,7;3,2 8,1; 2,6
HbA ¢ [%]:$rednia; SD 7,3;1,6 8,2;2,2
Peptyd C na czczo [ng/ml]: sSrednia; SD 1,42; 0,45 1,53; 0,52
Cholesterol catkowity [mmol/l]: srednia; SD 5,0; 1,2 5,2;0,7
Cholesterol LDL [mmol/l]: srednia; SD 2,9:1,0 3,1; 0,7
Cholesterol HDL [mmol/l]: srednia; SD 1,7;0,4 1,5; 0,6
Triglicerydy [mmol/l]: $rednia; SD 1,1;0,6 1,4;0,7

SD - odchylenie standardowe, BMI — indeks masy ciata, WHR — wskaznik talia / biodra. Pogrubionym
drukiem oznaczono parametry, ktérych réznice byly znamienne.
*-p € (0,05;0,01], *™ - p € (0,01; 0,001], *** - p < 0,001.
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Populacja kobiet z MODY3 roznila si¢ od mezczyzn wynikami pomiardéw
antropometrycznych, co wynika z konstytucjonalnych réznic budowy. Kobiety byly nizsze
(p<0,0000004), miaty mniejsza masg ciata (p=0,0003), obwad talii (p=0,00009) i bioder (p=0,006).
Roéznity si¢ takze wspdtczynnikiem WHR (p=0,007). Nie stwierdzono natomiast znamiennej
roznicy we wspotczynniku BMI. Podobnie, nie stwierdzono réwniez znamiennych réznic w wieku,
wieku rozpoznania cukrzycy, czasie trwania choroby, st¢zeniu lipidow, glukozy na czczo, peptydu
C i odsetku hemoglobiny glikowanej. Kobiety nie roznity si¢ istotnie od mg¢zczyzn takze czgstoscia
retinopatii cukrzycowej, nefropatii, nadci$nienia tetniczego i choroby niedokrwiennej serca.
Powyzsze dane przedstawiono w Tabeli 11.

W pordéwnaniu z grupa pacjentéow cierpigcych na typowa, uwarunkowana wieloczynnikowo
cukrzyce typu 2, dobranych pod wzgledem pici oraz czasu trwania choroby (n = 38), osoby
chorujace na MODY3 réznily si¢ zardwno parametrami biochemicznymi, jak i klinicznymi.
Pacjenci z cukrzyca typu 2 mieli znacznie wyzszy wskaznik BMI (p=7x10"'?), charakteryzowali sig
takze brzusznym typem otytosci, o czym s$wiadczy wskaznik WHR (p=0,001), przyjmujacy
wigksze, bardziej niekorzystne wartosci w porownaniu z grupa z MODY3, a takze obwdd pasa
(p=0,03). Obie grupy nie roznity si¢ pod wzglgdem poziomu glukozy na czczo (p=0,6)
i hemoglobiny glikowanej (p=0,06). Poziom peptydu C byl wyzszy w grupie chorych z cukrzyca
typu 2 (p=0,001), nawet pomimo znacznie rzadszego stosowania pochodnych sulfonylomocznika w
farmakoterapii cukrzycy u tych chorych. Dominujacym lekiem doustnym w tej grupie byla
metformina, natomiast czesto$¢ stosowania insulinoterapii byta w obu grupach podobna (p=0,6).
Nie stwierdzono réznic w czgstosci wystgpowania mikronaczyniowych powiktan cukrzycy. Chorzy
z cukrzycg typu 2 charakteryzowali si¢ natomiast wyzsza czestoscig choroby niedokrwiennej serca
(p=0,007). Znacznie czgstsze w tej grupie bylo rdwniez nadcisnienie t¢tnicze (p=0,004). W zakresie
parametréw gospodarki lipidowej chorzy z cukrzyca typu 2 charakteryzowali si¢ znamiennie
wyzszym poziomem triglicerydéw (p=0,00001) i nizszym poziomem HDL-cholesterolu (p=0,003).
Nie stwierdzono znamiennych roéznic migdzy $rednimi stezenia cholesterolu catkowitego (p=0,4)

i LDL-cholesterolu (p=0,7). Podkresli¢ jednak nalezy, ze okoto 60% pacjentdw z cukrzyca typu 2
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przyjmowala leki hipolipemizujace, tymczasem u zadnego chorego na cukrzyce MODY3

lub nosiciela mutacji nie stosowano farmakoterapii dyslipidemii. Wyniki poréwnania grupy

chorych z cukrzyca typu 2 z pacjentami MODY3 zebrano w Tabeli 12.

Tabela 12. Porébwnanie parametrow klinicznych i biochemicznych pacjentéw z mutacjami

MODY3 i grupy chorych z cukrzyca typu 2. Porbwnywane grupy liczyty po 38 oséb.

Cecha C;J;(;zy; 3 | MODY3 | Wartosé p
Odsetek kobiet [%] 65,8 65,8 Nie dotyczy
Czas trwania cukrzycy [lata]: srednia; SD 12,8; 10,2 [ 12,9; 10,2 [Nie dotyczy
Wiek rozpoznania cukrzycy [lata]: Srednia; SD 46,6; 8,5 24,7; 11,2 10,0000004
Wiek w momencie badania [lata]: sSrednia; SD 59,4; 10,9 | 37,6; 14,3 10,0000005
Insulinoterapia [%] 63,2 47,4 0,6*
Retinopatia [%] 28,1 39,5 0,6 *
Nefropatia [%] 21,6 23,7 09*
Nadcis$nienie [%] 94,4 26,3 0,004
Choroba niedokrwienna serca [%] 43,3 5,3 0,007

BMI [kg/m?]: $rednia; SD 351;7,8 | 22,5;2,8 [7x10™?
WHR: srednia; SD 0,92; 0,07 | 0,83; 0,08 |0,001
Obwod pasa [cm]: $rednia; SD 112,8; 15,0 | 78,0; 12,5 (0,03
Glukoza na czczo [mmol/l]: srednia; SD 7,5; 2,1 79,30 (0,7~

HbA ¢ [%]:Srednia; SD 8,2;1,8 7,5;1,8 (0,06~
Peptyd C na czczo [ng/ml]: Srednia; SD 2,68;1,70 | 1,50;0,48 (0,001
Cholesterol catkowity [mmol/l]: $rednia; SD 53,14 50;10 (04~
Cholesterol LDL [mmol/l]: srednia; SD 3,0;1,4 29,09 |0,77
Cholesterol HDL [mmol/l]: $rednia; SD 1,2; 0,3 1,6; 0,5 10,003
Triglicerydy [mmol/l]: $rednia; SD 2,3;1,4 1,1;0,6 10,00001

* — brak znamiennosci statystycznej, SD — odchylenie standardowe, BMI — indeks masy ciata, WHR —

wskaznik talia / biodra. Pogrubionym drukiem zaznaczono wartosci p < 0,05.
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W celu przeanalizowania wzajemnego wpltywu poszczegdlnych parametréw zastosowano
metode regresji logistycznej. W konstrukcji modelu wzieto pod uwage cechy wykazujace
znamienne statystycznie réznice miedzy grupami. Stabilny model, w ktéorym rdéznice migdzy
chorymi z cukrzyca MODY i cukrzyca typu 2 byly statystycznie znamienne (p=0,02, R*=0,86)
obejmowal wiek w momencie badania, BMI oraz poziom peptydu C na czczo, przy czym istotne
statystycznie roznice dotyczyly jedynie BMI (p=0,02). Po wylaczeniu BMI, réznice wieku
i poziomu peptydu C byly znamienne statystycznie (odpowiednio p=0,001 i p=0,02) przy R*=0,66.
Oba te parametry nie byly jednak predyktorami niezaleznymi od BML

Poréwnanie 50 nosicieli mutacji genu HNFlo powyzej 16. roku zycia z grupa kontrolna
sktadajaca si¢ z ochotnikéw z prawidtowa glikemia na czczo, przyporzadkowana pod wzgledem
pfci 1 wieku w stosunku 1:1 wykazato znamienne statystycznie roéznice w zakresie BMI oraz
poziomu peptydu C. Analiz¢ t¢ podsumowano w Tabeli 13. Grupy nie roéznily si¢ czgstoscia
nadcisnienia tetniczego i1 choroby niedokrwiennej serca. Nie stwierdzono takze roznic pomiedzy
$rednimi parametréw gospodarki lipidowej, a takze obwodoéw pasa i WHR. Sredni BMI w grupie
MODY3 byl znamiennie nizszy 1 wynosit 22,8, natomiast w grupie kontrolnej — 24,3 (p=0,02).
Nie stwierdzono natomiast istotnych statystycznie roéznic pomigedzy grupami w czgstosci BMI
przekraczajacego 25 (n=20, 40,0 %, p=0,08) i 30 (n=7, 14,0 %, p=0,06). Poziom peptydu C
w grupie MODY3 wynosit srednio 1,46 ng/ml 1 byl nizszy niz w grupie kontrolnej (p=0,002), gdzie
wynosit 2,05 ng/ml. Istotna statystycznie réznica (p=0,0000002) w srednim st¢zeniu glukozy
na czczo byta oczywista, zwazywszy, iz porownywano osoby z prawidtowq glikemig i grupg, ktorej
wigkszos¢ stanowity osoby chorujace na cukrzyce. Wykluczenie z analizy 6 nosicieli mutacji
HNFla nie chorujacych na cukrzyce i odpowiadajacych im ochotnikow z grupy kontrolnej

nie wptyngto na wyniki analizy.
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Tabela 13. Porownanie parametréw klinicznych i biochemicznych oséb z mutacjami

MODY3 i grupy ochotnikéw z prawidtowg glikemig na czczo. Poréwnywane grupy liczyty

po 50 osbb.

