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2 WYKAZ SKROTOW

ACTH — adrenocorticotropic hormone — hormon adrenokortykotropowy

ADD1/SREBP1 — adipocyte determination and differentiation factor/ sterol regulatory element-binding factor
— czynnik determinacji i réznicowania adipocytéw/biatko wiazace si¢ ze sterolowymi

elementami regulatorowymi

ADP — adenosine diphosphate — dwufosforan adenozyny

ANP — atrial natriuretic peptide — przedsionkowy peptyd natriuretyczny

ATP — adenosine triphosphate — trédjfosforan adenozyny

BMI — body mass index — wskaznik masy ciala

C/EBP - CCAATT enhancer binding proteins — biatka wiazace si¢ z sekwencja wzmacniajaca

CCAATT

CODIP — Cost of Diabetes Type 2 in Poland — Koszt Cukrzycy Typu 2 w Polsce

CRH — corticotropin-releasing hormone — hormon uwalniajacy hormon kortykotropowy
DBI — diazepam-binding inhibitor — inhibitor wiazacy si¢ z diazepamem

FATP-1 — fatty acid transporting protein-1 — biatko transportujace kwasy tluszczowe-1
FFA — free fatty acids — wolne kwasy tluszczowe

GHRH — growth hormone — releasing hormone — hormon uwalniajacy hormon wzrostu

GLU - stezenie glukozy w osoczu

GLUT?2 — glucose transporter 2 — transporter glukozy 2

HNF — hepatocyte nuclear factor — hepatocytowy czynnik jadrowy
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HOMA-%B - homeostasis model assessment — B-cell function — ocena modelu homeostazy - czynnosci
komorki B

HOMA-IR — homeostasis model assessment — insulin resistance — ocena modelu homeostazy —
opornosci na insuling

TAPP — islet amyloid polypeptide - amylina

INS — stezenie insuliny we krwi

IPF — insulin promoter factor — czynnik promotora insuliny

Karp — kanaly potasowe zalezne od tréjfosforanu adenozyny

Ky — kanaly potasowe zalezne od potencjatu

LDL — Jow-density lipoproteins — lipoproteiny o malej gestodci

LOD — logarithm of odds — logarytm z prawdopodobiefistwa

log — logarytm dziesietny

MAPK — mitogen-activated protein kinase — kinaza biatkowa aktywowana mitogenami
MCAR — melanocortin-4-receptor — receptor melanokortyny 4

min — minuta

MODY — maturity-onset diabetes of the young — cukrzyca typu dorostych u mlodych

NATPOL PLUS — Nadci$nienie T¢tnicze w Polsce Plus Zaburzenia Lipidowe 1 Cukrzyca

NREF — nuclear respiratory factor — jadrowy czynnik oddechowy

OGTT — oral glucose tolerance test — doustny test tolerancji glukozy

PCR — polymerase chain reaction — Yaticuchowa reakcja polimerazy

PPAR —  peroxisome  proliferator-activated  receptor — receptor aktywowany proliferatorami
peroksysomow

PPG-1 - glycogen-associated protein phosphatase — 1 — zwiazana glikogenem fosfataza biatkowa — 1
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PPPIR3A — protein phosphatase 1 regulatory subunit-3A — podjednostka regulatorowa 3 fosfatazy
biatkowej 1A

PPRE — PPAR response elements — sekwencje DNA laczace si¢ z receptorami PPAR

QUICKI — guantitative insulin sensitivity check index — losciowy wskaznik insulinowrazliwosci

RELP — restriction fragments length polymorphism — zmienna dtugo$¢ fragmentow restrykcyjnych

RXR — retinoid X receptor — receptor retinoidéw X

sqr — pierwiastek kwadratowy

SURI1 — sulphonylurea receptor 1 — receptor sulfonylomocznika 1
TNFo — tumor necrosis factor a — czynnik martwicy guza o
TRH — thyreotropin-releasing hormone — hormon uwalniajacy hormon tyreotropowy

UTR — untranslated region — region nieulegajacy translacji

VDCC — voltage-dependent caleinm channels — kanaly wapniowe zalezne od potencjalu
VIP — vasoactive intestinal peptide — wazoaktywny peptyd jelitowy

VLDL — very low-density lipoproteins — lipoproteiny o bardzo matej gestosci
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3 WSsTEP

3.1 Wprowadzenie

3.1.1 Zarys epidemiologii cukrzycy typu 2

Mianem cukrzycy okresla si¢ grupe choréb metabolicznych o zréznicowanej etiologii
cechujacych si¢ przewlekla hiperglikemia . Do ich obrazu naleza zaburzenia metabolizmu
weglowodandéw, tluszczow 1 biatek. Chorzy na cukrzyce zagrozeni sa rozwojem przewleklych
powiklan zaréwno makroangiopatycznych, jak 1 mikroangiopatycznych, mogacych prowadzi¢ do
inwalidztwa 1 przedwczesnego zgonu, a w wymiarze spolecznym wiazacych si¢ z wysokimi
kosztami leczenia i kosztami posrednimi. W roku 2000 na $wiecie zylo okoto 171 milionow
chorych na cukrzyce, a przewiduje sig¢, ze w roku 2030 liczba ta wzrosnie do 366 milionéw . W
Polsce w roku 2000 zyto 2 miliony chorych na cukrzyce, ich ilo§¢ w roku 2030 jest szacowana na
4 miliony . Na te liczby w ponad 85% skladaja si¢ chorzy na cukrzyce typu 2 . W ostatnich
czterech dekadach chorobowosc z jej powodu wzrosta o 150 — 300%. Dodatkowym czynnikiem,
ktéry spowodowal zwigkszenie liczby chorych na cukrzyce typu 2 byly zmiany kryteriow
rozpoznania cukrzycy. Choruje 5-7% populacji $wiata . Ilo§¢ chorych bedzie si¢ zwigkszaé z
wielu powodéw: starzenia si¢ populacii, obnizenia si¢ sredniej wicku rozpoznania, zmniejszenia
umieralnosci, w koficu przewidywanego znacznego zwigkszenia zachorowalnosci .

W Polsce réwniez notuje si¢ zwigkszenie czgstosci wystepowania cukrzycy typu 2. W
pierwszych krajowych badaniach epidemiologicznych, wykonanych w latach 60. ubiegtego
wieku, oceniano chorobowos$¢ na 0,45 — 1,6% (, cytowane wedtug ). W badaniu Screen — Pol,
przeprowadzonym w 1998t. w 12 osrodkach regionalnych, obejmujacym 30000 chorych powyzej
45 roku zycia, zglaszajacych si¢ do lekarza podstawowej opieki wyniosta ona 13,3% . W badaniu
NATPOL-PLUS, wykonanym w Gdansku w 2002r. wsréd 3051 Polakéw w wieku od 18 do 94
lat — 5,6% . Wsrdéd mieszkancow Wroctawia miedzy 55 a 75 rz. — 6,1% (cukrzyca typu 2
rozpoznana po raz pierwszy) 1 4,8% (znana wczesniej) .

Wedlug danych, uzyskanych w ramach Polskich Wieloosrodkowych Badan nad
Epidemiologia Cukrzycy, chorobowos¢ z powodu cukrzycy w Krakowie wyniosta 10,77%, przy
czym u 5,66% chorych byla to cukrzyca znana, a u 5,11% - §wiezo wykryta. Nieprawidtowa
tolerancja glukozy wystepowata u 14,5% badanych .
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Epidemia cukrzycy typu 2 wiaze si¢ z duzymi kosztami spoleczno — ekonomicznymi.
Wedtug obliczen, dokonanych na podstawie kwestionariuszy wypelnianych przez chorych na
cukrzyce i lekarzy w programie CODIP w roku 2002, roczne koszty bezposrednie leczenia
jednego pacjenta (wizyt lekarskich, lekow, innych konsultacji, hospitalizacji, transportu) wyniosty
prawie 2500 PLN. Autorzy publikacji oszacowali koszty leczenia wszystkich chorych w Polsce na
ponad 2 600 000 000 PLN — 8% nakladéw poniesionych na stuzbe zdrowia w tym roku.
Szacowane koszty posrednie wyniosty okoto 6700 PLN na pacjenta na rok .

Coraz powszechniejsze wystgpowanie, powazne zagrozenia wynikajace z powiklan i
duze koszty spoteczno — ekonomiczne czynia cukrzyce typu 2 waznym problemem medycznym
1 spotecznym.

Rosnie rola badan genetycznych w diagnostyce cukrzycy. Po pierwsze, moga one wskaza¢ na jej
okreslony typ 1 odpowiednio ukierunkowac leczenie (farmakogenetyka) oraz dalsza obserwacie,
po drugie, by¢ moze w przysztosci beda stuzyc¢ jako badania przesiewowe, wskazujace osoby, u

ktorych sie ona rozwinie, jeszcze przed wystapieniem hiperglikemii .

3.1.2 Zarys etiologii cukrzycy typu 2

W patogenezie choroby graja role zaréwno czynniki genetyczne, jak 1 Srodowiskowe. Na
wplyw tych pierwszych wskazuja: czgstsze wystepowanie choroby wsréd krewnych chorych na
cukrzyce typu 2, wysokie odsetki zgodnosci (concordance rates) wystgpowania choroby u blizniat
jednojajowych oraz wicksze odsetki zgodnosci wystepowania choroby u bliZzniat
monozygotycznych niz dizygotycznych , w konicu przypadki, w ktérych zidentyfikowano geny
odpowiedzialne za wystapienie choroby, zaliczanej wczesniej do typu 2, a obecnie do innych
okreslonych typow cukrzycy .

Z drugiej strony, istnieja silne dowody na wplyw czynnikéw srodowiskowych. Odsetki
zgodnodci wystepowania cukrzycy typu 2 u monozygotycznych blizniat, jakkolwiek duze, nie
siggaja stu procent. Do duzego wzrostu zachorowalnos$ci dochodzi w populacjach imigrantow
do krajéw o zachodnim typie zywienia . Przez zmiany trybu zZycia (zwigkszenie aktywnosci
fizycznej 1 zmiang nawykow zywieniowych) mozna zapobiec przejéciu nietoleranciji glukozy w

cukrzyce typu 2.
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3.2 Fizjologia metabolizmu we¢glowodanow
3.2.1 Fizjologia wydzielania insuliny
3211  Podstawy mechanizméw wydzielania insuliny i jego regulacji

Insulina wydzielana jest w odpowiedzi na wiele bodZcéw, z ktérych najwazniejszym jest
zwigkszenie stezenia glukozy w krwi krazacej. Sekrecja tego hormonu wyzwalana jest przez kilka
mechanizméw:  jonowych, zaleznych od tréjfosforanu adenozyny (ATP) i niejonowych,
niezaleznych od ATP.

W mechanizmie jonowym, ktéry zdaje si¢ mie¢ podstawowe znaczenie, kluczows role
odgrywa zalezny od ATP kanal potasowy (Kyp). Glukoza, wnikajac do komorki § trzustki przy
pomocy transportera GLUT2, ulega fosforylacji do glukozo-6-fosforanu (reakcja katalizowana
przez glukokinaze) i wchodzi w tadcuch przemian glikolizy. Od tej reakcji zalezy szybkos§é
przebiegu przemian calego szlaku metabolicznego, stad glukokinaza nazywana bywa ,,czujnikiem
glukozy” komorki . Powstajace produkty, gléwnie pirogronian, sa z kolei substratami
zachodzacych w mitochondriach przemian lafdcucha oddechowego, ktére prowadza do
powstania wigkszosci ATP z metabolizmu glukozy. Zwigkszenie stosunku ATP/ADP w
komérce powoduje zamknigcie kanaléw potasowych zaleznych od ATP (Kurp) 1 depolaryzacje
komorki. Kyrp jest oktamerem zlozonym z 4 podjednostek Kir6.x (w komorce B Kir6.2) 1 4
podjednostek SUR1. Przylaczenie ATP do Kir6.2 skutkuje zamkni¢ciem kanatu, zahamowaniem
wyplywu przez blong komérkows jonéw potasu i depolaryzacja komorki. Ta z kolei wywoluje
otwarcie kanaléw wapniowych zaleznych od potencjatu (voltage-dependent calcium channels -
VDCC), co stanowi bezposredni bodziec do egzocytozy insuliny z ziarnistosci komorek (.

Mechanizm wydzielania insuliny przedstawiony zostal schematycznie na rycinie 1.

Rola wybranych polimorfizméw w biatkach receptorowych 1w patogenezie cukrzycy typu 2, przedeukrycowych cech ilosciowych
7 otylosii w populagi polskie
12




Ryc. 1. Mechanizm wydzielania insuliny przez komorki B trzustki. Glk — glukoza, GK —
glukokinaza, GIlk-6-P, glukozo-6-fosforan, Pir — pirogronian, CKT — cykl kwaséw
tréjkarboksylowych  (Krebsa), acetylo-CoA — acetylokoenzym A, cAMP - cykliczny
monofosforan adenozyny, PK — kinazy biatkowe, GLP1 — glukagonopodobny peptyd 1, GIP —
zalezny od glukozy peptyd insulinotropowy. Dla uproszczenia na schemacie przedstawiono
jeden receptor inkretyn, w rzeczywistosci GIP i GLP1 dzialaja przez osobne receptory (wedtug ,

zmodyfikowane)

GK

.

ATP/ADP

Do repolaryzacji komorek 3 dochodzi przez otwarcie kanaléw potasowych zaleznych od
potencjatu (Ky) .