Cecha cul?rez;cy MODY3 | Wartos¢ p
Odsetek kobiet [%] 66,0 66,0 Nie dotyczy
Wiek w momencie badania [lata]: srednia; SD 38,4; 16,3 | 38,5; 17,1 | Nie dotyczy
Nadcisnienie [%] 10,0 24,0 0,1~
Choroba niedokrwienna serca [%] 4,0 8,0 0,7*

BMI [kg/mz]: Srednia; SD 24.3; 4,6 22,8; 3,1 10,02

WHR: $rednia; SD 0,82;0,10 | 0,83;0,08 |0,4*
Obwéd pasa [cm]: $rednia; SD 80,5;13,6 |77,3;12,4 10,06 *
Glukoza na czczo [mmol/l]: $rednia; SD 7,3; 3,1 4,6; 0,5 10,0000002
Peptyd C na czczo [ng/ml]: srednia; SD 2,05;0,89 | 1,46;0,47 (0,002
Cholesterol catkowity [mmol/l]: Srednia; SD 4,8;1,0 48;1,2 |0,7*
Cholesterol LDL [mmol/l]: $rednia; SD 2,7,0,9 28;10 |0,5*
Cholesterol HDL [mmol/l]: srednia; SD 1,6; 0,4 1,6;0,4 |0,7*
Triglicerydy [mmol/l]: $rednia; SD 1,1; 0,6 1,1;0,6 |0,9*

* — brak znamiennosci statystycznej, SD — odchylenie standardowe, BMI — indeks masy ciata, WHR —
wskaznik talia / biodra. Pogrubionym drukiem zaznaczono wartosci p < 0,05.

W celu ustalenia wptywu réznicy BMI miedzy pacjentami MODY3 a grupa kontrolng
na poziom peptydu C przeprowadzono analize metoda regresji logistycznej uwzgledniajac
wielkosci, ktorych réznice byly statystycznie istotne. Model obejmujacy stezenie glukozy na czczo,
BMI oraz stezenie peptydu C w sposob statystycznie istotny (p=0,002) réznicowal grupe MODY3
1 grup¢ kontrolna przy R?=0,70. BMI w modelu utracito znamiennosé statystyczng przy p dla
stezenia peptydu C i1 glukozy odpowiednio 0,02 i 0,0004. Réznice indekséw masy ciata bytly
znamienne statystycznie po wylaczeniu z modelu poziomu peptydu C (p=0,009), ale nie po

wylaczeniu stgzenia glukozy (p=0,8).
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Analiza wieloczynnikowa przeprowadzona we wszystkich trzech badanych grupach,
obejmujaca predyktory ciagle: BMI, wiek w momencie badania, st¢zeniec HDL-cholesterolu,
triglicerydow oraz predyktory jakosciowe: obecnosc i typ cukrzycy, pte¢, rozpoznanie nadcisnienia
tetniczego 1 choroby niedokrwiennej serca wykazala zwigzek poziomu peptydu C z BMI
(p=3x10"") oraz z obecnoscia i typem cukrzycy (p=0,04). Obliczenia przy uzyciu modelu
obejmujacego czas trwania cukrzycy, BMI, ple¢, odsetek hemoglobiny glikowanej, stezenia
HDL-cholesterolu 1 triglicerydéw, oraz rozpoznanie nadcis$nienia tgtniczego 1 choroby
niedokrwiennej serca, przeprowadzone w samej grupie chorych z MODY3 wykazaly znamienny
statystycznie zwigzek poziomu peptydu C z czasem trwania cukrzycy (p=0,04), ale nie z BMI,
natomiast zastgpienie czasu trwania cukrzycy wiekiem w momencie badania lub wiekiem
rozpoznania cukrzycy spowodowalo utrat¢ istotnosci statystycznej. Podobna analiza st¢zenia
HDL-cholesterolu 1 triglicerydow, obejmujaca wszystkie trzy badane grupy, gdzie wsrdd
wymienionych wczesniej predyktorow ciaglych znalazto si¢ rowniez stgzenie peptydu C na czczo,
wykazata, ze niezaleznymi predyktorami dla poziomu HDL-cholesterolu byty: wiek (p=0,05)
1 stezenie triglicerydow (p=0,0004), natomiast dla stg¢zenia triglicerydéw niezaleznymi
predyktorami byly wiek (p=0,0006), stezenie HDL-cholesterolu (p=0,0004) oraz obecnos¢ i typ
cukrzycy (p=0,0007). Z kolei analiza statystyczna czynnikow zwiazanych z otyloscia, w ktorej
zmienng zalezna byl wskaznik BMI, przeprowadzona tacznie w trzech badanych grupach, wykazata
istotny statystycznie zwigzek z nastgpujacymi niezaleznymi predyktorami: poziomem peptydu C na
czczo (p=2x107"%) i wickiem (p=3x10""), a takze predyktorami jakosciowymi okre$lajacymi
obecnosé i typ cukrzycy (p=6x10") oraz wystepowanie choroby niedokrwiennej serca (p=0,03).
Diagnoza nadcis$nienia tetniczego byla jednak w tym modelu predyktorem o nieznamiennym
zwiazku z BMI (p=0,06). Obliczenia dokonane metoda regresji logistycznej (dla modelu p=0,02,
R?=0,70) wykazaly, ze niezaleznymi czynnikami ryzyka nadcisnienia tetniczego byly: obecnosé
i typ cukrzycy (p=0,01), BMI (p=0,009) oraz stgzenie triglicerydow (p=0,03). Analogiczne
obliczenia dotyczace choroby niedokrwiennej serca nie pozwolily na stworzenie modelu
wykazujacego statystyczng znamiennos$¢, najpewniej z powodu zbyt matej czgstosci wystepowania
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choroby w stosunku do liczebnosci badanych grup. Najlepszym predyktorem choroby

niedokrwiennej serca okazat si¢ wiek pacjentow (p=0,01).
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4.5 Wady rozwojowe nerek u nosicieli mutacji HNFla

W trzech rodzinach MODY3 na podstawie ankiet, odstgpnej dokumentacji medycznej oraz
badan obrazowych wykazano obecnos¢ zaburzen rozwojowych nerek.

Pierwsza rodzina, w ktorej zidentyfikowano osobg z zaburzeniami rozwojowymi nerek
1 mutacjg powodujaca cukrzyce MODY jest rodowod MO14. U 23-letniej pacjentki (M014-8)
z dwuletnim wywiadem cukrzycowym w dokumentacji medycznej znaleziono informacje
o prawostronnej nefrektomii wykonanej w roku 1994 z powodu hipoplazji 1 zwiazanych z nig
nawracajacych ciezkich infekcji. W obecnie wykonanym badaniu USG potwierdzono stan
po usunigciu prawej nerki oraz obecnos$¢ przerosnigte] kompensacyjnie lewej nerki. U innych
badanych o0séb z tej rodziny nie stwierdzono cech zaburzen rozwojowych uktadu moczowego.

Ponadto u probanta z rodziny M016 z mutacja [VS7nt-6G>A, kobiety lat 31 obecna byta
agenezja lewej nerki. Po raz pierwszy zostala ona udokumentowana w roku 1993 podczas
ultrasonografii, a nast¢gpnie potwierdzona w tym samym okresie przez badanie urograficzne.
U pacjentki zdiagnozowano cukrzyce w wieku lat 17. Do okresu wiaczenia do obecnego badania
rozwineta retinopati¢ proliferacyjna, masywna proteinuri¢ oraz zespdt stopy cukrzycowe;.
W badaniu ginekologicznym stwierdzono u niej zaburzenia rozwojowe ukladu plciowego
(dwurozna macica). Pomimo zaburzen rozwojowych i powiktan cukrzycy w roku 2004 kobieta
urodzita cérke z niska masa urodzeniowa, poza tym jednak zdrowa. W rodzinie MO16
zidentyfikowano jeszcze czterech nosicieli mutacji, w tym wspomniane dziecko pacjentki, ktdére
w kilkukrotnych pomiarach miato prawidlowe wartosci glikemii. Pozostali nosiciele mutacji
IVS7nt-6G>A w tej rodzinie byli chorzy na cukrzyce. U wszystkich przeprowadzono badanie
ultrasonograficzne jamy brzusznej. U brata kobiety bedacej probantem (osoba M016-4) opisano
potozong ektopowo w miednicy lewa nerke, ktéra miata cechy dysmorficzne i hypoplastyczne
(wymiary 96 x 40 mm). U pozostatych nosicieli mutacji w tej rodzinie nie stwierdzono w badaniu
ultrasonograficznym zaburzen rozwojowych nerek.

Wady rozwojowe stwierdzono takze w rodzinie M019. Zidentyfikowano w niej jedynie
dwoch nosicieli mutacji Arg271Trp: matke i corke (osoby M019-1 i M019-3). U cérki (M019-3),
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ktora rozwingta cukrzyce w wieku lat 15 zdiagnozowano agenezj¢ prawej nerki w roku 2000
w badaniu ultrasonograficznym. Diagnozg ta potwierdzono wéwczas badaniem urograficznym oraz
scyntygraficznym, ktorych wyniki byly dostgpne w dokumentacji medycznej. Ponadto u jej matki,
probanta tej rodziny, wykazano w USG obecnos¢ licznych drobnych cyst w prawej nerce.
Najwieksza z nich miata wymiar 27x31 mm. U innych czlonkéw tej rodziny nie wykazano
wrodzonych zaburzen rozwojowych nerek.

W  pozostatych rodzinach wywiad ankietowy, dokumentacja medyczna oraz
przeprowadzane badania nie wykazaly agenezji nerek, torbieli ani innych wrodzonych anomalii.
Tak wigc réznego stopnia zaburzenia rozwojowe stwierdzono w 3 rodzinach MODY3, co stanowilo
prawie jedna czwartg wszystkich zidentyfikowanych rodzin. Odsetek nosicieli mutacji z opisanymi

anomaliami wynosit 8,9 % (5 / 56 oséb).
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5. DYSKUSJA

Niniejsza rozprawa doktorska stanowi kompleksowy projekt naukowy zwiazany z cukrzyca
MODY w Polsce, ktory obejmowat kilka etapow. Po pierwsze, przeprowadzono rekrutacj¢ rodzin
z autosomalng dominujacq cukrzyca o wczesnym poczatku do badan przesiewowych w kierunku
MODY3 w ramach tworzonego Polskiego Rejestru Rodzin MODY. Kolejne czgsci projektu
obejmowaty poszukiwanie 1 charakterystyke mutacji genu HNFloa (MODY3) u probantéw rodzin
wlaczonych do badania, polaczone z analiza ich segregacji z cukrzyca. Nastgpny etap stanowito
opracowanie charakterystyki klinicznej nosicieli mutacji genu HNFlo obejmujace migdzy innymi
oceng¢ przewleklych powiktan choroby oraz poszukiwanie wad rozwojowych nerek. Mimo faktu,
ze badania nad molekularnym podiozem cukrzycy MODY trwajq na $wiecie od okoto 15 lat
niniejszy projekt stanowi pierwsze w naszym kraju systematyczne badanie naukowe na tym polu.
Na przetomie poprzedniej dekady w Katedrze i Klinice Chorob Metabolicznych CMUJ w Krakowie
przeprowadzono niewielki pilotazowy projekt zakonczony identyfikacja zaledwie jednej niewielkiej
rodziny z mutacja w genie HNFla [52]. Rodzina ta obejmowata jedynie 4 nosicieli mutacji
w badanym genie. Warto w tym miejscu zestawi¢ powyzsza liczb¢ z 56 nosicielami opisanymi
w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej. Doswiadczenie z tamtego badania zostaly uwzglednione
w fazie projektowania niniejszej pracy, co znalazto swoje odzwierciedlenie w obnizeniu progu dla
wieku zachorowania na cukrzyce w rodzinie z 35 lat do 30 lat oraz wprowadzeniu klinicznego
kryterium niezaleznosci od insuliny. Nalezy ponadto stwierdzi¢, ze pomimo faktu, iz niniejsze
badanie ze wzgleddéw logistycznych i1 finansowych koncentrowalo si¢ na regionie Maltopolski,
poczynione obserwacje 1 wyciagnigte wnioski mozna probowa¢ uogdlni¢ na homogenna etnicznie
1 genetycznie populacj¢ polska. Tego rodzaju podejscie zastosowano w ponizej przeprowadzonej
dyskus;ji.

Pierwszym z wyznaczonych celéw projektu byla rekrutacja rodzin do badania w kierunku
cukrzycy MODY. Warto w tym miejscu wyjasni¢ przyczyng, dla ktorej postgpowanie rekrutacyjne
stato si¢ jednym z formalnych celéw pracy. Po pierwsze, w przeciwienstwie do szeregu innych
badan o charakterze genetycznym rekrutacja rodzin spetniajacych kryteria cukrzycy MODY toczyla
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si¢ rownolegle z innymi procedurami badawczymi stanowiacymi cele projektu. Po drugie, nalezy
wzig¢ pod uwage ztozonos¢ kryteridw rekrutacyjnych, ktére odnosza si¢ zarowno do pojedynczych
0sob jak i calych rodzin. Obejmuja one sposéb dziedziczenia choroby w rodzinie oraz rozne
elementy jej obrazu klinicznego, na przyklad wiek zachorowania i zalezno$¢ od insuliny. Wiasciwe
ustalenie wspomnianych kryteriow oraz poprawne przeprowadzenie rekrutacji skutkujace
wlaczeniem odpowiednich rodzin stanowi niezbg¢dny element sukcesu badan nad cukrzyca MODY.
Powyzsze fakty stanowia uzasadnienie umieszczenia omawianego punktu w celach badania oraz
przedstawienie charakterystyki wiaczonych do pracy rodzin w rozdziale wynikéw. Nalezy
zaznaczyC, ze jest to podejscie dos¢ powszechne stosowane w pracach oryginalnych dotyczacych
podioza molekularnego cukrzycy mono- i wielogenowej [64, 65]. Wynikiem pracy rekrutacyjnej
wlozonej w niniejsze badanie jest powstanie znaczacej liczebnie w wymiarze mi¢edzynarodowym
kolekcji rodzin MODY. Mozna ja zestawi¢ z kolekcja zgromadzona przez Prof. Andrzeja
Krolewskiego w Sekcji Genetyki i Epidemiologii Joslin Diabetes Center w Bostonie, USA, ktora
obejmuje podobna liczbe rodzin MODY 1 jedynie nieznacznie wigksza liczbe zidentyfikowanych
nosicieli mutacji genu HNFla [66]. W Europie kilkakrotnie wigkszy zbidr rodzin zostat
zgromadzony przez prof. Andrew Hattersleya z Peninsula Medical School z Exeter w Wielkiej
Brytanii, jednak warto zaznaczy¢, ze wspomniany osrodek ma charakter centrum koordynacyjnego
w badaniach nad MODY nie tylko dla Wielkiej Brytanii, ale takze znacznej cze¢sci Europy [23, 34,
40, 66]. Inny, liczacy sig¢, duzy zbidr rodzin zostat zebrany we Francji [20, 61, 68, 69]. Wielkos¢
Polskiego Rejestru Rodzin z Cukrzyca MODY jest natomiast poréwnywalna z podobnymi
kolekcjami zgromadzonymi w Czechach oraz Norwegii [70, 71].

We wspomnianych powyzej grupach oraz kilku innych zbiorach rodzin z cukrzyca MODY
prowadzono w czasie ostatniej dekady systematyczne badania przesiewowe w kierunku mutacji
w kolejno odkrywanych genach odpowiedzialnych za cukrzyce¢ MODY. Warto zaznaczyc,
ze poszczegolni badacze postugiwali si¢ roznymi kryteriami wiaczajac kolejne rodziny do badan
nad cukrzyca MODY. Niewatpliwie skutkowalo to, obok rzeczywistych réznic genetycznych,

odmiennymi proporcjami poszczegélnych form MODY w opisywanych populacjach. Dla przyktadu
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grupa francuska gromadzita rodziny, w ktorych cukrzyca wystgpowata w co najmniej dwoch
pokoleniach, dziedziczyla si¢ autosomalnie dominujaco, a u minimum dwoch osoéb z cukrzyca
klinicznie niezalezna od insuliny chorob¢ zdiagnozowano przed 25 rokiem zycia [23, 68, 69].
Zblizone, cho¢ nieco bardziej liberalne, kryterium diagnostyczne stosowane jest przez grupe
Brytyjczykéw kierowanych przez Hattersleya [23, 34, 67]. Wymagaja oni bowiem jednej osoby
zdiagnozowanej przed 25 rokiem zycia. Grupa badawcza kierowana przez prof. Andrzeja
Krolewskiego wlaczata do swojej kolekcji rodziny z cukrzyca autosomalna dominujaca niezalezng
od insuliny wystepujaca w 3 kolejnych pokoleniach, w ktorych probant oraz co najmniej jeden jego
krewny pierwszego stopnia mial cukrzyce niezalezna od insuliny rozpoznang przed 35 rokiem zycia
[30, 66]. Wlasnie te ostatnie kryteria stanowity podstaw¢ do przeprowadzenia niniejszego badania,
jednak biorac pod uwage wyniki cytowanego wczesniej polskiego badania pilotazowego zaostrzono
kryterium wiekowe rozpoznania cukrzycy u dwoch osob z rodziny obnizajac je do 30 lat [52].
Warto zwréci¢ uwage, ze poszczegdlne osrodki réznity si¢ w swoim postgpowaniu
rekrutacyjnym sposobem docierania do rodzin z autosomalng dominujaca cukrzyca o wczesnym
poczatku. Grupa francuska swoje dziatania opierala w znacznym stopniu na apelach kierowanych
poprzez media [22]. Brytyjczycy prowadzili i nadal prowadza kampani¢ informacyjna wsrod
lekarzy opiekujacych si¢ chorymi na cukrzyce [23, 34, 67]. W Joslin Diabetes Center docierano
do pacjentdéw poprzez informacj¢ wizualng umieszczona w poradniach wyspecjalizowanych
osrodkow diabetologicznych. Po uzyskaniu wstepnej informacji dotyczacej poszczegolnych rodzin
rekrutacja byla prowadzona przez wyspecjalizowane osoby zatrudnione w sekcji [65, 66].
Rekrutacja prowadzona w ramach niniejszej pracy doktorskiej byta prowadzona, jak to zostato
wspomniane w czesci dotyczacej metodyki, poprzez informacj¢ przekazywana lekarzom
diabetologom w trakcie zjazdow, konferencji i1 szkolen podyplomowych. Nie prowadzono
w ramach dzialan rekrutacyjnych akcji informacyjnej kierowanej bezposrednio do chorych, jak to
miato miejsce w koordynowanych przez Katedr¢ i Klinik¢ Chordb Metabolicznych badaniach

niektorych innych form monogenowych cukrzycy [72].
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Opisane w dwoch powyzszych paragrafach odmiennosci w kryteriach rekrutacyjnych rodzin
z cukrzyca MODY oraz w sposobie prowadzenia rekrutacji przyczynity si¢ do réznic w czgstosci
mutacji w poszczegdlnych genach MODY, w pierwszym rzedzie dwoch najczestszych:
glukokinazie (MODY?2) i HNFla (MODY3). W populacji francuskiej dominowata liczebnie postac
MODY2 zwiazana z glukokinaza, gdzie stanowila ona okoto 50 % wszystkich rodzin MODY
[73, 74]. Nie mozna wykluczy¢, ze jedng z przyczyn byl sposob rekrutacji odwotujacy sig
bezposrednio do pacjentéw. Wydaje si¢, ze zaowocowaé to moglto wzbogaceniem tej grupy
w rodziny ze stosunkowo tagodna forma cukrzycy. Odmiennie, w grupie brytyjskiej MODY
najczesciej zwiazana byla z mutacjami w genie HNFlo (MODY3) stanowiacymi do okoto 70 %
catosci [67]. Warto w tym miejscu zaznaczy¢, ze co prawda w szeregu innych populacji forma
MODY 3 byta czesta, to w zadnej nie osiagneta tak znacznego odsetka, jak w populacji brytyjskie;j,
gdzie wyraznie przekroczyta potowg zgromadzonej kolekcji. Powyzsza uwaga odnosi si¢
na przyktad do badan niemieckich [75, 76], norweskich [71], hiszpanskich [77] oraz chinskich [78].
W badaniu rodzin z Joslin Diabetes Center odsetek rodzin z MODY wynosit okoto 20% [67].
Nalezy zauwazy¢, ze wynik dotyczacy odsetka rodzin z cukrzyca MODY3 uzyskany w niniejszej
rozprawie doktorskiej jest bardzo zblizony do opisanych w populacji francuskiej, [69] a takze
hiszpanskiej [77].