Oprocz glukozy takze inne czynniki wplywaja na wydzielanie insuliny z komorki f.
Naleza do nich hormony produkowane przez komorki wysp trzustkowych (glukagon), inne
peptydy, znajdujace si¢ w tych komorkach, klasyczne 1 peptydergiczne neuroprzekazniki z
zakonczen unerwiajacych wyspy Langerhansa i hormony wydzielane przez gruczoly dokrewne
(hormon uwalniajacy hormon tyreotropowy — #hyreotropin-releasing hormone — TRH, hormon
uwalniajacy hormon wzrostu —  growth  hormone-releasing  hormone — GHRH, hormon
adrenokortykotropowy — adrenocorticotropic hormone — ACTH 1 opioidy) oraz przez komorki jelit,

wchodzace w sklad osi jelitowo — trzustkowej (zalezny od glukozy peptyd insulinotropowy —
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lucose-dependent insulinotropic peptide — GIP, cholecystokinina, opioidy, wazoaktywny peptyd
jelitowy — vasoactive intestinal peptide — VIP, peptydy glukagonopodobne — glucagon-like peptides —
GLP), skladniki pokarmowe (np. aminokwasy - arginina, leucyna). Niektére z nich wzmagaja
odpowiedz komorki B na glukoze (hormony osi trzustkowo — jelitowej) inne (np. arginina,
leucyna) zwigkszaja wydzielanie insuliny niezaleznie od glukozy. Takze stymulacja
przywspolczulna wywoluje sekrecje insuliny .

Mechanizmy wewnatrzkomorkowe, w jakich dzialajg wymienione substancije, czesto nie
zostaly do kofica poznane. W wypadku argininy przypuszcza sig, ze wnikniecie do komorki 3
dodatnio natadowanych czasteczek tego aminokwasu powoduje jej depolaryzacje, wywotujac
otwarcie kanatéw VDCC, jak to opisano powyzej. Podczas metabolizmu leucyny powstaje ATP,
co moze wywola¢ otwarcie kanatow Kyrp.

Do drugich przekaznikéw mogacych mie¢ znaczenie w stymulacji wydzielania insuliny
naleza réwniez: cykliczny AMP 1 zalezne od cAMP kinazy biatkowe; fosfolipidy i
trojfosfoinozytol; kwas arachidonowy, przypuszczalnie odgrywajacy role w fuzji ziarnistosci z
insuling z blong komoérkowa. Z dotychczas zgromadzonych dowodéw wynika, iz te mechanizmy
nie zapoczatkowuja wydzielania insuliny, lecz odpowiadaja za jego nasilenie .

Dzialanie wielu hormonéw, peptydow i neurotransmiteréw jest mediowane przez
receptory zwigzane z biatkami G, uruchamiajacymi kaskady cyklazy adenylowej i fosfolipazy C.
Aktywacja plerwszej z nich prowadzi do powstania cyklicznego AMP. Zwiazek ten hamuje
gromadzenie jonéw wapnia w zbiornikach wewnatrzkomoérkowych oraz aktywuje kinaze
biatkowa A, co prowadzi do fosforylacji bialek, odpowiadajaca za ich uwrazliwienie na wapn,
oraz kanaléw wapniowych zaleznych od potencjatu (VDCC). Fosforylacja tych ostatnich
zwicksza naplyw wapnia z przestrzeni zewnatrzkomoérkowej. Do podobnych skutkéw prowadzi
aktywacja kaskady fosfolipazy C. Enzym ten katalizuje hydrolize dwufosforanu
fosfatydyloinozytolu na tréjfosfoinozytol, hamujacy sekwestracje jonéw wapnia w zbiornikach
wewnatrzkomoérkowych i diacyloglicerol, aktywujacy kinazg biatkowa C, katalizujaca fosforylacje
biatek, zwigkszajaca wrazliwos¢ komorki na te jony .

Do czynnikéw hamujacych wydzielanie insuliny zaliczamy: pobudzenie wspélczulne oraz
substancje takie, jak: adrenalina, noradrenalina, somatostatyna, pankreastatyna, neuropeptyd Y,
amylina (istet amyloid pohjpeptide — IAPP), inhibitor wiazacy si¢ z diazepamem — diazepam-binding
inhibitor — DBI, peptyd YY, hormon uwalniajacy kortykotroping — corticotropin-releasing hormone —

CRH, przedsionkowy peptyd natriuretyczny — atrial natrinretic peptide — ANP, aminy biogenne.
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3212  Rola inkretyn w regulacji wydzielania insuliny
3.2.1.2.1 Pojecie inkretyny, efekt inkretynowy

Inkretynami nazywamy hormony wydzielane przez komorki jelit, ktore wywolujg efekt
inkretynowy — nasilenie wydzielania insuliny po doustnym podaniu glukozy w poréwnaniu z
podaniem dozylnym. (Po podaniu ilosci glukozy wywolujacej pewien wzrost glikemii doustnie
wydzielane jest okolo trzy- czterokrotnie wigcej insuliny niz po podaniu dozylnym,
powodujacym ten sam przyrost glikemii ). Stanowia one czg$¢ osi jelitowo — trzustkowej,
zapewniajacej regulacje funkcji wewnatrzwydzielniczej czesci trzustki przez naplywajace do niej
z jelit po spozyciu mieszanego positku substraty (glukozg), impulsy nerwowe i hormony.

Wiele hormonéw produkowanych w przewodzie pokarmowym, zwlaszcza nalezacych do
rodziny glukagonu i sekretyny, nasila wywolane przez glukoz¢ wydzielanie insuliny. Dziatanie
takie wykazuje np. sekretyna, jakkolwiek, poniewaz nie jest wydzielana w odpowiedzi na
pojawienie si¢ glukozy w dwunastnicy, nie zalicza si¢ do inkretyn w $cistym znaczeniu.

Do tej samej rodziny peptydow naleza dwa zwiazki, wydzielane w odpowiedzi na doustne
podanie glukozy: zalezny od glukozy peptyd insulinotropowy (GIP) i glukagonopodobny peptyd
—1 (GLPY).

3.2.1.2.2 Zalezny od glukozy peptyd insulinotropowy (GIP)

Zalezny od glukozy peptyd insulinotropowy (GIP) jest wydzielany przez komorki K jelit.
Wystepuja one w calym jelicie cienkim, w najwickszej gestosci w dwunastnicy. Jest 42 —
aminokwasowym peptydem, powstajacym w wyniku obrobki prekursora o dlugosci 153
aminokwasow. W komoérce 3 GIP za posrednictwem receptora sprzezonego z biatkami G
powoduje aktywacje cyklazy adenylowej i przez wzrost wewnatrzkomoérkowego stezenia cAMP
wywoluje zwigckszenie stezenia wapnia w cytoplazmie 1 nasila egzocytoze insuliny. Aktywowane
sg takze (by¢ moze wtérnie do zwigkszenia ilosci cAMP w komorce) inne drogi przekazywania
sygnalu: przez kinaz¢ biatkowsa aktywowana mitogenami (mitogen-activated protein kinase —
MAPK), 3-kinaze fostatydyloinozytolu i kinaze biatkowa B.

Wydzielanie GIP jest stymulowane przez wchlanialne weglowodany i lipidy. Po positkach jego
stezenie w surowicy roénie od 10 do 20 razy .

Dziatanie GIP jako inkretyny zostalo udowodnione na wiele sposobow: w odczynach
immunoneutralizacji a takze przy uzyciu amidu (7-30)GIP, bedacego antagonista receptora GIP
oraz przeciwcial anty-GIP . Wszystkimi tymi metodami spowodowano zmniejszenie wydzielania

insuliny w odpowiedzi na doustne podanie glukozy i nietolerancj¢ glukozy.
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7. drugiej strony odkryto réowniez, iz GIP nie jest jedyna inkretyna. W badaniach opartych na
odczynach immunoneutralizacji wykazano obecnos¢ w wyciagu z jelit innych silnych
stymulatoréw wydzielania insuliny . Ponadto u chorych po resekeji réznych odcinkéw jelita nie
stwierdzono korelacji migdzy silg efektu inkretynowego a wielko$cig wydzielania GIP .

3.2.1.2.3 Glukagonopodobny peptyd-1 (GLP1) i receptor glukagonopodobnego peptydn-1 (GLPTR)

Glukagonopodobny peptyd-1 (GLP1) jest druga inkretyna, ktérej wydzielanie w dystalne;j
czedel jelita cienkiego stwierdzono w wyzej opisanych eksperymentach (u ludzi zdrowych moze
mie¢ miejsce rowniez w czgsci proksymalnej). GLP1 stanowi produkt genu glukagonu. Ekspresja
tego genu zachodzi nie tylko w komoérkach o wysp trzustkowych, lecz takze w komoérkach L
Sluzowki jelit. W nich w wyniku obrébki pierwotnego produktu translacji, proglukagonu,
powstaja z jego C — terminalnego koca dwa peptydy glukagonopodobne: GLP1 1 GLP2. Oba
wykazuja okolo 50% homologie sekwencji z glukagonem. Cze$¢ N — koficowa, zawierajaca
sekwencje aminokwaséw glukagonu, wydzielana w calosci, noszaca nazwe glicentyny, jest
prawdopodobnie nieaktywna biologicznie. Pewna ilos¢ glicentyny trawiona jest dalej z
oddzieleniem peptydu oksyntomoduliny. Sklada si¢ on z sekwencji aminokwasow glukagonu
oraz dodatkowych o$miu C — koficowych reszt aminokwasowych glicentyny. Ma wlasciwosci
insulinotropowe, jednak jego stezenie jest prawdopodobnie zbyt male, aby mialo ono znaczenie
dla wydzielania insuliny w warunkach fizjologicznych. Ostatnio jednak oksyntomodulina
wzbudzita zainteresowanie ze wzgledu na swoje dziatanie hamujace apetyt .

Glukagonopodobny peptyd — 1 jest wydzielany w odpowiedzi na pojawienie si¢
sktadnikow odzywczych w §wietle jelit (by¢ moze takze przez inne mechanizmy hormonalne lub
nerwowe) a jego wydzielanie w ciagu doby koreluje $cisle z wydzielaniem insuliny. Jest on jedng
z najsilniejszych znanych substancji uwalniajacych insuling. W badaniach z wykorzystaniem
antagonisty receptora GLP1, eksendyny (9-39), prowadzonych na zwierzetach udowodniono, iz
peptyd ten jest w znacznej czeSci odpowiedzialny za wydzielanie insuliny spowodowane
doustnym podaniem glukozy, a w eksperymentach z ludZmi potwierdzono jego zasadnicze
znaczenie dla toleranciji weglowodandw .

Receptor glukagonopodobnego peptydu-1 jest receptorem blonowym, skladajacym si¢ z
463 aminokwasow, o siedmiu przezblonowych domenach, zwigzanym z biatkiem Gg i kinazg
biatkowa A . Moze by¢ tez zwiazany z innymi biatkami G i dziala¢ za posdrednictwem kinazy
biatkowej aktywowanej mitogenami . Nalezy do receptoréw klasy B, obejmujacej takze receptory

dla GLP-2, GIP i sekretyny . Wrykazuje réwniez homologie sekwencji z receptorami
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parathormonu 1 kalcytoniny. W obrebie czesci N - konicowej biatka znajduje si¢ miejsce wigzace

ligand .
3.2.2 Fizjologia dziatania insuliny

3.221  Zarys mechanizmoéw dziatania insuliny

Receptor insuliny jest glikoproteina przezblonowa o masie czasteczkowej ok. 400 kDa.
Sklada si¢ z dwoch podjednostek o po 135 kDa i dwdch podjednostek § po 95 kDa. Obie
powstaja, z jednego proreceptora, kodowanego przez gen na ramieniu krétkim chromosomu 19.
Facza sic mostkami dwusiarczkowymi, tworzac heterotetramer. Funkcjonuje on jako zalezna od
insuliny specyficzna dla reszt tyrozynowych kinaza biatkowa. Podjednostka o jest catkowicie
pozakomorkowa, natomiast podjednostka 3 ma domene zewnatrzkomoérkowa, przezblonows i
wewnatrzkomoérkowa. Obie sa glikoproteinami — pozbawienie ich reszt cukrowych zmniejsza
zdolno$¢ receptora do wiazania insuliny. Podjednostka o wiaze insuling z duzym
powinowactwem i bardzo swoiscie. Hamuje ona, jesli nie jest zwigzana z hormonem, aktywnos¢é
kinazy tyrozynowej podjednostki 3. Zwiazanie insuliny z podjednostkq a powoduje zmiany
konformacyjne, odhamowujace dzialanie kinazy tyrozynowej podjednostki 3. Ta ulega
autofosforylacji w miejscu minimum szesciu reszt tyrozynowych, co wzmaga jej funkcje kinazy,
pozwala na fosforylacje substratéw wewnatrzkomoérkowych oraz odgrywa role w internalizacji
kompleksu insulina — receptor. Zidentyfikowano co najmniej 9 wewnatrzkomoérkowych biatek
podlegajacych fosforylacji przez kinaze receptora insuliny (oraz insulinopodobny czynnik
wzrostu-1 — znsulin-like growth factor-1 — IRS-1), z ktorych 4 naleza do rodziny substratow
receptora insuliny (insulin recptor substrate — IRS).

Najlepiej scharakteryzowanym z nich jest substrat receptora insuliny — 1. Jest to biatko
cytoplazmatyczne o masie czasteczkowej 131 kDa. Jest kodowany przez gen na ramieniu dtugim
chromosomu 2. Wystepuje w wielu tkankach i wydaje si¢ odgrywac role w rozwoju i réznych
stanach fizjologicznych. IRS-1 ma 22 potencjalne miejsca fosforylacji tyrozyny. Reakcja ta
zachodzi szybko po stymulacji receptora insulinag. Powoduje ona nieckowalencyjne wigzanie
IRS-1 do specyficznych domen bialek wewnatrzkomoérkowych (ser homology 2 — SH2), co
umozliwia przekazanie sygnatu. Sposob jego przekazania nie jest do kofica poznany. W wypadku
3 - kinazy fosfatydyloinozytolu i fosfatazy fosfotyrozyny SHPTP2, przytaczenie IRS-1 do ich
domen SH2 powoduje gwaltowne nasilenie ich aktywnosci enzymatycznej. Inne biatka

zawierajace domeny SH2, jak GRB-2, nie maja takiej aktywnosci, ale acza droge przekazywania
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sygnatu z IRS-1 z innymi, takimi jak uklad ras. Bialko ras (p2lras) odgrywa rol¢ w regulacji
wzrostu i metabolizmu komorek, pozostajac zwigzane z dwufostoranem guanozyny (nieaktywne)
lub tréjtfosforanem guanozyny — insulina zmienia stosunek tych form na korzys$¢ aktywnej. W
reakcji tej biora udzial: czynnik zmieniajacy nukleotydy guanylowe — SOS i biatko adaptorowe
GRB-2. Po stymulacji insuling ufosforylowany IRS-1 faczy si¢ z domeng SH2 GRB-2, to za$ z
czynnikiem mSOS. Ten kompleks przylacza sic do biatka ras, wywolujac jego aktywacje 1
kaskade fosforylacji przez kinazy serynowo/treoninowe, co ostatecznie prowadzi do uczynnienia
kinazy bialkowej aktywowanej mitogenami (mitogen — activated protein kinase — MAPK) 1 kinazy
pp90 S6. Kinaza pp90 S6 aktywuje zwiazana z glikogenem fosfataze biatkowa — 1 (ghrogen-
assoctated protein phosphatase — 1, PPG-1). Defosforylowany PPG-1 uczynnia syntaze glikogenu,
kinaz¢ fosforylazy 1 fosforylaze glikogenu, laczac pobudzenie receptora blonowego =z
tanicuchami reakciji istotnymi dla metabolizmu weglowodandw.