Innym waznym aspektem niniejszego badania byta charakterystyka mutacji w genie HNFla
zwigzanych z rozwojem cukrzycy MODY w populacji polskiej. Warto podsumowac wyniki
w kontekscie rodzaju mutacji oraz ich lokalizacji w odniesieniu do poszczegdlnych egzondéw genu
1 domen funkcjonalnych biatka. Najczgstszy charakter mutacji odnotowany w omawianych polskich
rodzinach MODY3 to zmiana sensu, czyli podstawienie jednego aminokwasu przez inny. Taki
charakter zmian byl obecny w 7 rodzinach, co stanowito ponad potowe wszystkich mutacji genu
HNFla. Wigkszos¢ z nich byla uprzednio opisana, niemniej jednak dwie z nich, Ser249Pro
1 Asn257Thr, zostaly zaobserwowane po raz pierwszy. Za patogennym charakterem nowych
mutacji przemawia po pierwsze segregacja w rodzinach, w ktorych zostaty odnotowane, po drugie

brak ich wystepowania w grupie 100 kontroli (200 chromosomoéw) z populacji polskiej, po trzecie
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konserwatywno$¢ miejsc aminokwasowych, ktoérych dotyczyly. Mutacje zmiany sensu
wystepowaly raczej w proksymalnej czesci genu, w domenie odpowiedzialnej za taczenie z DNA
(Argl31GIn obecna w dwdch rodzinach oraz Arg263His, Arg271Trp, Ser249Pro, Asn257Thr).
Warto zauwazy¢, ze jest to zgodne z wczesniejszymi obserwacjami. W duzej analizie wszystkich
opublikowanych mutacji genu Ellard i Colclough podsumowali, ze wsrdod 413 rodzin MODY3
stanowily one 52,6 % [54]. Mutacje zmiany sensu w innych grupach etnicznych takze lokalizowaty
si¢ raczej przy N-koncu biatka, natomiast zmiany o charakterze przesunigcia ramki odczytu w jego
bardziej dystalnych czesciach. Tych ostatnich w opisywanym polskim materiale byto okoto 23 %
(3 mutacje- Ser225fsdelC, Pro291fsinsC, Pro379fsdelT). We wspomnianym podsumowaniu
obejmujacym rozne populacje [54] insercje / delecje stanowily 24,2 %, a wiec byly zblizone
do uzyskanych w niniejszej rozprawie doktorskiej. Wszystkie mutacje zmiany ramki odczytu byly
wczesniej wykrywane w innych populacjach. Ciekawa obserwacj¢ stanowi fakt, iz mutacja
w miejscu aminokwasowym 291 w tzw. hot-spot zlokalizowanym w szeregu siedmiu cytozyn byta
obecna tylko w jednej rodzinie. Stanowi to do$¢ wyrazny kontrast z obserwacjami z innych
populacji, gdzie stanowity one do 25% wszystkich rodzin z mutacjami w genie MODY3 [67, 75,
79]. Listg odnotowanych mutacji uzupelnia jedna mutacja nonsensowna (Argl71X) oraz dwie
mutacje zmieniajace miejsca wycinania intronéw (IVS2nt+1G>A 1 [IVS7nt-6G>A), wszystkie trzy
juz uprzednio opisywane [34, 71, 80]. Trzeba powiedzie¢, ze w kilku uprzednich publikacjach
analizujacych duze grupy chorych nie udato si¢ znalezé zwigzku miedzy lokalizacja mutacji
odnoszong do poszczegdlnych egzonéw lub domen funkcjonalnych a fenotypem cukrzycy MODY,
w tym z wiekiem rozpoznania choroby. Dopiero niedawno udato si¢ zidentyfikowaé zwiazek
miedzy lokalizacja mutacji odnoszong do trzech opisywanych izoform genu, HNFla(A),(B) i (C),
a wiekiem zachorowania u nosicieli mutacji [44]. U osdb, ktore mialy mutacje zmiany sensu
uposledzajace funkcj¢ jedynie najwigkszej formy HNF1a(A), cukrzyca rozpoznawana byla w nieco
pozniejszym wieku niz u nosicieli mutacji w bardziej proksymalnych lokalizacjach (25 lat vs 18
lat). Na podstawie lokalizacji mutacji zmiany sensu w opisywanej polskiej grupie mozna
przewidywac, ze uposledzaly one funkcje wszystkich trzech izoform HNFla u cztowieka. Taka
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sytuacja uniemozliwia probg potwierdzenia wczesniejszych obserwacji w niniejszej rozprawie
doktorskiej. W badanej grupie mutacje najczesciej wystepowaty w egzonie 2 1 4 (odpowiednio
trzykrotnie i pigciokrotnie), co w sumie datlo okoto 61 % wszystkich réznic sekwencji zwigzanych
z cukrzyca w niniejszej pracy doktorskiej. Powyzsza obserwacja jest zgodna z ostatnio
podsumowaniem obejmujacym wszystkie publikacje na temat MODY3 do roku 2006 [54].

Analizujac rolg¢ poszczegdlnych mutacji genu HNFloa w powstawaniu cukrzycy MODY3
w populacji polskiej warto zastanowi¢ si¢ nad sita dowodu naukowego sugerujacego zwiazek
przyczynowo-skutkowy migdzy opisywanymi powyzej zmianami sekwencji genu a fenotypem
cukrzycy w opisanych rodzinach. Generalnie istnieje kilka rodzajéow argumentdéw, ktore
wykorzystuje si¢ w tego rodzaju analizach. Po pierwsze ocenia si¢, czy dana mutacja segreguje si¢
z cukrzycq (lub inng chorobg) w badanych rodzinach. Po drugie bada sig¢, czy wystepuje ona
w duzej grupie niespokrewnionych osob bez choroby. Po trzecie, waznym argumentem jest analiza
konserwatywnos$ci zmian, stopnia ingerencji w struktur¢ aminokwasowa biatka czy tez sekwencje
promotora. Po czwarte, jest pozadane, aby w badaniach funkcjonalnych oceni¢ jej znaczenie
biologiczne [7, 10, 11, 14, 15, 81]. Ten ostatni punkt jest jednak wykonywany jedynie w niektérych
projektach 1 nie ma charakteru rutynowego. Oczywistymi argumentami przemawiajacymi
za przyczynowg rola danej mutacji jest jej segregacja z choroba, na przyktad z cukrzycga MODY,
w rodzinie, niewystepowanie w grupie kontrolnej, zmiana konserwatywnego aminokwasu oraz
uposledzenie funkcji biatka powstajacego w jej wyniku.

Przed przystapieniem do szczegotowe] analizy skutkow poszczegélnych mutacji nalezy
wspomnie¢ o mechanizmach prowadzacych do ich powstania. Wigkszo$¢ z opisanych w niniejszej
pracy zmian w sekwencji nukleotydow genu HNFla powstata w obrgbie miejsc o zwigkszonej
podatnosci na mutagenezg. Czestym mechanizmem mutacji jest dezaminacja metylocytozyny
w obregbie dinukleotydow CpG do tyminy, co skutkuje tranzycja C na T lub G na A. W tym
mechanizmie mogly powsta¢ cztery mutacje zmiany sensu (Argl31Gln, Arg262His, Arg271Trp
1 Pro447Leu), a takze mutacja nonsensowna Argl71X. Dinukleotydy CpG wystepuja réwniez
w miejscach powstania obu mutacji intronowych. Kolejnymi sekwencjami podatnymi
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na mutageneze sa powtdrzenia. W takich miejscach powstaly mutacje zmiany ramki odczytu
Pro291fsinsC i1 Pro379fsdelT [54].

Przystepujac do analizy poszczegdlnych mutacji warto rozpocza¢ od stwierdzenia faktu,
iz 10 z nich bylo juz wczesniej opublikowanych 1 uprzednio prowadzone badania dostarczyty
dowodow naukowych na ich rolg w powstawaniu cukrzycy u ludzi. W grupie tych mutacji odrgbna
jakos$¢ stanowi mutacja Pro291fsinsC, ktora do chwili obecnej opisano w ponad 60 rodzinach
MODY [54]. Wkrotce po opisaniu genu HNFla jako czestej przyczyny cukrzycy MODY kilka
grup niezaleznie odnotowato znaczna czesto$¢ wystgpowania wspomnianej mutacji
w zgromadzonych rodzinach [67, 75, 79]. Analiza dodatkowych polimorfizméw intronowych
w siedmiu rodzinach brytyjskich i trzech niemieckich dowiodta, ze nie byly one zwiazane z efektem
zalozyciela [67, 75]. Co wigecej w dwoch rodzinach wykazano spontaniczny (de novo) charakter
insercji Pro291fsinsC [79, 82]. W niektdrych publikacjach odsetek ten osiagat okoto jednej czwartej
catosci, co z kolei zachgcito niektéorych do opracowywania szybkich metod przesiewowych
ukierunkowanych wybidrczo na wspomniang mutacj¢ [83]. Najbardziej prawdopodobng przyczyng
wystepowania mutacji w tym wlasnie miejscu aminokwasowym jest duplikacja (lub rzadziej
delecja) jednaj pary w szeregu cytozyn w wyniku btedéw polimerazy DNA w widetkach
replikacyjnych. Podj¢to takze trud wykonywania badan funkcjonalnych majacych na celu opisanie
patomechanizmow z nig zwigzanych. W modelu sztucznych hybryd genowych (tzw. reporter gene)
wykazano, ze funkcjonalne wlasnosci bialek réznia si¢ dramatycznie od prawidtowej proteiny.
Badania te koncentrowaly si¢ tez na odpowiedzi na pytanie, czy mutacja ta zwiazana jest
z mechanizmem negatywnym dominujacym czy tez jedyna przyczyna rozwoju objawow
chorobowych jest niedobor prawidtowego biatka kodowanego przez jeden z alleli u kazdego
z nosicieli (tzw. haploinsufficiency) [54, 84, 85]. Mechanizm dominujacy w przypadku biatka
HNF1la potencjalnie wigza¢ si¢ mial z taczeniem nieprawidtowego produktu genu (posiadajacego
jednak prawidtowe domeny dimeryzacyjna i wiazaca DNA) z prawidlowa proteing w homo- lub
heterodimery. Ostateczna odpowiedz przyniosty badania stabilnosci mRNA powstatego w wyniku
transkrypcji zmutowanego genu, ktore wykazaly jego przyspieszong degradacj¢, co w zasadzie
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wykluczylo mechanizm dominujacy negatywny opisywanej mutacji [86]. Warto zaznaczyc,
ze badania funkcjonalne przeprowadzano takze w odniesieniu do innych mutacji zmiany sensu,
przesuniecia ramki odczytu, czy tez nonsensownych zidentyfikowanych w niniejszym badaniu.
Wykazywaty one badz to uposledzenie taczenia biatka z DNA badz tez uposledzenie funkcji
transaktywacyjnej. Dotyczy to nastgpujacych mutacji: Argl31Gln, Argl71X, Arg271Trp,
Pro447Leu [80, 85]. Dla trzech pierwszych z wymienionych mutacji udowodniono ponadto
uposledzona translokacj¢ do jadra komdrkowego wskutek uszkodzenia sekwencji sygnatu
lokalizacji jadrowej [71]. Brak jest danych dotyczacych badan funkcjonalnych opublikowanych
wczesniej mutacji:  Arg263His, Sre225fsdelC, Pro379fsdelT. Istnieja natomiast badania
funkcjonalne innych mutacji obejmujacych pozycje aminokwasowe 263 i 379 (Arg263Cys
1 Pro379fsdelCT). Ich skutkiem jest odpowiednio upos$ledzenie wigzania z DNA 1 uszkodzenie
sygnatu lokalizacji jadrowej obejmujacego pozycje aminokwasowe 441 — 474, a takze w obu
przypadkach uposledzenie aktywnosci transaktywacyjnej. Za patogennym charakterem
wspomnianych trzech mutacji, a takze dwoch nowych, przemawiaja w sposob jednoznaczny
charakter zmiany w strukturze aminokwasowej bialtka, segregacja z cukrzyca w rodzinach,
w ktérych zostaly opisane, brak wystgpowania w grupie kontrolnej i ewolucyjny konserwatyzm
reszt aminokwasowych.

W ramach prac zwiagzanych w niniejsza rozprawa doktorska zidentyfikowano dwie mutacje
zmieniajace miejsca laczenia: IVS2nt+1G>A 1 IVS7nt-6G>A. Mutacja IVS2nt+1G>A zmieniata
konserwatywna zasad¢ w intronie 2 i segregowala si¢ z cukrzyca w rodzinie brytyjskiej [34].
Substytucja IVS7nt-6G>A byta dodatkowo analizowana na poziomie mRNA, gdzie potwierdzono
wypadanie egzonu 7 [80]. Na zakonczenie paragrafu dotyczacego charakteru mutacji w genie
HNFla w populacji polskiej trzeba jeszcze raz wspomnieé, iz jedna z mutacji, Arg271Trp
w rodzinie M019, miala charakter spontaniczny. Jest to dopiero trzecia mutacja de novo odnoszaca
si¢ do genu MODY3 [79, 82], a pierwsza o charakterze zmiany sensu. Warto zauwazy¢,
ze identyfikacja wspomnianej mutacji w rodzinie M019 miata po czesci przypadkowy charakter,

poniewaz o kwalifikacji tej rodziny do Polskiego Rejestru Rodzin MODY zadecydowata obecnosé
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w trzecim pokoleniu cukrzycy u osoby, ktéra ostatecznie okazala si¢ by¢ fenokopia (osoba
MO019-6). Mozna pokusi¢ si¢ o formutowanie wniosku, iz ilo$¢ mutacji spontanicznych w cukrzycy
MODY3 moze by¢ niedoszacowana w zwigzku z preferencyjnym kwalifikowaniem do badan
rodzin o wielopokoleniowym wywiadzie chorobowym.

Analizujac obraz kliniczny cukrzycy MODY3 w populacji polskiej warto zwroci¢ uwage
na wysoki stopien penetracji u nosicieli mutacji. Prawie wszyscy nosiciele mutacji genu HNFl1a
w momencie badania powyzej 30. roku zycia chorowali juz na cukrzycg¢. Tak wigc mutacja genu
MODY3 niemal jednoznacznie determinowata zachorowanie na cukrzyce, co jest zgodne
z doniesieniami z innych populacji [87, 88, 89]. Niemniej analiza zamieszczonych w niniejszej
rozprawie doktorskiej rodowoddw pokazuje, iz nawet miedzy nosicielami takich samych mutacji
w jednej rodzinie istniejq roéznice dotyczace na przyktad wieku diagnozy oraz sposobu leczenia.
Jedna z przyczyn moze by¢ wczesniejsze wykrywanie cukrzycy w mtodszych pokoleniach
w stosunku do generacji ich rodzicow czy dziadkéw. Wyjasni¢ to moze efektywniejsze wykrywanie
cukrzycy przez wspotczesng medycyng a takze swiadomos¢ choroby w rodzinach, w ktorych wielu
jej czlonkdw jest przez nig dotknigtych. Warto zastanowi¢ sig, co jeszcze moze powodowac takie
roznice kliniczne. Wydaje sig¢, ze fenotyp cukrzycy MODY3 podlega wplywom zaréwno
srodowiska, na przyklad warunkom wewnatrzmacicznym, otylosci, siedzacemu trybowi zycia, oraz
czynnikoéw dziedzicznych, ktére modyfikuja efekt mutacji HNF1a. [88, 89].

Szereg elementéw klinicznych obrazu cukrzycy MODY3 w populacji polskiej stanowi
potwierdzenie opisdw z innych grup etnicznych. Warto zwrdci¢ uwage na pewne odrebnosci oraz
nowe elementy charakterystyki. Po pierwsze, mimo tego, iz generalnie wiekszo$¢ grupy nosicieli
mutacji genu HNF1a nie byta otyla 1 nie miata cech zespolu metabolicznego, to jednak u okoto
jednej czwartej grupy skojarzenie tego rodzaju elementow z cukrzyca MODY3 mialo miejsce.
Dotyczy to na przyktad czestosci nadci$nienia, nadwagi oraz podwyzszonych wskaznikéw
talia / biodro. Warto zaznaczy¢, ze uprzednio publikowane doniesienia dotyczace pojedynczych
przypadkéw klinicznych dowiodlo, ze nawet kiedy cukrzycy MODY3 towarzyszy otytosc,
to powinna by¢ ona leczona pochodng sulfonylomocznika [90]. Po drugie, wysokie poziomy

74



hemoglobiny glikowanej, konieczno$¢ stosowania farmakoterapii wszystkich nosicieli z cukrzyca
MODY3 oraz czgste wystepowanie powiktan naczyniowych dowodza, iz mutacje w genie HNF1a
w populacji polskiej wiaza si¢ ze stosunkowo cigzkim fenotypem choroby. W opisanej grupie 46
przypadkéw cukrzycy MODY3 jedynie dwie osoby nie stosowatly farmakoterapii z powodu
nie wyrazenia zgody na podjecie leczenia. Tymczasem w doniesieniach z innych grup etnicznych
odsetek pacjentéw leczonych wylacznie dietetycznie siggat okoto jednej trzeciej catosci [11, 91].
Watek przewleklych powiktan choroby byl stosunkowo rzadko podejmowang w dotychczas
opublikowanych pracach dotyczacych MODY3 kwestia. Kompleksowe badania ukierunkowane
na opisanie zwiazku miedzy cukrzycq uwarunkowang mutacjami w genie HNFla a powiktaniami
naczyniowymi pochodza gtownie z populacji francuskiej 1 finskiej [45, 91]. Wlasnie to badanie jest
dobrym punktem odniesienia w kontek$cie poszukiwania przewleklych powiklan w cukrzycy
MODY3, bowiem byla to grupa zblizona liczebnie, o podobnym poziomie HbA | i $rednim czasie
trwania choroby. Ponadto badanie finskie przeprowadzono na grupie chorych
z udokumentowanymi mutacjami genu, podczas gry w badaniu francuskim kryterium wilaczenia
do badania byla obecnos$¢ sprz¢zenia na chromosomie 12q. Czgsto$¢ retinopatii w opisywanej
polskiej grupie dotyczyla blisko polowy nosicieli mutacji genu HNFla z cukrzyca. Wczesniej
rownie wysoka czgstos¢ tego groznego powiklania odnotowano w populacji finskiej [91]. Czgstos¢
nefropatii wydaje si¢ by¢ w rodzinach polskich (okoto trzydziesci procent) nieco wigksza niz
w badaniu finskim (19%).

Interesujace wyniki przyniosto poréwnanie obrazu klinicznego pacjentéw z cukrzyca
MODY 3 i ztozona wielogenowa cukrzyca typu 2. Cz¢$¢ z udokumentowanych réznic w zasadzie
wynika z definicji cukrzycy MODY 1 jest zgodna z oczekiwaniami. Dotyczy to na przyklad masy
ciatla, obwoddw pasa, czy tez wskaznikéw talia / biodro. Podobnie nizszy poziom peptydu C
w grupie nosicieli mutacji genu HNFla potwierdza nieco inng patogenez¢ cukrzycy w obu
grupach, z dominujacym defektem wydzielania insuliny w MODY3 [92, 93]. Brak ro6znic
w  wyrdwnaniu metabolicznym 1 czgstosci przewlektych powiktan cukrzycy potwierdza

zaprezentowang powyzej tez¢ o cigzkosci fenotypu MODY3 w polskiej grupie etnicznej.
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Whioskiem ptynacym z tego stwierdzenia powinien by¢ oczywisty postulat dobrego wyrdéwnania
cukrzycy MODY3 od samego poczatku choroby. Trzeba pamietac, ze poczatek zachorowania ma
miejsce w mlodym wieku i czas trwania choroby u jej nosicieli potencjalnie jest dtugi.

Analiza czynnikéw rézniacych badane grupy chorych metoda regresji logistycznej
wykazata, ze jedynym istotnym predyktorem jest BMI. Brak znamiennych réznic migdzy
stezeniami peptydu C przy uwzglednieniu BMI w modelu mozna wytlumaczy¢ istota patogenezy
cukrzycy typu 2 1 MODY. U podloza obu tych schorzen lezy wzgledny defekt wydzielania insuliny,
natomiast tylko w cukrzycy typu 2 za objawy wspotodpowiedzialna jest w duzym stopniu
insulinoopornos$¢. Zatem to otytos¢, scisle powiazana z obnizong wrazliwoscig na insuling bedzie
faktycznie odréznia¢ obie porownywane jednostki chorobowe. Nalezy tu réwniez wspomniec,
ze wada analizy wieloczynnikowej, w poréwnaniu z klasycznymi metodami statystycznymi jest
mniejsza sila testu wynikajaca ze stratyfikacji danych. Liczba oséb dostepnych badaniu byla zatem
glownym czynnikiem utrudniajacym stworzenie stabilnego modelu uwzgledniajacego wigcej
predyktorow. Wskutek stratyfikacji grupy o niedostatecznej liczebnosci wiek nie byt w powyzej
opisanej analizie istotnym statystycznie niezaleznym predyktorem.