Alternatywne drogi przekazywania sygnalu z receptora insuliny, o mniejszym znaczeniu,
obejmuja fosforylacje innych biatek cytoplazmatycznych: substratow receptora insuliny - 2 - 4 i
biatka Shc, ktére w ufosforylowanej formie tworzy kompleks z GRB 1 SOS, zwickszajac ilo§¢
biatka ras zwiazanego z GTP. Ta ostatnia reakcja zachodzi réwniez przy braku fosforylacji IRS,
jest jednak wolniejsza, gra zatem zapewne niewielka role w przekazywaniu sygnatu z receptora
insuliny w warunkach fizjologicznych. Ogélny schemat kaskady sygnatu receptora insuliny zostal
przedstawiony na rycinie 2.

Skutkiem dzialania systemu wtérnych przekaznikéw sa zréznicowane efekty
metaboliczne hormonu. W zakresie przemiany weglowodanéw - nasilenie transportu glukozy
przez blony komoérkowe (za posrednictwem fosforanu fosfatydyloinozytolu), glikolizy (przez
stymulacje heksokinazy, fosfofruktokinazy) oraz tlenowego metabolizmu glukozy (stymulacja
dehydrogenazy pirogronianowej, syntazy cytrynianowej). Insulina przyspiesza réwniez
metabolizm glukozy w cyklu pentozowym przez wplyw na dehydrogenaze fosfoglukonianu.
Hormon ten nasila takze syntez¢ glikogenu stymulujac syntaze glikogenowa. W zakresie
metabolizmu tluszczéw: przyspiesza hydroliz¢ tréjglicerydéw lipoprotein o bardzo niskiej
gestosci (very low density lipoproteins — VLDL) i chylomikronow (zwigksza synteze 1 aktywnos$c
lipazy lipoproteinowej §réodblonka naczyn wlosowatych), stymuluje wtérng estryfikacje
powstalych  wolnych kwaséw tluszczowych do  tréjglicerydéow oraz hamuje lipaze
wewngtrzkomorkowa, glownie w tkance tluszczowej. W watrobie nasila produkcje VLDL, a
hamujac lipaz¢ watrobows zmniejsza produkcje malych gestych lipoprotein o matej gestosci (low

density lipoproteins — 1DL). Zwigcksza produkcje cholesterolu przez stymulacje reduktazy
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hydroksymetyloglutarylo-koenzymu A oraz hamowanie esterazy cholesterolowej. Nasila

produkcje kwaséw tluszczowych, aktywujac karboksylaze acetylo-CoA oraz posrednio przez

zwigkszenie podazy pochodzacego z glikolizy glicerolo-3-fosforanu.

W zakresie przemiany biatkowej insulina dziala anabolicznie, stymulujac synteze bialek przez

zwickszenie transportu aminokwaséow do komorek, przyspieszenie transkrypcji i translacii.

Zapobiega katabolizmowi przez zmniejszenie aktywnosci lizosomow.

Ryc. 2 Schemat kaskady sygnatu insuliny . RI — receptor insuliny, PKC — kinaza biatkowa C,

PI3-K — 3-kinaza fosfatydyloinoztytolu, PDK — kinaza zalezna od fosfatydyloinozytolu, PKB —

kinaza biatkowa B.
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3.22.2  Rola PPARy w regulacji insulinowrazliwosci
PPAR (peroxisome proliferator-activated receptors — receptory aktywowane przez proliferatory

peroksysomow) sa rodzing receptoréw jadrowych, aktywowanych przez naturalnie wystepujace
kwasy tluszczowe 1 ich pochodne. Wystepuja jako heterodimery z receptorami retinoidu X
(retinoid X receptors — RXR). W odpowiedzi na przylaczenie ligandu lacza si¢ ze specyficznymi
sekwencjami DNA (PPRE — PPAR response elements), modyfikujac ekspresj¢ genéw. PPARa i
PPAR vy sa zwigzane z metabolizmem tkanki tluszczowej, a PPARy w szczegdlnodci z
adipogeneza 1 wrazliwoscig tkanek na insuling.

Gen tego receptora polozony jest na chromosomie 3 (3p25). Skiada si¢ z 9 egzondw.
Opisano trzy izoformy mRNA, réznigce si¢ na koncu 5@ PPARyl, PPARy2 i PPARy3,
powstajace wskutek réznego poczatku transkrypciji i odmiennego sktadania (splicing) RNA. Na
matrycy RNA PPARy1 1 3 powstaje to samo biatko, PPARy1, na matrycy RNA PPARy2 —
biatko o tej samej nazwie, zawierajace u cztowieka 28 dodatkowych aminokwaséw.

Biatko PPARy sktada si¢ z kilku domen. NH2 — koficowa domena A/B odpowiada za
niezalezna od ligandu aktywnos$¢ transkrypcyjna, domena C, zawierajaca palce cynkowe — za
wiazanie DNA, region zawiasowy D — za przylaczanie kofaktorow. Cze¢s¢ COOH — koncowa
EF zawiera miedzy innymi domeny: wiazaca ligand oraz domeng aktywacji zaleznej od ligandu.
Domena wiazaca ligand ma charakterystyczna budowe — stanowi, jak w innych receptorach
jadrowych, ,kieszen”, jednak o wigkszej, niz w innych, objetosci (1300A°, w poréwnaniu do
600A%. Ma to prawdopodobnie wplyw na funkcje tej czeéci bialka, potencjalnie przylaczajacego
wiele ligandéw.

Nie odkryto dotychczas specyficznego ligandu PPARy o szczegdlnie duzym
powinowactwie do receptora i potencjalnie duzym znaczeniu biologicznym. 15-deoksy-A12,14-
prostaglandyna J2 spelnia wprawdzie pierwszy warunek, ale jej stezenia podczas adipogenezy 1 w
innych stanach nasilenia funkcji PPARYy sa bardzo niewielkie . Na podstawie opisanych powyzej
szczegotow budowy domeny wiazacej ligand oraz stwierdzenia, iz liczne czasteczki (nienasycone
kwasy tluszczowe, utlenione pochodne lipidow, eikozanoidy) moga wigzac si¢ z tym receptorem
sugeruje sig, iz stanowi on ,,czujnik” metabolizmu kwaséw tluszczowych, odpowiadajacy za
metaboliczne reakcje na zmiany w przyjmowaniu pokarmow .

Niewiele wiadomo o ekspresji PPARy w okresie rozwoju, lecz u dorostych ssakéw jest
ona ograniczona. Najwigcej mRNA 1 biatka wykrywane jest w tkance tluszczowej, jelicie grubym

1 ukfadzie krwiotwoérczym. We wszystkich badanych tkankach forma dominujaca jest PPARyI,
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jedynie w tkance tluszczowej PPARy2 wystepuje w znaczacej ilosci, stanowigc 20% RNA
PPARy. Wystepowanie PPARY3 jest ograniczone do makrofagéw i jelita grubego.

Ekspresja genu tych receptoréw regulowana jest przez wiele czynnikéw metabolicznych i
hormonalnych. U ludzi nie wplywaja na nig krétkoterminowe zmiany w przyjmowaniu
pokarméw, natomiast na gryzoniach wykazano jej zmniejszenie pod wplywem dlugotrwatego
karmienia niskokalorycznym pozywieniem i cukrzycy zaleznej od insuliny, a zwickszenie u
zwierzat na diecie bogatotluszczowej. Ciekawe jest, ze u osobnikéw o prawidlowej masie ciata
wigksza jest ekspresja PPARy w podskérnej tkance ttuszczowej, podczas gdy u otylych istotnie
wicksza w tkance trzewnej. Ekspresja PPARy w migéniach jest znacznie mniejsza (ok. 10%
ckspresji w tkance tluszczowej), byla jednak intensywnie badana ze wzgledu na potencjalny
wplyw na wychwyt glukozy przez miocyty pod wplywem insuliny. Nie jest ona w tej tkance, w
przeciwienstwie do tluszczowej, zalezna od insuliny, zwicksza si¢ pod wplywem leczenia
agonistami PPARY, co sugeruje pewien stopief zmiany réznicowania komorek. PPARy zwigksza
wychwyt glukozy przez komorki miesni szkieletowych za posrednictwem 3 — kinazy
fosfatydyloinozytolu oraz przez translokacje transportera GLUT-4, nie ma jednak pewnosci co
do fizjologicznego znaczenia tego zjawiska .

Heterodimer PPARy/RXR bierze udzial w dojrzewaniu adipocytéw wspdlnie z innymi
grupami czynnikéw transkrypeyjnych: biatkami wiazacymi si¢ z sekwencja wzmacniajaca
CCAATT (CCAATT enhancer binding proteins) — C/EBP, czynnikiem determinacji i réznicowania
adipocytow/biatkiem wiazacym si¢ ze sterolowymi elementami tregulatorowymi (adipocyte
determination and differentiation factor/ sterol regulatory element-binding factory ADD1/SREBP1. Role
odgrywa réwniez zmniejszenie ekspresji genu RAR i zwickszenie ekspresji PPARy. Oba rodzaje
receptorow tworza heterodimery z RXR, przy czym w pierwszym RXR hamuje ekspresje genow
odpowiedzialnych za adipogeneze, w drugim za$ nasila ja, wiazac rozne zestawy kofaktoréw.

O udziale PPARy w adipogenezie moze $wiadczy¢ odkrycie PPRE w promotorach gendéw
bioracych w niej udzial biatek: biatka aP2, karboksykinazy fosfoenolopirogronianowej, biatka
transportujacego  kwasy tluszczowe-1  (fatty acid  transport  protein-1, FATP-1), lipazy
lipoproteinowe;.

PPARy dziala w petli sprzezenia zwrotnego z leptyna i czynnikiem martwicy guza o (fumor
necrosis factor a, TNFa). Hamuje synteze pierwszej z tych cytokin, sam podlegajac hamowaniu
przez drugg . Jednoczesnie aktywacja PPARy powoduje hamowanie wydzielania TNFoa. W
otylosci stwierdza si¢ zwigkszone stezenie krazacego TNFa — byé moze stanowi to mechanizm

zapobiegajacy dalszemu przyrostowi tkanki tluszczowej. Podawanie agonistow PPARy otylym

Rola wybranych polimorfizméw w biatkach receptorowych 1w patogenezie cukrzycy typu 2, przedeukrycowych cech ilosciowych
7 otylosii w populagi polskie
21




zwierzetom powodowalo zmniejszenie ekspresji TNFoa w tkance tluszczowej, sprzyjajac
dalszemu wzrostowi masy ciala . Zatem aktywacja PPARy nie tylko doprowadza do
réznicowania komorek w kierunku adipocytow, lecz takze wplywa na utrzymanie ich fenotypu
przez wywolywanie potrzebnej do tego odpowiedzi endokrynnej, autokrynnej i parakrynnej,
obejmujacej zmniejszenie wydzielania leptyny 1 TNFoa oraz sprzyja gromadzeniu tluszczu w
tkance tluszczowej . Ta wlasciwos¢ stala si¢ podstawa hipotezy, wedtug ktorej PPARy powoduja
,»podkradanie” wolnych kwaséw tluszczowych i ich odkladanie (po zestryfikowaniu) w tkance
podskérnej, w ten sposdb zmniejszajac ich szkodliwy wplyw na tkanki wrazliwe na insuling,
przede wszystkim mie$nie szkieletowe.

PPARy nie tylko bierze udzial w réznicowaniu i dojrzewaniu adipocytéw, lecz takze w ich
apoptozie . Jego aktywacja wywiera dzialanie proapoptotyczne gléwnie na komoérki w pelni
dojrzale. Biorac pod uwage opisany wyzej udzial receptora w dojrzewaniu preadipocytow,
sumarycznym efektem jego aktywacji jest przebudowa tkanki tluszczowej, polegajaca na
zastegpowaniu adipocytéw dojrzalych przez mlode, co prowadzi do zmniejszenia wydzielania
TNFa i wolnych kwaséw tluszczowych 1 moze by¢ istotnym mechanizmem zmniejszania

insulinoopornosci.