Porownanie MODY3 z grupa kontrolng sktadajaca si¢ z ochotnikow z prawidiowa
glikemia na czczo wykazalo mniejsze wydzielanie insuliny przez nosicieli mutacji, czego
wykladnikiem byt poziom peptydu C na czczo. Grupy nie roznity si¢ pod wzgledem czestosci
zaburzen lipidowych, otylosci, nadci$nienia tgtniczego. Jest to odzwierciedleniem faktu,
iz za rozwdj cukrzycy MODY3 odpowiada praktycznie wyltacznie pojedyncza mutacja genowa
w sposob niezalezny od powszechnych czynnikdw ryzyka cukrzycy typu 2. Znamiennie nizsza
srednia wartos¢ BMI obserwowana w grupie nosicieli mutacji genu HNFla moze by¢
interpretowana jako wyraz defektu wydzielniczego wysp B trzustki i zwigzanej z tym mniejszej
produkcji insuliny, hormonu o silnym dziataniu anabolicznym. Nalezy podkresli¢, ze srednie BMI
w obu grupach miescito si¢ w zakresie wartosci prawidtowych, a czgstos¢ wysokich wartosci tego
parametru, wskazujacych na nadwage lub otylo$¢ byla wsrdd pacjentow z MODY3 1 w grupie
kontrolnej podobna. Dzieki wykorzystaniu regresji logistycznej ustalono, iz poziom glukozy
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na czczo i peptydu C byly niezaleznymi czynnikami réznigcymi grupg¢ kontrolng i MODY3,
natomiast BMI powiazane bylo ze stezeniem peptydu C, co wspiera zaprezentowana hipotezg.
Opisywano juz wystgpowanie nizszej masy ciala u chorych z genetycznymi defektami
wydzielniczymi insuliny. Dotyczy to cukrzycy noworodkowej zwiazanej z genem Kir6.2 [94],
cukrzycy mitochondrialnej [95], natomiast dla genu HNF1a wykazano takie zjawisko w modelu
zwierzecym [96]. Badania u chorych z MODY3 w innych populacjach nie wykazywaty jednak
u nich mniejszej masy ciata, cho¢ mozna zaobserwowa¢ nieznamienny trend spadku BMI wraz
ze wzrostem wielkosci defektu wydzielania insuliny [77]. Roznice w BMI stwierdzong
w niniejszym badaniu nalezy jednak interpretowac z duzg ostroznoscia, poniewaz rekrutacja grupy
zdrowych ochotnikéw do badan nad podtozem genetycznym cukrzycy prowadzonych w Katedrze i
Klinice Choréb Metabolicznych CMUJ odbywa si¢ bez randomizacji, przez co zgromadzona grupa
0s0b moze nie by¢ w pehi reprezentatywna dla populac;ji.

Analiza wieloczynnikowa poziomu peptydu C jako zmiennej zaleznej wykazata,
1z najwazniejszym czynnikiem wpltywajacym na ten parametr jest BMI. W zastosowanym modelu
zamienny statystycznie byt réwniez predyktor jakosciowy odpowiadajacy podziatowi na grupy
MODY3, chorych na cukrzyce typu 2 1 ochotnikéw bez cukrzycy. Interesujace jest, ze w obrgbie
grupy chorych z MODY3 stezenie peptydu C nie zalezalo od BMI, a od czasu trwania choroby.
Te¢ obserwacj¢ wytlumaczy¢ mozna dominujacym w MODY, monogenowo uwarunkowanym
defektem wydzielania insuliny, ktory w znacznym stopniu utrudnia kompensacj¢ poprzez wzrost
sekrecji zwigkszonego zapotrzebowania na insuling zwigzanego z wyzsza masg ciala. Progresja
defektu wysp [ trzustki w raz z wiekiem, obserwowana w tej grupie chorych tlumaczy,
obserwowany w te grupie, zwiazek stgzenia peptydu C z czasem trwania cukrzycy. Analiza
wieloczynnikowa przeprowadzona dla stezenia triglicerydow 1 poziomu HDL-cholesterolu
wykazata wzajemne powigzanie tych parametrow, a takze wystgpowanie progresji zaburzen
lipidowych wraz z wiekiem. W zastosowanym modelu obecne byly znamienne réznice poziomu
triglicerydow, uwarunkowane obecnoscig i1 typem cukrzycy. Podobnie badano predyktory otylosci,
wyrazonej tu w postaci wskaznika BMI. Analiza wieloczynnikowa wykazala, ze niezaleznymi
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predyktorami byly poziom peptydu C, wiek, obecnos¢ i typ cukrzycy, a takze obecnos¢ choroby
niedokrwiennej serca. Brak znamiennosci statystycznej w stosunku do innych ujetych w modelu
czynnikow, w tym parametrow lipidowych i nadcisnienia tetniczego mozna thumaczy¢ w pierwszej
kolejnosci matg liczebnoscia podlegajacej stratyfikacji grupy. Zastosowanie regresji logistycznej
pozwolito na okreslenie czynnikow ryzyka zwiazanych z nadci$nieniem tetniczym. Obecno$é i typ
cukrzycy, wspolczynnik BMI oraz wykladnik zaburzen lipidowych, jakim jest st¢zenie
trigliceryddw, a wiec typowe czynniki ryzyka, byty niezaleznymi predyktorami dla tego schorzenia.
Nalezy tu ponownie przywota¢ ograniczenia tych nowoczesnych i bardzo uzytecznych narzedzi
matematycznych, jakimi sa rozne postacie analizy wieloczynnikowej, wynikajace ze stratyfikacji
danych. Niewystarczajaca liczebnos$¢ analizowanych grup, typowy problem badan nad rzadkimi
chorobami monogenowymi, nie pozwolila na stworzenie modelu zawierajacego statystycznie
istotne predyktory tlumaczace ryzyko choroby niedokrwiennej serca. Podkresli¢ trzeba, ze analizy
tego rodzaju wykazuja jedynie relacje matematyczne pomigdzy predyktorami, nie przyczynowo-
skutkowe.

Niniejsze badanie jako pierwsze wykazalo, ze mutacje w genie HNFla moga, aczkolwiek
rzadziej niz zmiany w genie HNF1f3, powodowa¢ fenotyp zaburzen rozwojowych nerek. HNFla
ulega ekspresji w nerkach, aczkolwiek pozniej niz to ma miejsce w przypadku genu HNF1[3 [43].
Blisko dziewigcioprocentowa czgstos¢ wad nerek w tej populacji, w tym 3,6 % (2 / 56) czgstos¢
agenezji nerki, wydaje si¢ by¢ znacznie wigksza niz w populacji ogdlnej. Czestos¢ wrodzonych wad
uktadu moczowego u ludzi oceniana jest na okoto 0,5 % [97], szacuje si¢, ze agenezja nerki
wystepuje u 1 na 1300 osoéb, a hipoplazja u 1 na 1000 [98]. Pomimo stosunkowo duzej ilosci
doniesien dotyczacych rodzin MODY3 w $wiatowej literaturze, nie opisywano dotychczas tego
rodzaju defektéw. Powyzsze stwierdzenie dotyczy oczywiscie takze osdb z rodzin z wczesniej
opisanymi mutacjami IVS7nt-6G>A i Arg271Trp, gdzie nie obserwowano takich defektéw [69,
80]. Jedynym opisywanym fenotypem nerkowym w MODY3 byta uposledzona reabsorpcja
glukozy w cewkach nerkowych [46]. Jest bardzo ciekawe, ze w trzech rodzinach ze $redniego

rozmiaru kolekcji MODY z polskiej populacji tego rodzaju zaburzenia zostaly odnotowane. Jednym
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z mozliwych wyjasnien jest wplyw niezidentyfikowanych czynnikow wielogenowych
lub $rodowiskowych u 0s6b z zaburzeniami rozwojowymi opisywanymi w rodzinach M014, M016,
MO19. Oczywiscie nie mozna catkowicie wykluczy¢, ze anomalie nerkowe u nosicieli mutacji
w genie MODY3 zostaly spowodowane innymi czynnikami dziedzicznymi niz mutacje genu

HNFla.
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6. WNIOSKI
» Mutacje w genie HNFla (MODY3) stanowig stosunkowo czesta przyczyng cukrzycy
MODY w Polsce. Wydaja si¢ one wyjasnia¢ ponad jedng czwarta podtoza molekularnego

autosomalnej dominujacej cukrzycy o wczesnym poczatku.

» Charakter zidentyfikowanych mutacji jest zblizony do opisywanego w innych europejskich
grupach etnicznych. Najczeéciej mialy one charakter substytucji wystepujacych
w proksymalnych czgsciach genu kodujacych domeng wiazacq si¢ z DNA. Mutacje zmiany
ramki odczytu w egzonie 4 w tzw. hot spot wydajq si¢ natomiast by¢ rzadsze niz w innych

populacjach.

» Wirdd zidentyfikowanych mutacji jedna, Arg271Trp, miata charakter de novo. Sugeruje to,
ze czesto$¢ mutacji spontanicznych w rodzinach MODY moze by¢ niedoszacowana

w zwigzku z selekcja rodzin do badan na podstawie rozbudowanego wywiadu rodzinnego.

» Grupa nosicieli mutacji w genie HNFla cechowata si¢ hipoinsulinemia, brakiem otytosci
oraz zaburzen lipidowych, co odrdzniato ich od pacjentéw z wielogenowa cukrzyca typu 2
o péznym poczatku. U niektérych pacjentow z cukrzyca MODY3 wystgpowaly jednak

elementy skladowe zespotu metabolicznego.

» Nosiciele mutacji w genie HNFla cechowali si¢ czgstym wystgpowaniem powiklan
cukrzycy. Najczesciej obserwowanym powiktaniem byta retinopatia cukrzycowa obecna

u prawie potowy 0séb z cukrzyca MODY 3.

» Wysokie poziomy hemoglobiny glikowanej, koniecznos¢ stosowania farmakoterapii oraz
czeste wystgpowanie powiklan naczyniowych dowodza, iz mutacje w genie HNFla

w populacji polskiej wigza sie ze stosunkowo cigzkim fenotypem cukrzycy.
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» Wady rozwojowe nerek w rodzinach MODY moga by¢ zwigzane z mutacjami w genie
HNFla, a nie tylko z opisywanymi wczesniej zmianami w genie HNF 1. Pacjenci z rodzin
MODY, u ktorych stwierdzono wady rozwojowe nerek powinni by¢ poddawani badaniom

genetycznym w kierunku mutacji w obu genach.
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8. STRESZCZENIE W JEZYKU POLSKIM

W wyniku intensywnych wysitkéw naukowcow pracujacych nad poznaniem genetycznego
podioza cukrzycy, w latach dziewiecdziesiatych ubieglego wieku udowodniono zwigzek mutacji
kilku genow z powstawaniem autosomalnej dominujacej cukrzycy o wczesnym poczatku, zwanej
MODY. Najczgstszym podtypem cukrzycy MODY bedacej skutkiem mutacji gendéw czynnikow
transkrypcyjnych jest MODY3, zwiazana z genem HNFlo (TCFI1). Niektérym opisanym
przypadkom cukrzycy MODY3 towarzyszyly pozatrzustkowe manifestacje kliniczne, na przyktad
tubulopatia nerkowa lub gruczolaki watroby. Wiedza o molekularnym podtozu MODY ma duze
znaczenie naukowe, rokownicze, profilaktyczne, coraz czesciej wplywa tez na dziatania

terapeutyczne.

Niniejsza rozprawa doktorska dotyczy badania podioza molekularnego 1 wybranych
zagadnien klinicznych cukrzycy MODY3 w regionie matopolskim. Szczegdélowymi celami byly
a) rekrutacja rodzin do badan przesiewowych w kierunku cukrzycy MODY3 w ramach tworzonego
Polskiego Rejestru Rodzin MODY; b) poszukiwanie, ocena czgstosci 1 charakterystyka mutacji
genu HNFla (MODY3); c) analiza segregacji i ocena znaczenia zidentyfikowanych mutacji;
d) charakterystyka kliniczna nosicieli mutacji genu HNF1a; e) poszukiwanie wad rozwojowych

nerek u nosicieli mutacji genu HNF1a.

Rekrutacj¢ rodzin MODY prowadzono w oparciu o nastgpujace kryteria: a) autosomalny
dominujacy sposéb dziedziczenia cukrzycy w rodzinie; b) cukrzyca obecna co najmniej w 3
pokoleniach; ¢) co najmniej dwie osoby w rodzinie, u ktorych cukrzyca zostata rozpoznana przed
30. rokiem zycia 1 miata cechy klinicznej insulinoniezaleznosci. Poszukiwanie mutacji u probantéw
prowadzono metoda bezposredniego sekwencjonowania 10 egzondw i promotora genu HNFla.
Mutacji poszukiwano nastgpnie u cztonkéw rodzin zidentyfikowanych nosicieli. Charakterystyka
kliniczna obejmowata dane dotyczace choroby: wieku rozpoznania, czasu i sposobu leczenia,
obecnosci powiklan i schorzen wspdtistniejacych, pomiarow antropometrycznych i parametréw

biochemicznych. Grupy poréwnawcze w odniesieniu do wybranych parametrow stanowili pacjenci
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z wieloczynnikowg cukrzyca typu 2 i zdrowi ochotnicy, przyporzadkowani w stosunku 1:1 do oséb
z MODY3. Poszukiwanie wad ukladu moczowego przeprowadzono metoda ultrasonograficzng u

wszystkich nosicieli mutacji HNF1a.

Przebadano 47 probantow rodzin, u 13 z nich zidentyfikowano mutacje genu HNFla.
Stwierdzono 6 mutacji zmiany sensu, w tym dwie uprzednio nie opisane (Ser249Pro i Asn257Thr),
3 mutacje zmiany ramki odczytu, 1 mutacj¢ nonsensowng i 2 mutacje zmiany miejsc wycinania
intronéw. Mutacja Argl31GIln wykryta zostata w 2 rodzinach. Przebadano 114 cztonkéw rodzin
MODY z mutacjami genu HNFla. Zidentyfikowano 56 nosicieli, z ktérych 46 chorowato na
cukrzyce. Wszystkie wymienione mutacje segregowaty z cukrzyca w rodzinach. Jedna z mutacji
(Arg271Trp) powstata de novo w rodzinie, w ktorej zostata opisana. Sredni wiek zachorowania
wynosit 23,8 lat, do 30. roku zycia zachorowato 66,0 % pacjentow, w grupie nosicieli starszych niz
30 lat chorowalo 96,7 %. U chorych z MODY3 stwierdzono wysoki odsetek przewlektych
powiktan, pordwnywalny z ich czestoscia w cukrzycy typu 2 oraz znaczna, ponad 50 %, czgstosé
stosowania insulinoterapii. U niektérych pacjentow MODY3 wystepowaly elementy zespotu
metabolicznego w postaci zaburzen lipidowych, nadci$nienia, albo nadwagi, jednak rzadziej niz
miato to miejsce w cukrzycy typu 2. Chorzy ci charakteryzowali si¢ tez nizszym poziomem
peptydu C. U 5 nosicieli mutacji genu HNFla z 3 rodzin stwierdzono wystgpowanie wad

rozwojowych nerek.

Niniejsza praca jest pierwszym systematycznym poszukiwaniem mutacji MODY3 w Polsce.
Badanie wykazato, ze mutacje HNFla stanowia wazna, porownywalna pod wzgledem czgstosci z
innymi populacjami przyczyne cukrzycy MODY. Wydaja si¢ one wyjasnia¢ ponad jedng czwartg
podioza molekularnego autosomalnej dominujacej cukrzycy o wczesnym poczatku. Potwierdzono
opisane wczesniej cechy kliniczne tego podtypu cukrzycy: mtody wiek zachorowania, wysoka
penetracj¢ mutacji oraz stosunkowo rzadkie wystepowanie elementow zespolu metabolicznego.
Niniejssza praca jest jednym z kilku na $wiecie badan dotyczacych powiklan przewleklych

cukrzycy MODY. Nosiciele mutacji w genie HNFla w przebadanej populacji cechowali sig¢
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czgstym wystgpowaniem powiklan cukrzycy. Najczesciej obserwowana byta retinopatia
cukrzycowa obecna u prawie potowy osob z cukrzyca MODY3. Po raz pierwszy na $wiecie

zaobserwowano zwigzek wad rozwojowych nerek z mutacjami genu HNF1 a.
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9. STRESZCZENIE W JEZYKU ANGIELSKIM
Molecular background and clinical characteristics of MODY3 in Lesser Poland

Extensive studies concerning the genetic background of diabetes mellitus, performed in the
90. of the XX century, showed the association of mutations in several genes with early onset
autosomal dominant diabetes called MODY. The most common subtype is MODY3 linked
to mutations in the HNFla (TCF1) gene encoding a transcription factor. Several extra-pancreatic
phenotypes were described in MODY. For example, MODY?3 is sometimes associated with renal
tubulopathy and the occurrence of hepatic multiple adenomas. The knowledge about the molecular
background of this type of diabetes has already a wide impact on diabetic research, as well as

on prophylaxis, prognosis, and, with increasing intensity, on the clinical practice.

This study concerns the genetic background and clinical features of MODY3 in the region
of Lesser Poland. The aims were: a) to recruit the families with early onset autosomal diabetes
to screen for MODY gene mutations from a population of Poland; b) to search for HNFla
mutations in probands from the families; c) to analyse the segregation and to provide
the characteristics of mutations; d) to characterize mutation carriers; e) to search for developmental

renal abnormalities.

The recruitment was performed according to the following criteria: a) autosomal dominant
inheritance of diabetes; b) diabetes present in the family in at least 3 generations; c) at least two
family members diagnosed with diabetes within 30 years, with clinical insulin independence.
Mutation screening was performed by direct sequencing of 10 exons and promoter of HNFla.
Family members of the probands with mutations were screened for sequence differences.
The characteristics included the clinical data, such as age of diagnosis, time and method
of treatment, presence of chronic complications, and coexisting abnormalities, antropometric
measurements, and biochemical parameters. The mutation carriers were compared to a group

of diabetic subjects with typical type 2 diabetes and non-diabetic volunteers, matched in 1:1 ratio.
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The search for renal malformation was performed by USG examination of all HNFla mutation
carriers.

47 probands were recruited and examined, 13 MODY?3 families were identified. 6 missense
mutations were found, among them 2 were novel (Ser249Pro and Asn257Thr). In addition, there
were 3 frameshift, 1 nonsense, and 2 splice-site mutations, respectively. The Argl31GIln mutation
was identified in two families. There were 114 members of MODY3 families examined in this
study. Among 56 identified HNF1a mutation carriers there were 46 diabetic patients. All these
mutations segregated with diabetes in the families. One mutation, Arg271Trp, have arisen de novo.
The mean age of diabetes diagnosis was 23,8 years. Below the age of 30 years there were 66,0 %
carriers diagnosed with diabetes, while in group over 30 years of age there were 96,7 % diabetic
patients. Among MODY 3 patients there was a high prevalence of chronic complications, similar to
type 2 diabetes group. Almost half of the HNF1a mutation carriers were diagnosed with diabetic
retinopathy. In MODY group the rate of insulin therapy was over 50 %. The frequency of
the metabolic syndrome components was lower in MODY3 subjects than in type 2 diabetic group.
In addition, their C-peptide concentration was lower. In 5 HNF1o mutation carriers from 3 families

the renal developmental malformations were identified.

This study is the first large-scale search for MODY3 mutations in a Polish population.
It was found that HNFla mutations constitute a frequent cause of MODY diabetes,
which is comparable with the results from other populations. They seem to explain more than
a quarter of early onset autosomal dominant diabetes. Previously described features of MODY3
were confirmed, such as early onset, high penetrance, and infrequent coexistence of the metabolic
syndrome elements. This study is one of a few ones in the world in which diabetes complications
were examined in MODY patients. HNFlo mutation carriers in Polish population were
characterized by high prevalence of diabetic complications. The most frequently observed

complication was diabetic retinopathy, which was present in almost a half of MODY3 patients.
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This study is also the first description of the association of renal malformation occurence with

the HNF1a gene mutations.
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10. Zalacznik A. Ankieta genetyczna o charakterze przesiewowym dotyczaca dziedziczenia
cukrzycy w rodzinie

Imie i nazwisko:
Cukrzyca Wiek zachorowania

TAK NIE NIE WIEM

Osoba wvbpetniaiaca ankiete | X | | |

Rodzice

Matka

Oiciec
Dziadkowie:

Matka Matki

Oiciec Matki

Matka Oica

Oiciec Oica

Rodzenstwo (od najstarszego)
1 rodzenstwo
2 rodzenstwo
3 rodzenstwo
4 rodzenstwo
5 rodzenstwo

Dzieci (od najstarszego)
1 dziecko
2 dziecko
3 dziecko
4 dziecko
5 dziecko

Ciotki/Wujkowie (od najstarszego)
1 rodzenstwo Matki
2 rodzenstwo Matki
3 rodzenstwo Matki
4 rodzenstwo Matki
5 rodzenstwo Matki

1 rodzenstwo Oica
2 rodzenstwo Oica
3 rodzenstwo Oica
4 rodzenstwo Oica
5 rodzenstwo Oica

Kuzynki/Kuzyni (od najstarszego)
1 kuzvnka/kuzvn
2 kuzvnka/kuzvn
3 kuzvnka/kuzvn
4 kuzvnka/kuzvn
5 kuzvnka/kuzvn
6 kuzvnka/kuzvn
7 kuzvnka/kuzvn

Inne osoby z rodziny chorujace na cukrzyce (prosimy o podanie wieku zachorowania):
1.
2.
3.
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11. Zalacznik B. Szczegolowa ankieta kliniczna stosowana u czlonkow rodzin MODY3

ANKIETA GENETYCZNA

Wywiad chorobowy: Prosimy o zastanowienie si¢ nad odpowiedziami i umieszczenie ich we
wlasciwych rubrykach.