3.3 Podstawy patogenezy cukrzycy typu 2

U podloza cukrzycy typu 2 lezy zaréwno defekt wydzielania, jak i obwodowego dziatania
insuliny (insulinoopornos$é). Ponizej przedstawione zostang szerzej patomechanizmy obu

zjawisk.
3.3.1 Defekt wydzielania insuliny

3311  Mechanizmy kompensacji insulinoopornosci i wyczerpania
komorek B trzustki

Zaburzenia wydzielania insuliny wydaja si¢ by¢ warunkiem koniecznym dla wystapienia cukrzycy
typu 2. U podloza choroby lezy niezdolnosé¢ komoérek 8 do wzmozonej produkeji i egzocytozy
tego hormonu przy istniejacej insulinoopornosci (vide rodzial 3.3.2 ,Insulinooporno$¢”). U
0s0b otylych i otrzymujacych przewlekle diet¢ o nadmiernej wartosci energetycznej dochodzi do
zwickszonej syntezy 1 wydzielania insuliny, co kompensuje oporno$¢ na insuling. Stan taki moze

utrzymywac si¢ przewlekle lub prowadzi¢ do wyczerpania komoérek 3. Zalezy to czynnikow
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genetycznych oraz dzialajacych w zyciu ptodowym 1 wezesnie po urodzeniu, ktére determinuja
rozwinigcie ,,wrazliwosci” lub ,,opornosci” komoérek B na niekorzystne czynniki zwigzane z
wyzej wymienionymi warunkami. Jak wynika 2z badafn na gryzoniach, kompensacja
insulinoopornosci obejmuje zaréwno zwickszenie masy komorek 3, jak i nasilenie ich czynnosci
. Stymulujacy wplyw na wzrost masy komoérek 8 moze wywieraé¢ zwigkszone stezenie we krwi
substancji odzywczych: glukozy i wolnych kwaséw tluszczowych, insuliny i innych czynnikéw
wzrostu oraz zwigkszona produkcja inkretyn i wrazliwos¢ na nie. Udowodniono role glukozy i
wolnych kwaséw tluszczowych oraz GLP1 . Co ciekawe, w drugim z cytowanych badan
(wykonanym na psach) stwierdzono, iz hiperinsulinemia pojawia si¢ u osobnikéw otrzymujacych
diet¢ wysokotluszczowa mimo braku hiperglikemii, a przy zwigkszonym stezeniu we krwi GLP1
1 wolnych kwaséw ttuszczowych.

Mechanizmy komoérkowe, w jakich dochodzi do dlugoterminowego zwigkszenia biostyntezy
insuliny, nie sa jasne. Naleza do nich: zwigkszony metabolizm glukozy , akumulacja malonylo-
CoA 1 estrow koenzymu A oraz dlugolancuchowych kwaséw tluszczowych w cytozolu,
prowadzaca przez hamowanie utleniania kwaséw tluszczowych do zwickszenia stezenia
diacyloglicerolu , pobudzajacego wydzielanie insuliny, jak to opisano powyzej (vide rozdziat
3.2.1. ,Fizjologia wydzielania insuliny”) oraz nasilenie ekspresji genu insuliny .

Jak juz wspomniano, kompensacja insulinoopornosci moze by¢ trwata lub prowadzi¢ do
wyczerpania komoérek . Do wrodzonych czynnikéw, decydujacych o ich podatnosci na
wyczerpanie, naleza polimorfizmy gendéw 1 zréznicowana ekspresja genéw w ,,podatnych” i
,opornych” komérkach. Przykladami genéw kodujacych biatka, biorace udzial w wydzielaniu
insuliny, ktérych polimorfizmy maja dobrze udokumentowany zwiazek z cukrzyca typu 2, sa:
TCF7L2 1 KCNJ11(Kir6.2) . Pierwszy z nich koduje czynnik transkrypcyjny, dzialajacy
prawdopodobnie przez regulacje ekspresji genu proglukagonu (a przez to réowniez syntezy
GLP1); drugi - podjednostke kanatu potasowego, ktorej funkcje opisano powyzej (vide rozdziat
3.2.1. ,,Fizjologia wydzielania insuliny”).

Do genéw o zmniejszonej ekspresji w komoérkach 3 u chorych na cukrzyce typu 2 nalezy gen
hepatocytowego czynnika jadrowego 4o (HNF4a) , ktérego mutacja odpowiada réwniez za
cukrzyce MODY 1.

Na podatno$¢ komoérek (@ na wyczerpanie wplywaja takze zaburzenia nabyte w zyciu
wewngtrzionowym. Na mysim modelu wewngtrzmacicznego opdznienia wzrostu wykazano
zwigkszenie podstawowego wydzielania insuliny i jednoczes$nie zahamowanie sekrecji hormonu

w odpowiedzi na glukoze .
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3.3.1.2  Zaburzenia efektu inkretynowego
U chorych na cukrzyce typu 2 efekt inkretynowy jest oslabiony lub zniesiony

(wydzielanie insuliny po izoglikemicznym tescie dozylnego i doustnego obciazenia glukozg jest
niemal identyczne) , co moze by¢ jedng z przyczyn hiperglikemii popositkowej. Podanie
egzogennych inkretyn powoduje u tych chorych poprawe pierwszej fazy wydzielania insuliny 1
normalizacj¢ drugiej fazy . Mimo iz doniesienia na temat wydzielania GIP w cukrzycy typu 2 nie
sa spojne, przewazajaca ilo§¢ dowodoéw przemawia za tym, ze sekrecja tego hormonu jest
zachowana lub uposledzona jedynie w nieznacznym stopniu. Jednocze$nie dochodzi do
zmniejszenia wydzielania GLP1 . Z drugiej strony, w badaniu z zastosowaniem dozylnego wlewu
obu hormonéw ustalono, iz u chorych na cukrzyce typu 2 fizjologiczne dziatanie GIP jest
znacznie ostabione, natomiast GLP1 — stosunkowo zachowane . Przypuszcza sig, iz ostabienie
efektu GIP moze by¢ spowodowane desensytyzacja lub wzmozong internalizacjq jego receptora,
u czesci chorych by¢ moze réowniez nieustalonym dotychczas genetycznym defektem biatka
receptorowego.

Zmniejszone wydzielanie GLP1 u chorych na cukrzyce typu 2 przy niemal zachowanym
dzialaniu hormonu stwarza interesujaca perspektywe terapeutyczng. Istotnie, w badaniu z
wykorzystaniem metody klamry hiperglikemicznej, stwierdzono w tej grupie normalizacje¢ drugiej
fazy wydzielania insuliny w odpowiedzi na glukoze pod wplywem duzych dawek egzogennego
GLP1 . Wyniki szczegdlowych préb z zastosowaniem réznych dawek tego hormonu u 0séb z
cukrzyca typu 2 i zdrowych wskazuja jednak na mniejszy wzrost wrazliwosci komorek § na
glukoze u chorych . Zatem ostabienie wplywu GLP1 na komoérki B réwniez moze przyczyniac
si¢ do zmniejszenia efektu inkretynowego w tej chorobie. Ma jednak duzo mniejsze znaczenie

niz w przypadku GIP.
3.3.2 Insulinoopornos¢

3.3.21  Definicja insulinoopornosci, szkic patogenezy zjawiska

Kluczowg rol¢ w patogenezie cukrzycy typu 2 odgrywa takze insulinoopornosé, definiowana
jako zmniejszona zdolno$¢ insuliny do dziatania na tkanki obwodowe, np. migsnie szkieletowe,
watrobg, tkanke tluszczowg . Pojawia si¢ ona jeszcze przed poczatkiem klinicznie jawnej
cukrzycy, stanowiac istotny mechanizm jej rozwoju. Na wystapienie insulinoopornosci wplywaja
czynniki genetyczne i $rodowiskowe. Wsrdd tych ostatnich wymienia si¢ przede wszystkim

hiperalimentacj¢ i zwiazang z nig otylos¢, starzenie oraz malg aktywnosc¢ fizyczna. Istotna, cho¢
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malejaca z wiekiem chorego jest rola czynnikéw genetycznych . Genetyczne podstawy
insulinoopornosci pozostaja w duzej mierze nieznane. Doniesienia o mutacjach receptora
insulinowego maja charakter kazuistyczny - wyjasniaja utamek procenta wszystkich przypadkéw
cukrzycy ze wspolistniejaca insulinoopornoscia .

Insulinooporno$é¢ jest stanem, w ktérym insulina w fizjologicznym stezeniu wyzwala
efekt mniejszy od przewidywanego. Moze to by¢ spowodowane zaburzeniami
przedreceptorowymi, receptorowymi lub pozareceptorowymi. Pierwsza grupa obejmuje stany,
kiedy insulina jest unieczynniana lub rozkladana przed zwigzaniem z receptorem. Najlepiej
poznana jest insulinoopornos¢ immunologiczna, spowodowana inaktywacja hormonu przez
przeciwciala z grupy IgG. Dotyczy chorych otrzymujacych insuling egzogenna. Zaburzenia
receptorowe polegaja na zmniejszeniu ilosci receptoréw insuliny lub ich powinowactwa do
hormonu. Jako ze do uzyskania maksymalnego efektu komoérkowego wystarczy zwigzanie 20%
receptorow na powierzchni komoérki 3, powoduja one zmniejszenie biologicznego dzialania
insuliny tylko przy jej stezeniu niewyzwalajacym maksymalnego efektu komoérkowego. Wzrost
stezenia insuliny w przestrzeni pozakomorkowej moze doprowadzi¢ do pelnego dzialania
biologicznego w komorce. Stan taki nazywamy zmniejszong wrazliwoscia na insuling (decreased
imsulin sensitivity)

Insulinooporno$é pozareceptorowa jest skutkiem zmian w sprzezeniu sygnalu z
kompleksu insulina — receptor z ukladem efektorowym komorki. Powoduja one zmniejszenie
dziatania biologicznego insuliny w kazdym stezeniu, takze w tym, ktére powinno wywolaé
maksymalna odpowiedz. Taki stan zwany jest zmniejszong reaktywnoscia na insuling (decreased

insulin responsiveness) (vide rycina 3).

Rola wybranych polimorfizméw w biatkach receptorowych 1w patogenezie cukrzycy typu 2, przedeukrycowych cech ilosciowych
7 otylosii w populagi polskie
25




Ryc.3 Krzywe przedstawiajace zaleznos¢ miedzy dawka a efektem dzialania insuliny -
odpowiedz jest sigmoidalna funkcja dawki insuliny. Linia ciagla przedstawia normalng
insulinowrazliwos¢, przerywana odpowiada stanom opornosci na insuling. (a) przesunigcie
krzywej na prawo — wzrost stalej Michaelisa (Km) — sytuacja odpowiadajaca zmniejszeniu
wrazliwosci w zaburzeniach receptorowych. (b) dodatkowo obnizenie Vmax — zaburzenia

pozareceptorowe, zmniejszenie reaktywnosci
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Do hipotetycznych mechanizméw insulinoopornosci pozareceptorowej zalicza si¢:
zaburzenie funkcji kinazy tyrozynowej podjednostki 8 receptora insulinowego, zmiang struktury
1 funkcji biatkowych przekaznikéw dzialania insuliny, zmniejszenie liczby 1 aktywnosci
przenoénikéw glukozy GLUT-4, zmniejszenie aktywnosci syntazy glikogenu, kompleksu
dehydrogenazy pirogronianowej i dezaminazy adenozyny oraz zwigkszone wytwarzanie amyliny,
zmiany w tkance migsniowej (zwigkszenie proporcji szybko kurczacych sie, mniej wrazliwych na
insuling, widkien bialych do czerwonych, zmniejszenie gestosci naczynn wlosowatych) i
tluszczowej (otylo§¢ brzuszna) . W badaniach ekspresji genéw w ludzkich komoérkach B z

wykorzystaniem techniki mikromacierzy udowodniono zmniejszenie ekspresji gendw kodujacych
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czynniki nalezace do tanicucha przekazywania sygnatu insuliny (receptora insulinowego, IRS-2 1
Akt2 [kodujacy jedna z kinaz serynowo — treoninowych]) u chorych na cukrzyce typu 2 .
Wykazano réowniez zmniejszenie ekspresji biatek ancucha oddechowego, regulowanych przez
jadrowy czynnik oddechowy (nuclear respiratory factor — NRF) 1 jego koaktywator, PGCla, w
mig$niach szkieletowych .

Otyto$¢ brzuszna wywoluje z jednej strony zwickszenie wydzielania hormonéw tkanki
tluszczowej (leptyna, rezystyna) oraz cytokin wywolujacych insulinoopornosé, z drugiej

wzmozone uwalnianie wolnych kwaséw tltuszczowych do krwi krazace;.

3.3.22  Rola wolnych kwaséw ttuszczowych w powstawaniu
insulinoopornosci

Wedlug klasycznej koncepcji Randle’a 1 wsp. utlenianie wolnych kwasow tluszczowych
(free fatty acids — FEA) w komodrkach mig$ni hamuje glikolize 1 dalsze przemiany pirogronianu
przez zwigkszenie stosunku NADH'+H"/NAD" i acetylo-CoA/CoA, co doprowadza do
inaktywacji dehydrogenazy pirogronianowej. Powstajacy acetylo-CoA powoduje ponadto
wzmozone wytwarzanie cytrynianu, silnego inhibitora fosfofruktokinazy. Hamowanie tego
enzymu doprowadza do nagromadzenia glukozo-6-fosforanu i zahamowania heksokinazy 11 i, co
za tym idzie, wychwytu glukozy.

Pézniejsze badania wykazaly, iz wolne kwasy tluszczowe powoduja zahamowanie
wychwytu glukozy réwniez przez bezposrednie uposledzenie jej transportu i fosforylacji. Ten
mechanizm ma wicksze znaczenie i odpowiada za powodowane przez FFA zmniejszenie
wychwytu glukozy w dwodch trzecich (pozostala jedna trzecia efektu spowodowana jest
hamowaniem metabolizmu tlenowego glukozy) . Uposledzenie transportu i fosforylacji glukozy
wynika z zaklécania przez metabolity przemiany tluszczéw przekazywania sygnatu z receptora
insuliny. W szczegdlnosci, diacyloglicerol i acylo-CoA oraz ceramidy aktywujq kaskade kinaz
serynowo/treoninowych przez kinaz¢ biatkowa CO, doprowadzajac do fosforylacji reszt
serynowych i treoninowych substratu receptora insuliny-1 (IRS-1), zmniejszajac mozliwos¢ jego
aktywacji .

Oporno$¢ na insuling komoérek watroby jest przyczyna hiperglikemii na czczo, jako ze
endogenna produkcja glukozy (80% w watrobie, 20% w nerkach) jest w tym stanie jedynym jej
zrédlem. Insulina hamuje silniej glikogenolize watrobowa niz glukoneogeneze. Wolne kwasy
tluszczowe ostabiaja supresyjne dzialanie hormonu gléwnie na ten pierwszy proces.

Mechanizmy tego zjawiska nie zostaly poznane. Poniewaz u szczuréw indukowana przez wolne
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kwasy tluszczowe insulinooporno$¢ wiaze si¢ z aktywacja kinazy biatkowej C3, postuluje si¢
mechanizm podobny jak w komodrkach mig$niowych — oslabianie przekazywania sygnatu z
receptora insuliny. Wysuwane sa rowniez inne hipotezy, dotyczace wptywu FFA na powstawanie
insulinoopornosci w cukrzycy typu 2. Dotycza jednak gléownie glukoneogenezy. Zwigkszenie
stezenia FFA w osoczu powoduje nasilenie ich wychwytu przez hepatocyty, utleniania 1
gromadzenia acetylo-CoA. To stymuluje karboksylaze pirogronianowa 1 karboksykinaze
fosfoenolopirogronianows, enzymy regulujace glukoneogeneze, oraz glukozo-6-fosfataze, co
powoduje zwigkszone uwalnianie glukozy 2z hepatocytéw. Nasilone utlenianie kwaséw
tluszczowych staje si¢ Zrédlem energii dla endoenergetycznego procesu glukoneogenezy. Wolne
kwasy tluszczowe stymuluja glukoneogeneze w sposéb zalezny od stgzenia . Acetylokoenzym A

nasila glukoneogenez¢ przez aktywacje karboksylazy pirogronianowej .
3.4 Zarys genetyki cukrzycy typu 2

3.4.1 Przeglad wynikéw dotychczasowych badan genetycznego podtoza
cukrzycy typu 2

Jak wspomniano, oprocz silnego wplywu srodowiska (w tym gléwnie niewtasciwej diety
oraz braku wysilku fizycznego) o rozwoju cukrzycy typu 2 decyduja czynniki genetyczne . Ich
identyfikacja ma nie tylko znaczenie naukowe, moze znaczaco wplynaé na zapobieganie i
leczenie choroby. Znalazla tez odzwierciedlenie w obecnej klasyfikacji cukrzycy . Jak dotad,
najwigksze postepy poczyniono w badaniach nad genetycznym podlozem form monogenowych
choroby. Udalo si¢ zidentyfikowaé m. in. szes¢ gendw, ktérych mutacje, dziedziczace si¢ w
sposob autosomalny dominujacy 1 charakteryzujace si¢ duza penetracja fenotypowa, powoduja
powstawanie cukrzycy MODY (maturity-onset diabetes of the young — cukrzyca typu dorostych u
mlodych). Koduja one czynniki transkrypcyjne (HNF4oa, ktérego mutacja odpowiada za
MODY1 , HNFla odpowiadajacy za MODY3 , IPF — MODY4 , HNF1g — MODYS5 ,
NEUROD1 — MODY6 ), oraz enzym — glukokinaze - MODY2 (funkcje biatka jako ,,czujnika”
glukozy komorki B omoéwiono w rozdziale 3.2.1. ,Fizjologia wydzielania insuliny”). Te
monogenowe formy sa jednak rzadkie, stanowiac do 5% przypadkéw cukrzycy typu 2, w
wigkszosci przypadkow dotycza gendw zwigzanych z regulacja wydzielania insuliny. Do cukrzycy
moga prowadzi¢ takze rzadkie, dziedziczone jednogenowo zespoly insulinoopornosci oraz

zaburzenia dotyczace DNA mitochondrialnego (dziedziczona w sposéb matczyny cukrzyca i
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gluchota — maternally inberited diabetes with deafness — MIDD, cze$¢ przypadkow zespotu
Wolframa). Genetycznie uwarunkowane zespoly insulinoopornosci zostaly przedstawione w

tabeli 1.

Tabela 1. Genetycznie uwarunkowane zespoly insulinoopornosci (wedtug , zmienione).

Choroba OMIM Dziedziczenie Gen Biatko

Mutacje receptora insuliny

Krasnoludkowatos$¢ (leprechaunizm) 246200  AD INSR Receptor insuliny

Zespdt Rabsona — Mendenhalla 262190 AR INSR Receptor insuliny

Insulinoopornos¢ typu A 147670  AR/AD INSR Receptor insuliny

Lipodystrofie

Wrodzona  uogdlniona  lipodystrofia | 269700 AR BSCL2 Seipina

Berardinellego 1 Seipa AGPAT2  Acetylotransferaza
1-acyloglicerolo-3-
fosforanowa

Rodzinna czesciowa lipodystrofia typu | 151660  AD LMNA Laminy: AiC

Dunningana

Lipodystrofia z dysplazja zuchwy i koficzyn | 248370 AR LMNA Laminy: AiC

Lipoatrofia z cukrzyca, stluszczeniem | 608056 ~ AD LMNA Laminy: AiC

watroby, kardiomiopatia przerostows i

grudkami leukomelanodermicznymi

Lipodystrofia czgsciowa rodzinna typu 3 | 604367 AD PPARy PPARy

(FPLD3)

Inne zespoty

Cigzka  insulinooporno$¢, rogowacenie Dwugenowe PPARy i PPARy i podjednostka

ciemne i dyslipidemia z lub bez cukrzycy PPP1R3A  regulacyjna fosfatazy
biatkowej-1

Pseudoakromegalia z ciezka | 602511 Nieznane Nieznany Nieznane

insulinoopornoscia

Zespot Alstroma 203800 AR ALMS1 KIAA0328

Zespot Wernera 277700 AR RECQL2  Biatko  podobne do
helikaz DNA

Zespol wielotorbielowatych jajnikow 184700  AD/oligog. CYP11A CYP11A

Warto zwrdci¢ tu uwage na udzial mutacji jednego z genéw badanych w niniejszej pracy,
PPARy, w powstawaniu zespoléw insulinoopornosci. W ramach badan, majacych na celu
wykrycie podloza genetycznego cigzkiej insulinoopornosci wykryto u czlonkéw dwoch rodzin
mutacje genu tego receptora: Val290Met i1 Pro467Leu . Osoby dotknicte zespolem zostaly
zidentyfikowane jako heterozygoty pod wzgledem mutacji, ktére powoduja zmiane orientacji
helisy 12 biatka, odpowiedzialnej za wiazanie ligandu i przylaczanie koaktywatoréw. Pociaga to

za sobq zmniejszenie aktywnosci transkrypcyjnej PPARy. Mutacje maja charakter dominujacy, co

wedlug autoréw oryginalnej publikacji wynika z hamowania transkrypcji zdrowej kopii genu.
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Poczatkowo nie stwierdzono u chorych lipodystrofii, dalsze badania wykazaly jednak u nich
zmniejszenie ilosci podskoérnej tkanki tluszczowej konczyn i posladkéw . Mutacje PPARy
wykazano réwniez u pigciorga czltonkow jednej rodziny z cigzkg insulinoopornoscia, réznego
stopnia rogowaceniem ciemnym, dyslipidemia, nadci$nieniem tetniczym i cukrzyca. Te cechy sa
elementami dziedziczonego dwugenowo zespotu, spowodowanego mutacjami w genach PPARy
1 PPPIR3A (protein phosphatase 1 regulatory subunit 3.4 — podjednostki regulatorowej 3A fosfatazy
biatkowej 1) . Ekspresja drugiego z wymienionych genéw zachodzi gléwnie w migéniach.
Choruja ztozone heterozygoty. Mutacja PPARy prowadzi do powstania biatka o skréconej
domenie wigzacej ligand, natomiast mutacja PPP1R3A — do nieprawidlowego rozmieszczenia
biatka wewnatrz komorek. Interesujace jest, ze o ile kazda z nich pojedynczo powoduje jedynie
niewielkie nieprawidtowosci metabolizmu ich wspolistnienie wywoluje ci¢zka insulinoopornosé.
Postep w poznawaniu genetycznego podloza najczesciej wystepujacych, zlozonych form
cukrzycy typu 2 jest wolniejszy. Sklada si¢ na to wiele przyczyn: wspominany juz silny wplyw
czynnikéw $rodowiskowych na wystapienie choroby (ich rola ros$nie z czasem zycia), rézny,
czgsto pozny, czas jej ujawnienia si¢ (osoby uznane za zdrowe w badaniu przekrojowym moga w
ciagu dalszego zycia zachorowac) , dziedziczenie wielogenowe - o rozwoju choroby decyduja
polimorfizmy wielu genéw, z ktérych kazdy ma niewielki, trudny do wykrycia, efekt;
heterogennos¢ genetyczna (fenotyp cukrzycy typu 2 moze by¢ wynikiem réznych konstelacji
polimorfizméw i mutacji genetycznych). Stwarza to koniecznos¢ badania duzych populacji w
celu wykrycia stabych zaleznosci. Populacje te powinny by¢ homogenne genetycznie, co pozwala
na uniknigcie tzw. stratyfikacji populacyjnej, wynikajacej z niejednorodnosci genetycznej
badanych grup (np. osoby rasy kaukaskiej w USA majace przodkéw w réznych narodowosciach
europejskich). Jak wykazali autorzy amerykanscy, populacja polska nalezy do stosunkowo
jednolitych pod wzgledem genetycznym .

Wynikajacym z powyzszych przyczyn istotnym problemem dotyczacym zaréwno badan
sprzezen (linkage) jak 1 zwiazku (association) poszczegdlnych gendéw z chorobg jest czgsto
obserwowany brak powtarzalnosci wynikow w réznych, a nawet tych samych populacjach .

W tabeli 2 zebrano wyniki badan zwiazku polimorfizméw genéw — kandydatéw z

cukrzyca typu 2.

Tabela 2. Zestawienie badan zwigzku wybranych genéw — kandydatéw z cukrzycy typu 2
(wedlug , zmienione; piSmiennictwo podano jedynie odnosnie do badan niewymienionych w

cytowanej publikacji)
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Gen Polimorfizmy Poputage,  ktdrych  badania  Populagje, ktdrych badania
potwierdzity wiqzek nie potwierdzity zwiqzkn
g cukrgyeq 1.2 g cukrzgyeq 1.2
ABCCS (SUR1) C/T (egzon 22) Dunska; fifiska; brytyjska;  Duriska; japonska
Ser 1370Ala i inne péinocnoeuropejska;
skandynawska;  japoriska;
polska (z otyloscia
rodzinna)
ADRB3 (receptor 33- | Trp64Arg Japonska; polska (z Skandynawska; fifiska;
adrenergiczny otyloscia rodzinna) japonska,
ADRB2 (receptor 32- | GIn27Glu Japonska Skandynawska
adrenergiczny
APMI1 (adiponektyna) | SNP45iSNP 476 Japonska; francuska
CAPNI10 (kalpaina 10) | SNP41, SNP43, efekty Amerykanie pochodzenia Samoariska;  japoriska;
haplotypow i inne  meksykanskiego; Pima; Oji-Cree, brytyjska;

Tabela 2 — ciag dalszy

FABP2 (biatko

wigzace kwasy

tluszczowe-2)
GC (biatko wigzace

witaming D)
GCGR(receptor
glukagonu)

GYS1 (syntaza
glikogenu)

HNF4A (czynnik
jadrowy hepatocytow
4or)

TAPP (amylina)

IGF1
(insulinopodobny

czynnik wzrostu-1)
INS (insulina)

INSR (receptor
insuliny)
IRS1 (substrat

receptora insuliny-1)
IRS2 (substrat

receptora insuliny-2)

polimorfizmy

Ala54Thr

Asp416Glu, Thr420Lys

Gly40Ser

Met416Val

Thr1301le, Val255Met;

SNP w obrebie promotora;

haplotypy

Ser20Gly

Mikrosatelita 1kb 5 od
startu transkrypciji IGF1
-23A/T; VNTR
Val985Met i inne

polimorfizmy
Gly972Arg; Ala512Pro

Gly1057Asp

Afroamerykanie; japofiska;

polska; metaanaliza

Pima; meksykanska

Japonska

Francuska;  mieszkafdcow

Sardynii
Finiska; francuska; Pima

Japonska; brytyjska; fifiska;
Zydéw aszkenazyjskich

Japonska

Holenderska

Brytyjska
Holenderska; brytyjska

Holenderska; metaanaliza

Wtoska (z nadwaga); Pima

metaanaliza

brytyjska;
Skandynawska;

Afroamerykanie

Amerykanie pochodzenia

kaukaskiego;  francuska;
polska

Japoniska; fifiska;
mieszkaicéw  Sardynii;
rosyjska

Japoniska; fifiska;
skandynawska

Duriska; szwedzka;

fifiska; polska
Skandynawska
Brytyjska
Skandynawska
Walijska; duniska
Skandynawska

Finska; chifiska; wloska

Rola wybranych polimorfizméw w biatkach receptorowych 1w patogenezie cukrzycy typu 2, przedeukrycowych cech ilosciowych
7 otylosii w populagi polskie

31



Gen Polimorfizmy Populage,  ktdrych — badania  Populagie, ktorych badania
potwierdzity wiqzek nie potwierdzity zwiqzkn
g cukrgyeq 1.2 g cukrzgyeq 1.2

KCNJ11 (KIR6.2) Glu23Lys Francuska; brytyjska;  Skandynawska
dutiska

NOS3 ($rédblonkowa | (-)786T-C; D298, Japonska, wloska

syntaza tlenku azotu) IVS18+27C

Tabela 2. — ciag dalszy

kinazy

fosfatydyloinozytolu)

PON2 (paraoksonaza | Alal48Gly Oji-Cree Skandynawska;

2) kanadyjska

PPARy (receptor | Prol12Ala Skandynawska; kanadyjska; Brytyjska; francuska;

aktywowany przez Amerykanie  pochodzenia wloska

proliferatory japoniskiego; metaanaliza

peroksysomoéw )

PGC1 (koaktywator 1 | Gly482Ser iinne SNP Duriska; japonska Francuska; Pima

receptora aktywowany
przez proliferatory

peroksysoméw )
PPP1R3A
(regulatorowa
podjednostka 3A

fosfatazy biatkowej 1)
RRAD (zwiazany z ras

gen

cukrzyca)
SLC2A2  (transporter

glukozy GLUT2)
TNF (czynnik

zwiazany z

martwicy guza)

ucp2 (biatko

rozprzegajace 2)
UCP3 (biatko

rozprzegajace 3)

Asp90Lys, 3UTR in/del i
fs/stop

Powtorzenia

trzynukleotydowe

Thr110Ile i inne
polimorfizmy

-238A/G

-866G/A i A55V

-55C/T

Pima; duniska;