1. Rok rozpoznania cukrzycy:........ccceeverueennen. Ile Pan/Pani mial(a) wtedy lat................cccoee

2. Aktualna metoda leczenia (podkresli¢ wlasciwe):

Bez leczenia Dieta Leki doustne Insulina
JEZELI STOSOWANA JEST INSULINA, to w ile lat po rozpoznaniu cukrzycy zaczeto ja
stosowac ?................. Jaki to byl rok ?..................c...

JEZELI STOSOWANA JEST INSULINA, to jaka jest jej dobowa dawka?..............coccrveee.e.

3. Prosimy o podanie swojej daty urodzenia  Dzien............ Miesiac.............. Rok....coceeeee.
4. Prosimy o podanie swojego wWzrostu..................... cm
5. Prosimy o podanie swojej wagi:................ kg

6. Jaka byta Pan/Pani najwigksza waga w zZyciu i kiedy to miato miejsce?

W pytaniach zamieszczony ponizej prosimy w odpowiednich miejscach o podkreSlenie
prawidtowej odpowiedzi TAK lub NIE
7. Czy Pan/Pani lekarz powiedziat kiedykolwiek, ze ma Pan/Pani wysokie ci$nienie tetnicze
lub nadcis$nienie?
NIE TAK
JEZELI TAK, czy aktualnie stosuje Pan/Pani leki obnizajace cisnienie tetnicze krwi ?

NIE TAK
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8. Czy lekarz powiedziat Panu/Pani kiedykolwiek, ze mial/a Pan/Pani atak serca lub dusznice
bolesng?
NIE TAK
JEZELI TAK, to prosimy podad date..............ooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeseseeenenans
9. Czy byl/a Pan/Pani kiedykolwiek hospitalizowany(a) z powodu zawalu serca?

NIE TAK

10. Czy lekarz kiedy powiedziat Panu/Pani, ze ma Pan/Pani chorobe¢ nerek (nefropatie)
zwiazang z cukrzyce?

NIE TAK
JEZELI TAK, prosimy podaé kiedy to mialo MigjSCe.............coovuevveevrerereeeeeeeiereeeenenns
11. Czy lekarz powiedziat Panu/Pani kiedykolwiek, ze ma Pan/Pani retinopati¢ lub inne
problemy oczne zwiazane z cukrzyca?

NIE TAK
JEZELI TAK, prosimy podaé kiedy to mialo MigjSCe.............coevevrvireerererieeeeeieseeeenenns
Czy mial Pan/Pani kiedykolwiek wykonywany zabieg laseroterapii?

NIE TAK
12. Czy by¥/a Pan/Pani kiedykolwiek leczony z powodu innej choroby?

NIE TAK
JEZELI TAK, prosimy 0 ich WyMIENIENIE. ..........c.c.evevreerereiereeeceeeeeeseeeeeeeeeeeseseseeeeesese s sesenans
13. Czy aktualnie jest Pan/Pan leczony nastgpujacymi lekami (prosimy o podkreslenie

stosowanych lekow):
Accupro Benalapril ~ Capoten Captopril Enap Enarenal Gopten

Inhibace Lotensin Prestarium
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WYWIAD RODZINNY

Prosimy o odpowiedz na ponizsze pytania dotyczace problemdéw zdrowotnych Pani/Pana rodziny.

Wszystkie pytania dotycza rodzin biologicznych (nie dotycza macoch, ojczymow, dzieci

adoptowanych).

W  pytaniach zamieszczony ponizej prosimy w odpowiednich miejscach o podkreslenie
prawidtowej odpowiedzi TAK lub NIE albo NIE WIEM

DZIADKOWIE

Czy ktores z Pani/Pana bab¢ lub dziadkow chorowato na cukrzyce?

NIE TAK

JEZELI TAK, prosimy zaznaczy¢, ktérego z nich to dotyczyto:

ojciec ojca TAK NIE NIE WIEM
matka ojca TAK NIE NIE WIEM
ojciec matki TAK NIE NIE WIEM
matka matki TAK NIE NIE WIEM

Ile/u ma Pani/Pan zyjacych bab¢ Tub dziadkOw: ...........cccviiiiiiiiiiiieee e

RODZICE

MATKA

1. Rokurodzenia..........ccccoevvevieniniinicannens
2. Czy rozpoznano u niej kiedykolwiek cukrzyce?
NIE TAK
JEZELI TAK, to w jakim wieKu............cococevvne..
3. Czy rozpoznano u niej kiedykolwiek nadcisnienie tgtnicze?

NIE TAK

OJCIEC

1. Rokurodzenia.........coccoeviiriiniiieninnen.
2. Czy rozpoznano u niego kiedykolwiek cukrzyce (wlasciwe zakresli¢)?

NIE TAK
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JEZELI TAK, to w jakim wieKu.............cccooeue.....
3. Czy rozpoznano u niego kiedykolwiek nadcisnienie tgtnicze?

NIE TAK

CIOTKI STRYJENKI/'WUJKOWIE

Ilu braci i sidstr miata Pana/Pani matka? ............cccooceeiieniiennennnnne. HNu zyje?..coeeiieee
U ilu z nich wystapita cukrzyca?........c.ccccoevvivvienineneennen. Ilu z nich zyje?......cccovvevvieieien.

Czy u ktéregos z Pana/Pani kuzynow lub kuzynek ze strony twojej matki wystapita cukrzyca?

NIE TAK
Ilu braci i sidstr mial Pani/Pana 0jciec? .........cccoeveeviieniieniieniienene, HNu Zyje?...coveiiieee
U ilu z nich wystapita cukrzyca?........c.ccccoveviviinnineneennen. Ilu z nich zyje?.....cccoveviinieeen.

Czy u ktoregos$ z Pani/Pana kuzynow lub kuzynek ze strony twojego ojca wystapita cukrzyca?

NIE TAK

RODZENSTWO

Czy ma Pan/Pani braci lub siostry?

NIE TAK
JEZELI TAK, to prosimy o ich wymienienie poczawszy od najstarszych:
1. Rokurodzenia ............. pteé...........

Czy mialo miejsce rozpoznanie cukrzycy?

NIE TAK
JEZELI TAK, to w jakim wieku ..........cccccu........ i jaki jest sposob leczenia..........ccceeeeveeeenveennnee.
Czy zyje

NIE TAK

JEZELI NIE, to kiedy nastapil ZON.............ccoveveveveveeeeereeeeeeeeeeeeeeeenenenen,

Liczba dzieCi......cceevveeerrieereenee, Liczba dzieci z cukrzyca.........cceeeeveeeeveeeneeeenneen.
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2. Rokurodzenia ............. pteé...........

Czy mialo miejsce rozpoznanie cukrzycy?

NIE TAK
JEZELI TAK, to w jakim wieku ..............ccoco...... 1jaki jest sposob leczenia.........ccccveeeveeeneneennnee.
Czy zyje
NIE TAK
JEZELI NIE, to kiedy nastapil ZON..........c.coeveveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeennen.
Liczba dziecCi.......c.cccvvveevreeenreennee. Liczba dzieci z CuKIzyca........ccocuveeeuveeecneeeeneenne,
3. Rokurodzenia ............. pteé...........

Czy mialo miejsce rozpoznanie cukrzycy?

NIE TAK
JEZELI TAK, to w jakim wieku ............ccco....... 1jaki jest sposob leczenia..........ccceeeeveeeeeneennnee.
Czy zyje
NIE TAK
JEZELI NIE, to kiedy nastapil ZON.............coceveveveverererereeeeeeeeeeeeeeeeeenenenen.
Liczba dziecCi.......ccceevvveenveenieennee. Liczba dzieci z cukrzyca........coccvveveveeecieeennennee,
4. Rokurodzenia ............. pteé...........

Czy miato miejsce rozpoznanie cukrzycy?

NIE TAK
JEZELI TAK, to w jakim wieku ..............ccoc....... 1 jaki jest sposob leczenia...........cceeevveenveennnnee.
Czy zyje
NIE TAK
JEZELI NIE, to kiedy nastapil ZgON..............cccovrrueveveveeeeeeereeseeerennenn,
Liczba dzieCi........ccccevveevreeenreennee, Liczba dzieci z cukrzyca.........ccceeeveeeceveeecnreeenneen.
DZIECI

Czy ma Pani/Pan dzieci?
NIE TAK

JEZELI TAK, to u ilu z nich wystapita cukrzyca.............occcovevuerererevecreerernnn.
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PALENIE TYTONIU

1. Czy palit Pan/Pani kiedykolwiek papierosy?
NIE TAK
JEZELI NIE, to prosimy o pominiecie pozostalych pytan.

JEZELI TAK, to w jakim wieku zaczal/a Pan/Pani palié regularnie?

2. Czy aktualnie pali Pan/Pani papierosy?
NIE TAK
JEZELI TAK, to prosimy o przejécie do pytania 3.
JEZELI NIE, to w jakim wieku rzucil/a Pan/Pani palenie? Wiek................
Ile srednio paczek papierosow wypalal/a Pan/Pani dziennie w czasie ostatniego miesiaca

palenia papierosOw (prosimy ZakreSIiC)?......cvviriiiiriieiiiieeieeeee e

Wyrazam zgodg na pobranie krwi celem izolacji DNA do badan genetycznych.

podpis wypetniajacego ankiete..........coceevveeeiieriieeieenieeieeieenee.

Prosimy o podanie nazwisk i adresow zyjacych siéstr lub braci

Adres i telefon:
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