Amerykanie  pochodzenia

kaukaskiego

Brytyjska

Poétnocnoeuropejska

Francuska

Francuska; chifiska

Oji-Cree; szwedzka;

japonska

Pima; zachodnioindyjska;

duniska, wloska;
Skandynawska;

kanadyjska
Duniska; japonska

3.4.2 Polimorfizm Prol2Ala genu PPARy

przedcukrzycowe cechy ilosciowe

Poza wymienionymi

wyZze]

rzadkimi

mutacjami

prowadzacymi do

a cukrzyca typu 2 i

zespolow

insulinoopornosci opisano w sekwencji kodujacej genu PPARy czgstszy polimorfizm CCA >

GCA w kodonie 12(rs1805192), skutkujacy substytucja proliny przez alaning . Dotyczy on
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egzonu B, kodujacego NH-koncows domeng bialka, specyficzng dla izoformy PPARy2. Jest
stosunkowo czgsty u 0s6b rasy kaukaskiej (czgstos¢ wystepowania allelu Ala - 12%), rzadszy u
Indian amerykanskich (10%), Samoanczykéw (8%), Japonczykdéw (3%), Chinczykow (1%) . W
wielu populacjach opisano jego zwigzek z cukrzyca typu 2. Pierwsze tego typu doniesienie
dotyczylo populacji Amerykanéw pochodzenia japoniskiego i bylo oparte na badaniu kliniczno —
kontrolnym (case-control study) . Obecnos¢ allelu z alaning w pozycji 12 laczyla si¢ z mniejsza
aktywnoscia receptora, mniejszym wskaznikiem masy ciala 1 wigksza insulinowrazliwos$cia. W
wigkszosci  kolejnych badann w réznych populacjach nie udalo si¢ jednak powtdrzyc
znamiennego wyniku . Potwierdzenie roli polimorfizmu w patogenezie cukrzycy uzyskali autorzy
pracy obejmujacej badanie rodzin (z wykorzystaniem testu nieréwnowagi transmisji —
transmission-disequilibrinm tes) 1 0s6b niespokrewnionych (badanie kliniczno — kontrolne [case —
control study]) z populaciji skandynawskiej oraz metaanalize polaczonych danych z wczesniejszych
publikacji . Byt to jedyny z 16 badanych wariantéw genetycznych, ktérego zwiazek z cukrzyca
udalo si¢ potwierdzi¢. Jak obliczyli autorzy badania, mimo niewielkiego wplywu na ryzyko
wystapienia cukrzycy u pojedynczej osoby — iloraz ryzyka (risk ratio) zachorowania na cukrzyce
typu 2 u nosicieli allelu Ala od 0,71 do 0,88 w réznych podpunktach badania — ze wzgledu na
duze rozpowszechnienie allelu Pro, zwigzanego z wigkszym ryzykiem, populacyjny wskaznik
ryzyka (population-attributable risk) wynosi 25%. Oznacza to, iz gdyby w populacji istnial tylko allel
Ala, zachorowalnos¢ na cukrzyce typu 2 bylaby o 25% mniejsza. Zwiazek polimorfizmu z
choroba (tzn. ochronne dzialanie rzadszego allelu — Ala) zostal potwierdzony w dalszych
badaniach . Z drugiej strony, istniejq doniesienia sugerujace jego brak lub wrecz wigcksze ryzyko
zachorowania w pewnych grupach .

Parametry opisujace ilo$ciowo zaburzenia wydzielania insuliny przez komoérki 8 wysp
trzustkowych 1 zmiany insulinowrazliwosci, zwane w literaturze przedcukrzycowymi cechami
llo$ciowymi (prediabetic quantitative traits, prediabetic phenotypes)oraz otyltos$¢ réwniez byly badane
pod katem zwigzku z polimorfizmem Pro12Ala genu PPARy. W oryginalnej publikaciji obecnos¢
allelu Ala wiazala si¢ z mniejszym wskaznikiem masy ciala i wigksza wrazliwos$cia na insuling. Po
uwzglednieniu tego pierwszego czynnika w analizie statystycznej nie stwierdzano réznic w
insulinoopornosci miedzy homozygotami Pro/Pro i nosicielami allelu Ala . Nieznany pozostat
zatem pierwotny mechanizm, w ktérym polimorfizm PPARy Prol2Ala wplywa na zmniejszenie
ryzyka zachorowania na cukrzyce — przez wplyw na metabolizm tluszczéw czy weglowodanow?
Kolejne badania w wigkszosci potwierdzaly wigksza insulinowrazliwos¢ nosicieli allelu Ala. W

populacji  niemieckiej wynik taki uzyskano poréwnujac metoda  euglikemicznej
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hiperinsulinemicznej klamry metabolicznej (stanowiacej ,,zloty standard” w badaniach
insulinoopornosci) wychwyt glukozy u heterozygot Pro/Ala i homozygot Pro/Pro, dobranych
pod wzgledem plci, wskaznika masy ciala, ilosci 1 rozmieszczenia tkanki tluszczowej . Badanie ta
sama metoda dalo podobny rezultat u siedemdziesigcioletnich mezczyzn ze Szwecji z
prawidlows tolerancja glukozy . Nie stwierdzono w nim jednak znamiennej statystycznie réznicy
insulinowrazliwosci miedzy genotypami dla badanej grupy Dunczykéw. W badaniu rodzenstw z
populacji chiniskiej i japonskiej, wrazliwo$¢ na insuling okreslana metoda HOMA (bomeostasis
model assessment) réwniez byla wigksza u nosicieli allelu Ala , podobnie u hiszpanskich kobiet i
Amerykanow rasy kaukaskiej (stwierdzono tu znamienna ujemna korelacje miedzy iloscia alleli
Ala a stezeniem insuliny na czczo i HOMA-IR) i pochodzenia afrykanskiego bez otylosci . W
populaciji duniskiej stwierdzono rzadsze wystgpowanie zespolu insulinoopornosci u homozygot
Ala/Ala . Wplyw polimotfizmu wydaje si¢ by¢ silniejszy u otylych . Istnieja jednak réwniez
doniesienia o mniejszej wrazliwosci na insuling nosicieli zmutowanego allelu .

Nie ma dowodéw na bezposredni wplyw polimorfizmu Prol2Ala na wydzielanie
insuliny, jednak badanie funkcji komoérki 3 metoda HOMA u Japoniczykéw chorych na cukrzyce
typu 2 wskazuje na jego zmniejszenie u nosicieli allelu Ala . Wlew lipidéw, powodujacy
czterokrotne zwigkszenie stezenia wolnych kwasow tluszczowych w surowicy, powodowal w
czasie badania metoda klamry hiperglikemicznej zmniejszenie wydzielania insuliny u nosicieli
allelu Ala i jego zwigkszenie u homozygot Pro/Pro . Réwniez w badaniu kohortowym,
oceniajacym w populacji fifiskiej wystepowanie cukrzycy typu 2 u 0séb z nietolerancja glukozy w
ciagu trzech lat obserwacji (Finnish Diabetes Prevention Study), stwierdzono czestsze zachorowania
w grupie nosicieli allelu Ala. Oni tez byli bardziej wrazliwi na intensywna interwencje obejmujaca
diete i wysitek fizyczny, majaca zapobiec wystapieniu cukrzycy. Autorzy tlumacza otrzymane
wyniki dwukierunkowymi skutkami polimorfizmu: zmniejszeniem wydzielania insuliny przy
jednoczesnej wickszej insulinowrazliwosci . Jednak badanie wykonane u oséb z nietolerancja
glukozy (STOP-NIDDM Trial), testujace skutecznos$¢ akarbozy w zapobieganiu przejsciu tego
stanu przedcukrzycowego w cukrzyce typu 2, wykazalo wczesniejsza progresje wsrod
otrzymujacych lek kobiet o genotypie Pro/Pro .

Réwniez odnos$nie do zwigzku polimorfizmu Prol2Ala z otyloscia dane =z
dotychczasowych badan sa sprzeczne. U Indian Pima stwierdzono sprzezenie ilosci tkanki
tluszczowej z locus 3p24.2-p22, ktére znajduje sie w poblizu locus 3p25-p24.2 obejmujacego
gen PPARy (ze wskaznikiem logarytmu z prawdopodobienistwa — logarithm of odds — 1.OD — score

2,0) . Badania przekrojowe wskazuja na brak zwiazku lub na nieco wigkszy BMI u nosicieli allelu
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Ala . W duzych grupach, obejmujacych po ponad 1000 oséb bez cukrzycy, stwierdzono mniejszy
wskaznik masy ciata u nosicieli allelu Ala u Finéw 1 brak zwiazku u Japonczykow . Metaanaliza
danych opublikowanych do 2003r. (obejmujaca dane 19136 oséb, w tym grup badanych z obu
ostatnich cytowanych prac) wskazuje jednak na wickszy BMI u nosicieli allelu Ala. Podobnie u
0sob z prawidlowg tolerancja glukozy w badaniu wsréd mieszkancow Singapuru . Badania
kohortowe wykazuja wickszy przyrost wagi u tych osoéb . Jego przyczyne moze jednak stanowic

sama wigksza insulinowrazliwo$¢ , a zwlaszcza zwigkszone hamowanie przez insuling lipolizy .

3.4.3 Potencjalna rola wariantow genetycznych receptora GLP1
(Glyl68Ser i Phe260Leu) w patogenezie cukrzycy typu 2 i
przedcukrzycowych cech ilosciowych

GLPI1R jest receptorem blonowym, biatkiem skladajacym si¢ z 463 aminokwasow,
zawierajacym 7 domen przezblonowych, sprzezonym z cyklaza adenylowsa . Gen kodujacy to
biatko jest zlokalizowany na krétkim ramieniu chromosomu 6 (6p21) . Polimorfizmy w nim
mogg powodowac zmiany w odpowiedzi na przylaczenie ligandu 1 by¢ zwiazane z patogeneza
zaburzeni tolerancji glukozy. Mimo iz w populacji japonskiej nie stwierdzono zwiazku
polimorfizmoéw markeréw mikrosatelitarnych, znajdujacych sie¢ w poblizu genu, z cukrzyca typu
2, nie wyklucza to stabej zaleznosci, co podkreslaja sami autorzy publikacji, a tym bardziej
istnienia zwiazku z cukrzyca typu 2 polimorfizméw w samym genie w innych populacjach. W
dotychczasowych badaniach nie stwierdzono sprzezenia locus genu GLP1R z cukrzyca typu 2 w
rodzinach francuskich ani zwigzku polimorfizméw w tym genie z ilorazem szans (odds ratio —
OR) na progresje z nietolerancji glukozy do cukrzycy typu 2 w Finnish Diabetes Prevention Study .
Niemniej jednak podjeto badania tego genu w niniejszej pracy z nastgpujacych powodow:
badania sprz¢zent moga nie wykazaé stabych zaleznosci, jakich nalezy si¢ spodziewal przy
chorobach  dziedziczonych  wielogenowo (vide rozdzial 3.4.1 ,Przeglad wynikow
dotychczasowych badan genetycznego podioza cukrzycy typu 27), a rézne warunki metaboliczne
w stanach prawidlowej tolerancji i nietolerancji glukozy moga réznie wplywaé na role

polimorfizmoéw w funkcjonowaniu biatek .

3.4.4 Mutacja Pro115Gln a otyto$c¢ jako cecha przedcukrzycowa

W populacji niemieckiej opisano mutacje genu PPARY, skutkujaca substytucja proliny przez

glutaming w pozycji 115 lancucha aminokwasowego, zwigzana ze znaczna otyloscig . Jak
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udowodnili autorzy publikacji, wiaze si¢ ona z utrudnieniem fosforylacji seryny w pozycji 114 i
zwickszong aktywnoscia transkrypcyjna biatka, prowadzaca do wzmozonego dojrzewania
adipocytéw. Mimo iz w oryginalnej publikacji wystgpowala ona stosunkowo czesto (u 4 z 358

badanych, w tym 121 otylych), w wielu kolejnych badaniach réznych populacji nie udato si¢ jej
wykry¢..
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4 Z.AY.OZENIA PRACY

Udowodniona rola czynnikéw genetycznych w patogenezie cukrzycy typu 2 oraz
przedcukrzycowych cech iloSciowych, a zarazem rozbiezne wyniki badan konkretnych
wariantéw genéw w réznych grupach etnicznych oraz grupach wydzielonych ze wzgledu na
status metaboliczny, jak tez fakt, iz wiele polimorfizméw w genach — kandydatach, kodujacych
biatka zwiazane z metabolizmem glukozy, nie zostalo jeszcze zbadanych pod katem zwiazku z ta
choroba, stanowia podstawy do poszukiwan, majacych na celu tak weryfikacje w kolejnych
populacjach zaleznosci juz opublikowanych, jak i poszukiwanie nowych. Dodatkowym Zrédtem
wiedzy o genetycznie uwarunkowanych zaburzeniach przemiany materii, prowadzacych do
wystapienia cukrzycy typu 2, moga by¢ przypadki rzadkich mutacji gendéw zwigzanych z
homeostazg energetyczna.

Préba replikacji w ramach niniejszej pracy opisanej uprzednio zaleznosci dotyczyla
zwiazku polimorfizmu Prol2Ala genu PPARy z cukrzyca typu 2 (vide rozdzial 3.4.2.
,wPolimorfizm Prol2Ala genu PPARy a cukrzyca typu 2 i przedcukrzycowe cechy ilo$ciowe”).
Ponadto zbadano pod katem zwiazku z cukrzyca typu 2 dwa z polimorfizméw w genie receptora
glukagonopodobnego peptydu 1: A>C w egzonie 7, powodujacy substytucje leucyny w miejsce
fenyloalaniny w pozycji 260 ladcucha aminokwasowego (rs1042044) oraz G2>A w egzonie 5
genu, powodujacy substytucje seryny w miejsce glicyny w  pozycji 168 lafdcucha
aminokwasowego (1s6923761) . Tego typu badania, o ile wiadomo, nie byly dotychczas

prowadzone.
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5 Cer pracy

5.1

Ogolny cel pracy

Celem niniejszej pracy bylo poszukiwanie zwiazku miedzy wybranymi polimorfizmami w

biatkach receptorowych a cukrzyca typu 2 i przedcukrzycowymi cechami ilosciowymi.

5.2

Cele szczegotowe

Zbadanie czgstosci wystgpowania polimorfizméw w genach biatek receptorowych:
PPARy (Prol2Ala) i receptora GLP1 (Gly168Ser i Phe260Leu) w populacji oséb
chorych i niechorujacych na cukrzyce typu 2 z regionu Matopolski.

Ocena zwigzku (association) alleli 1 genotypéw PPARy Prol12Ala oraz GLP1R Phe260Leu
1 Gly168Ser z cukrzyca typu 2 w badaniu kliniczno — kontrolnym (case-control study)
niespokrewnionych oséb chorujacych i niechorujacych na t¢ chorobe.

Ocena zwigzku (association) alleli 1 genotypéw PPARy Pro12Ala oraz GLP1 Phe260Leu i
Gly168Ser z przedcukrzycowymi cechami ilosciowymi w grupie niechorujacych na
cukrzyce.

Zbadanie czestosci wystepowania mutacji PPARy Prol15GIn wéréd oséb otylych o
BMI wickszym lub réwnym 35 kg/m?® z regionu Malopolski
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6 MATERIAL I METODYKA

6.1 Grupa badana

Badaniem objeto grupe 462 niespokrewnionych pacjentéw Katedry i Kliniki Choréb
Metabolicznych Collegium Medicum U] z klinicznym rozpoznaniem cukrzycy typu 2 1 428
ochotnikéw niechorujacych na t¢ chorobe, rekrutujacych si¢ gléwnie sposréd pacjentow i
pracownikow Kliniki 1 ich wspétmalzonkow. Wszyscy wyrazili §wiadoma zgode na udzial
badaniu. Zostato ono zaaprobowane przez Komisj¢ Bioetyczng Uniwersytetu Jagiellonskiego.

Kliniczne rozpoznanie cukrzycy typu 2 oparte bylo na:

e obecnosci cukrzycy, zdiagnozowanej po 35. roku zycia oraz

e co najmniej dwuletniego okresu leczenia dieta lub  doustnymi lekami
hipoglikemizujacymi po ustaleniu rozpoznania.

Cukrzyce wykluczano na podstawie oznaczenia glikemii na czczo i braku hiperglikemii w
wywiadzie. Ponadto, u cz¢sci oséb rekrutowanych do grupy kontrolnej wykonano doustny test
obcigzenia 75g glukozy z oznaczeniem glikemii i insulinemii na czczo 1 w 120. minucie badania.
Osoéb, u ktoérych stwierdzono stan przedcukrzycowy, nie wiaczano do badania. Facznie u 218
0sob z grupy kontrolnej; 135 kobiet i 83 mezczyzn, prawidlowa tolerancje glukozy
zweryfikowano za pomoca OGTT. W badaniu stosowano kryteria Swiatowej Organizacji
Zdrowia dotyczace definicji, rozpoznawania i klasyfikacji cukrzycy i jej powiklan .

Osoby z obu grup wypelnialy ankiete, dotyczaca: dla chorych na cukrzyce: wieku
rozpoznania choroby, sposobu leczenia, przewleklych powiklan; dla obu grup — innych choréb,
stosowanych lekow, natogu palenia tytoniu, wywiadu rodzinnego odnosnie do cukrzycy typu 2 1
innych kwestii zdrowotnych (vide zalacznik). Pobierano im krew do badani genetycznych i
biochemicznych. Material genetyczny oraz dane ankietowe i wyniki innych badan zostaly
zgromadzone przez Klinike Choréb Metabolicznych w latach 1999 — 2006 . Charakterystyke

kliniczng podgrup badania kliniczno — kontrolnego przedstawiono w tabeli 3.

Tabela 3. Poréwnanie grup w badaniu kliniczno — kontrolnym (zmienne jako$ciowe test chi-2,

lo$ciowe — test Wilcoxona)

Cecha | Grupa badana Grupa kontrolna p dla
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rognicy
Wiek w chwili badania [lata] 58,6 (+-10,0) 49,8(+-14,8) <0,0001
% mezczyzn 45,8% 39,9% 0,07
Masa ciata [kg] 87,9(+-18.9) 86,1(+-22,0) 0,06
BMI [kg/m’| 31,5(+-6,6) 30,8 (+-7,9) 0,0012
Wiek diagnozy [lata] 49,2 (+-9,5)
Czas trwania cukrzycy [lata] 9,4(+-7,9)
Cholesterol [mmol/I] 5,8(+-8,0) 5,5(+-1,1) 0,88
HDI.-cholesterol [mmol/I] 1,3(+-0,7) 1,4(+-0,5) 0,0008
LDI.-cholesterol [mmol/I] 3,0(+-1,0) 3,2(+-1,0) 0,0025
TG[mmol/]] 2,3(+-1,9) 1,7(+-1,3) <0,0001
Leczonych insuling 52,2%
Czas do wlaczenia insuliny (dla leczonych insuling) 7,6(+-5,6)
Mocznik [mmol/I] 6,3(+-2,0)
Kreatynina [pmol/l] 78,4(+-24,4)
Albumina/kreatynina [mg/mmol] 14,4(+-58,2)
HbAlc (Srednia z 2 pomiaréw) [0 7,6(+-1,4)
Wywiad rodzinny dodatni 47,5%
Glukoza na czczo [mmol/]] 4,8(+-0,7)
Glukoza po obciazeniu [mmol/I] 5,1(+-1,6)
Insulina na czczo [pIU/ml] 11,8(+-8,5)
Insulina po obciazeniu [ulU/ml] 42,6(+-41,3)

Parametry wyrazone jako warto$¢ srednia +-SD

Z o0s6b nalezacych do obu podgrup wyselekcjonowano 191 chorych otylych ze
wskaznikiem masy ciata (body mass index - BMI) wigkszym lub réwnym 35, u ktérych wykonano
genotypowanie pod katem mutacji PPARy Pro115Gln. Wéréd nich znalazto sie¢ 108 chorych na
cukrzyce typu 2 1 83 niechorujacych, 131 kobiet i 60 mezczyzn. Sredni wskaznik masy ciata
wyniost 41,51 (SD+-5,62), wiek w chwili badania 45,3(+-11,9) roku, §rednie st¢zenie w surowicy
cholesterolu catkowitego — 5,4mmol/l (+-1,63), cholesterolu frakcji LDL — 3,14(+-0,99),
cholesterolu frakcji HDL — 1,24mmol/1(+-0,44), tréjglicerydéw 2,30mmol/1(+-1,54).

6.2 Izolacja DNA i genotypowanie

DNA badanych oséb zostalo wyizolowane z limfocytéw krwi obwodowej wedlug
protokolu opartego o detergent guanidynowy (DNAzol Reagent, GIBCO, USA) . U wszystkich
badanych genotypowano polimorfizmy PPARy: Prol2Ala i receptora GLP1: Phe260Leu oraz
Gly168Ser metoda tancuchowej reakcji polimerazy (polymerase chain reaction - PCR) 1 zmiennej
dlugosci fragmentow restrykeyjnych (restriction fragments length polymorphism - RFLP). U os6b
otylych z BMI wigkszym lub réwnym 35 kg/m?* genotypowano polimorfizm PPARy Pro115Gln

tq samg metoda.
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6.2.1 Genotypowanie polimorfizmu PPARY Prol2Ala

Fragment DNA obejmujacy locus polimorfizmu byl namnazany z uzyciem uprzednio
opublikowanych primeréw : sensownego GACAAAATATCAGTGTGAATTACAGC i
antysensownego CCCAATAGCCGTATCTGGAAAGG oraz polimerazy Taq firmy Qiagen
(USA) — warunki PCR ujeto w tabeli 4 — a nastepnie trawiony enzymem restrykcyjnym Bsh12361
firmy Fermentas (Litwa), ktory w obecnosci allelu Ala rozklada produkt PCR o dtugosci 270 bp
(base pairs — par zasad) na fragmenty 227 i 43 bp. Po trawieniu produkt PCR byl rozdzielany
elektroforetycznie 1 uwidaczniany na zelu agarozowym o stezeniu 3,2% barwionym bromkiem
etydyny. Wyniki byly rejestrowane przy uzyciu kamery cyfrowej firmy Vilber-Lourmat (Francja) i
zachowywane jako dokumenty komputerowe w programie BioCapt. Przykladowy wynik
genotypowania polimorfizmu Pro12Ala w genie PPARYy przedstawia rycina 4.

Ryc. 4. Przyktadowy wynik genotypowania polimorfizmu Pro12Ala w genie PPARYy.

6.2.2 Genotypowanie polimorfizmu GLP1R Gly168Ser

Fragment DNA obejmujacy locus polimorfizmu byl namnazany z uzyciem nowo
zaprojektowanych  primeréw:  sensownego TCTCTTTCTTGGTCTTGGTATCCCC i
antysensownego CAACCTCATATTCTACGGTCAGGGC oraz polimerazy Taq firmy Qiagen
(USA), w warunkach podanych w tabeli 4, a nastepnie trawiony enzymem restrykcyjnym Ddel
firmy Fermentas (Litwa), ktory w obecnosci allelu Gly rozktada produkt PCR o dlugosci 398 bp
na fragmenty 266 i 132 bp. Po trawieniu produkt PCR byl rozdzielany elektroforetycznie i

uwidaczniany na zelu agarozowym o stezeniu 3,2% barwionym bromkiem etydyny. Wyniki byty
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rejestrowane 1 zapisywane jak to opisano powyzej. Przykladowy wynik genotypowania

polimorfizmu Gly168Ser w genie GLP1R przedstawiono na rycinie 5.

Ryec. 5. Przyktadowy wynik genotypowania polimorfizmu Gly168Ser w genie GLP1R.

6.2.3 Genotypowanie polimorfizmu GLP1R Phe260Leu

Fragment DNA obejmujacy locus polimorfizmu byl namnazany z uzyciem nowo
zaprojektowanych  primeréw:  sensownego CAGATAAAGTCCTTAGCACTAGCCC i
antysensownego CAAGTACCATGTTAGAAGAGGGGTC oraz polimerazy Taq firmy Qiagen
(USA), a nastgpnie trawiony enzymem restrykcyjnym Bbsl firmy Fermentas (Litwa), ktory w
obecnosci allelu rozklada produkt PCR o dlugosci 395 bp (base pairs — par zasad) na fragmenty
273 1 122bp. Po trawieniu produkt PCR byt rozdzielany elektroforetycznie i uwidaczniany na
zelu agarozowym o stezeniu 3,2% barwionym bromkiem etydyny. Wyniki byly rejestrowane i
zachowywane jak opisano powyzej. Przykladowy wynik genotypowania polimorfizmu
Phe260Leu w genie GLP1R przedstawiono na rycinie 6.

Ryc. 6. Przykltadowy wynik genotypowania polimorfizmu Phe260Leu w genie GLP1R
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6.2.4 Genotypowanie mutacji PPARy Pro115GIn

Fragment DNA obejmujacy locus polimorfizmu byl namnazany z uzyciem uprzednio
opublikowalnych primeréw : sensownego TGCAATCAAAGTGGAGCC i antysensownego
CAGAAGCTTTATCTCCACAGAC oraz polimerazy Taq firmy Promega (USA). Primer
sensowny zostal zaprojektowany przez zmiang trzeciego nukleotydu od kofica 3’ w ten sposéb,
ze powoduje powstanie miejsca restrykcyjnego dla enzymu HindIl w obecnosci mutacji
Pro115Gln (mutacja sama w sobie nie generuje nowego miejsca restrykeyjnego). Warunki PCR
podano w tabeli 4. Produkt PCR byl nastepnie trawiony enzymem restrykcyjnym Hincll
(izoschizomer enzymu HindIl) firmy Fermentas (Litwa), ktory w obecnosci allelu Gln rozktada
produkt PCR o diugosci 129bp na fragmenty 105 i 24bp. Po trawieniu produkt PCR byl
rozdzielany elektroforetycznie i uwidaczniany na zelu agarozowym o stezeniu 3,2% barwionym
bromkiem etydyny. Wyniki byly rejestrowane przy uzyciu kamery cyfrowej i zachowane jako
dokumenty komputerowe w programie BioCapt.. Ze wzgledu na rzadkos¢ mutacji Pro115Gln
genu PPARy zastosowano kontrole trawienia enzymem restrykcyjnym, polegajaca na
jednoczesnym trawieniu produktu ampifikacji fragmentu genu receptora melanokortyny — 4
(melanocortin-4-receptor - MCAR), zawierajacego miejsce restrykeyjne dla enzymu Hincll.
Przykladowy wynik genotypowania mutacji Pro115Gln w genie PPARy przedstawiono na rycinie
7.

Ryc. 7. Przykladowy wynik genotypowania mutacji Prol15Gln w genie PPARy. Tory od
trzeciego do pigtego od prawej zajmujg produkty PCR, obejmujace fragment genu MC4R,

zawierajacy miejsce restrykeyjne dla enzymu Hincll, stanowiace kontrole trawienia. Czg$¢ z nich
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nie byla trawiona (oznaczone NIE), czgs¢ za§ poddawana trawieniu (oznaczone TR)

powodujacemu odszczepienie krotkiego fragmentu DNA, niewidocznego na zdjeciu.

_— e . L. s

bt C 4 ]
RS SRS TR MIE HIE

N321 N32Z Na2 7 Nas2 = S 506 605 604 &03 402

Tabela 4. Warunki tancuchowych reakcji polimerazy wykonywanych w ramach niniejszej pracy

Lp | Etap PCK Polimorfizm
PPARy PPARy GLPIR GLP1
Pro12Ala Pro115Gin Gly168Ser Phe260Len
1. | Poczatkowa 94°C/5min 94°C/5min 94°C/5min 94°C/15min
denaturacja
2. | Denaturacja 94°C/45s 94°C/45s 94°C/45s 94°C/45s
3. | Przylaczanie 54,5°C/45s 61°C/45s 54°C/45s 53°C/45s
primeréow
4. | Elongacja 72°C/45s 72°C/45s 72°C/45s 72°C/45s
5. | Hos$¢ cykli (punkt 2-4) 39 35 39 39
6. | Kodcowa clongacja 72°C/10min 72°C/10min 72°C/10min 72°C/10min

6.3 Badania antropometryczne

U  wszystkich oséb  bioracych  udzial w  badaniu  dokonano  pomiaréw
antropometrycznych: wzrostu i wagi.
6.4 Oznaczenia biochemiczne

Kazdemu choremu wlaczonemu do badania pobrano krew Zylna do oznaczenia glikemii

w godzinach porannych, na czczo. Glikemi¢ oznaczano przy uzyciu metody enzymatycznej
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(peroksydazowej) stosujac zestawy firmy Roche/Hitachi Glucose GOD — PAP na aparacie
Hitachi 917 firmy Roche Diagnostics GmbH (Niemcy).

U czescl 0s6b z grupy kontrolnej, u ktérych wykonano doustny test obciazenia 75g glukozy z
oznaczeniem glikemii i insulinemii (vide rozdziat 6.1. ,,Grupa badana”), insulinemi¢ oznaczano
metoda immunologiczng przy uzyciu zestawow Insulin CalSet do aparatu Elecsys 2010 firmy
Roche Diagnostic (Niemcy). Oznaczenia glukozy i insuliny wykonano w Zakladzie Diagnostyki
Szpitala Uniwersyteckiego w Krakowie (kierownik: Prof. dr hab. J. Naskalski).

6.5 Obliczenia wskaznikéw  insulinowrazliwosci 1

wydzielania insuliny

6.5.1 Ocena modelu homeostazy — opornosci na insuling i modelu
homeostazy funkcji komérki 3

W obliczeniach stosowano wzor na ocen¢ modelu homeostazy — opornosci na insuling
(homeostasis model assessment — insulin resistance - HOMA — IR)
INS 0 min [pIU/ml] x GLU 0 min [mmol/1]/22,5
(INS — stezenie insuliny, GLU — stezenie glukozy)
W tym modelu wigcksza opornosé na insuling taczy si¢ z wyzszymi wynikami otrzymanymi z
przedstawionego wzoru. Wskaznik HOMA-IR jest wykorzystywany do badan populacyjnych,
bez powszechnie przyjetych wartodci referencyjnych. Zakres otrzymywanych wynikéw waha sie
w granicach od 0,1 do 20,0, a Srednie wartosci charakterystyczne dla oséb bez zaburzen
tolerancji glukozy wynosza z reguly okolo 2,0 (dla 0s6b z cukrzyca typu 2 okolo 5,0) .
Stosowano rowniez wzor na ocene homeostazy — funkcji komorki 3 (bomeostasis model
assessment — [-cell function — HOMA-%B), obliczany nastepujaco:
20 x INS 0 min[pIU/ml]/(GLU 0 min[mmol/1] — 3,5).
Wskaznik ten réwniez nie ma powszechnie przyjetych wartosdci referencyjnych, wyzsze wyniki
wskazuja na wigksza zdolno$¢ wydzielnicza komoérek B trzustki . Niekiedy, aby uniknac
uyjemnych warto$ci wspolczynnika, autorzy prac wykorzystujacych go wylaczaja z analizy osoby
z glikemia na czczo mniejsza lub réwna 3,5 . W niniejszym opracowaniu wzigto pod uwage

wszystkie wyniki.
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6.5.2 Wskazniki wrazliwo$ci na insuling i wydzielania insuliny (insulin
sensitivity indices — ISI) oparte na glikemii i insulinemii w trakcie
doustnego testu obcigzenia 75g glukozy

U 218 os6b niechorujacych na cukrzyce typu 2, u ktoérych oznaczono glikemie 1
insulinemi¢ na czczo oraz w 120. minucie testu, obliczono wspétczynniki insulinowrazliwosci 1
sekrecji insuliny opisujace zmiany metabolizmu weglowodanow w trakcie testu. Uwzgledniono
iloraz insulinemii i glikemii na czczo (INS 0 min / GLU 0 min); iloraz insulinemii w 120 minucie
testu i na czczo (INS 120 min / INS O min). Obliczono takze inne ilo$ciowe wskazniki

insulinowrazliwosci, ktére moga by¢ wykorzystywane w badaniach dotyczacych duzych liczebnie

grup:

. QUICKI, czyli: 1/(log GLU 0 min + log INS 0 min)

. 1/(og GLU 0 min x log INS 0 min)

. 1/(INS 0 min x log GLU 0 min)

. 1/(GLU 0 min x log INS 0 min)

. ISI(composite), czyli: 10 000 / sqr [ANS 0 min x GLU 0 min) x (Srednia GLU podczas
OGTT x srednia INS podczas OGTT)]

. ISI(Gutt), czyli: [75 000 + (GLU 0 min — GLU 120 min) x 0,19 x masa ciata]/[120 x

log(INS 0 min + INS 120 min)/2 x (GLU 0 min + GLU 120 min)/2] .

(Stosowane skréty: INS — stezenie insuliny (WIU/ml), GLU — stezenie glukozy(mmol/],
dla ISI composite - mg/dl), QUICKI — guantitative insulin sensitivity check index - ilosciowy
wskaznik insulinowrazliwosci, log — logarytm dziesigtny, sqr — pierwiastek kwadratowy, min —
minuta, OGTT — test doustnego obciazenia glukoza)

Do obliczania wskaznika ISI composite stosowano glikemi¢ w mg/dl, zgodnie ze

wzorem podanym w oryginalnej publikacji .

6.6 Analiza statystyczna

Przy sprawdzaniu zgodnosci uzyskanego rozkladu alleli i genotypéw z prawem Hardy’ego i
Weinberga oraz w obliczeniach dotyczacych analizy zwiazku badanych polimorfizméw z
cukrzyca typu 2 stosowano test y2. W obliczeniach dotyczacych analizy zwigzku badanych

polimorfizméw z przedcukrzycowymi cechami ilo$ciowymi stosowano nieparametryczny test
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Wilcoxona (sumy rang) i Kruskala - Wallisa. Do obliczenia trendu wplywu genotypéw uzyto
testu Cochrane’a 1 Armitage’a.

Obliczert dokonano przy uzyciu programu SAS 9.1 (USA).
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7 WyNikI

los¢ alleli 1 genotypéw wszystkich polimorfizmdw nie odbiegata od przewidywanej na
podstawie prawa Hardy’ego i Weinberga (dla PPARy Pro12Ala p=0,77, dla GLP1R Gly168Ser
p=0,32, dla GLP1R Phe260Leu p=0,73).

7.1 Wyniki badania zwiazku wybranych polimorfizmow
z cukrzyca typu 2

7.1.1 Polimorfizm Prol2Ala genu PPARYy

Czestos¢ allelu kodujacego proling w pozycji 12 tadcucha aminokwasowego wynosita w
grupie chorych na cukrzyce typu 2 84%, alanine - 16%, w grupie kontrolnej odpowiednio 84,1%
i 159%. Czestosé genotypdéw wynosita w grupie chorych na cukrzyce: Pro/Pro — 70,1%,
Pro/Ala — 27,7%, Ala/Ala — 2,2%, w grupie kontrolnej odpowiednio 71,5%; 25,2%; 3,3%. Ze
wzgledu na malg ilos¢ homozygot pod wzgledem allelu Ala poréwnano jego hetero- i
homozygotycznych nosicieli z homozygotami Pro/Pro (co odpowiada modelowi dominujacego
efektu zmutowanego allelu). Nie stwierdzono réznic czestosci wystgpowania genotypow
pomiedzy grupami (p=0,67). Czesto$¢ wystepowania alleli i genotypdéw w grupach: badanej 1

kontrolnej zestawiono odpowiednio na rycinach 81 9.
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Ryc. 8. Czesto$¢ wystgpowania alleli polimorfizmu PPARy Prol2Ala w grupie badanej i

kontrolnej
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Ryc. 9. Czgstos¢ wystepowania genotypow polimorfizmu PPARy Prol2Ala w grupie badanej i
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7.1.2 Polimorfizm Gly168Ser genu GLP1R

Czestos¢ wystepowania allelu kodujacego glicyne wynosita w grupie chorych na cukrzyce
typu 2 62%, seryne 38%, w grupie kontrolnej odpowiednio 68,9% 1 31,1%. Czg¢stos¢ genotypow
wynosita w grupie chorych na cukrzyce: Gly/Gly — 40%, Gly/Ser — 43,9%, Set/Set — 16,1%, w
grupie kontrolnej odpowiednio 45,2%; 47,3%; 7,5%. Stosujac model addytywnego efektu allelu
zmutowanego stwierdzono znamiennie czgstsze wystgpowanie polimorfizmu Gly168Ser u
chorych na cukrzyce typu 2 (p=0,027). Zaleznos¢ pozostala znamienna w analizie
wieloczynnikowej z uwzglednieniem wplywu wieku, plci i wskaznika masy ciala. Ze wzgledu na
stabszy efekt trendu genotypow (dla testu trendu wplywu genotypéw Cochrane’a i Armitage’a
p=0,037) 1 fakt, iz najwicksza réznica czestoscl wystgpowania genotypow miedzy grupa chorych
i kontrolng dotyczylta homozygot Set/Set, obliczono zwiazek dla recesywnego efektu allelu
zmutowanego, wykrywajac silniejsza zaleznos¢ (iloraz ryzyka [risk ratio, RR] zachorowania na
cukrzyce typu 2 dla homozygot Ser/Ser w stosunku do pozostalych genotypéw byl réwny 2,6
[95%CI — 1,32-5,2]). Czestos$¢ wystepowania alleli i genotypéw w grupach: badanej i kontrolnej
zestawiono odpowiednio na rycinach 10 i 11. Dokonano analizy stratyfikacyjnej ze wzgledu na
plec. Czestosc genotypdéw wyniosta u kobiet chorych na cukrzyce: Gly/Gly — 35,3%, Gly/Ser —
51%, Set/Ser — 13,7%, w grupie kontrolnej odpowiednio 53,8%, 34,2% i 12%, u mezczyzn
chotych na cukrzyce Gly/Gly — 38,8%, Gly/Ser — 46,9%, Set/Set — 14,3%, w grupie kontrolnej
odpowiednio 44%, 44% 1 12%. Stwierdzono, iz za znamienno$ci odpowiada zwiazek
polimorfizmu z cukrzyca typu 2 u kobiet (p=0,012). U mezczyzn nie stwierdzono zwiazku
(p=0,82). Czestos¢ wystepowania poszczegolnych genotypéw u kobiet i mezczyzn z obu grup

zestawiono na rycinach 121 13.
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Ryc. 10. Czestos¢ wystepowania alleli polimorfizmu GLPIR Gly168Ser w grupie badanej i

kontrolnej
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Ryc. 11. Czesto$¢ wystepowania genotypow polimorfizmu GLP1R Gly168Ser w grupie badanej
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Ryc. 12. Czgstos¢ wystepowania genotypéw polimorfizmu GLP1R Gly168Ser u kobiet z grupy

badanej 1 kontrolne;j
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Ryc. 13. Czg¢sto§¢ wystepowania genotypéw polimorfizmu GLPIR Gly168Ser u mezczyzn z
grupy badanej i kontrolnej
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7.1.3 Polimorfizm GLPIR Phe260Leu

Czestos¢ allelu kodujacego fenyloalaning w pozycji 260 lafncucha aminokwasowego
wynosita w grupie chorych na cukrzyce typu 2 59,0%, leucyne 41,0%%, w grupie kontrolne;j
odpowiednio 57,5%% 1 42,5%. Czgstos¢ genotypow wynosita w grupie chorych na cukrzyce:
Phe/Phe — 35,7%, Phe/Leu — 46,6%, Leu/Leu — 17,7%, w grupie kontrolnej odpowiednio
32,5%0; 49,9%0; 17,6%. Stosujac model addytywnego efektu allelu zmutowanego nie stwierdzono
réznic czestodcl wystepowania genotypow miedzy grupami (p=0,56). Czesto$¢ wystepowania

poszczegodlnych alleli i genotypow zestawiono na ryc. 141 15.

Ryc. 14. Czestos¢ wystgpowania alleli polimorfizmu GLP1R Phe260Leu w grupie badanej i

kontrolnej
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Ryec. 15. Czesto$¢ wystepowania genotypow polimorfizmu GLP1R Phe260Leu w grupie badane;

1 kontrolnej

o
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W tabeli 5 zestawiono wyniki badan zwiazku wszystkich trzech opisanych wyzej polimorfizméw

z cukrzyca typu 2.

Tabela 5. Zestawienie wynikéw badan zwigzku wybranych polimorfizméw genetycznych z

cukrzyca typu 2
Czestosé genotypow
GLPIR Gly168Ser Gly/Gly Gly/Ser Ser/Ser
Cukezyca typu 2 40% 43,9% 16,1% _
Kontrola 45 2% 47 3% 7,5% p=0,027¢
GLPIR Phe260Leu Phe/Phe Phe/Leu Leu/Leu
Cukezyca typu 2 35.7% 46,6% 17.7% 056
Kontrola 32,5% 49.9% 17.6% P00t
PPARYy Prol12Ala Pro/Pro Pro/Ala Ala/Ala
Cukrzyca typu 2 70,1% 27,7% 2.2% —0.674
Kontrola 71.5% 25.2% 3.3% p=0,

T - dla poréwnania trzech genotypow

£ - dla poréwnania homozygot Pro/Pro z nosicielami allelu Ala
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7.2 Wyniki badania zwigzku wybranych polimorfizmow

z przedcukrzycowymi cechami ilo§ciowymi

7.2.1 Polimorfizm Prol2Ala w genie PPARYy

Poréwnywano dwie grupy: homozygot Pro/Pro oraz nosicieli allelu Ala. Wiek ani
wskaznik masy ciala nie r6znily si¢ istotnie pomiedzy grupami (odpowiednio p=0,36 1 p=0,94).
Nie stwierdzono réznic glikemii na czczo (p=0,70); glikemii w 120. minucie po obciazeniu 75g
glukozy (p=0,33); insulinemii na czczo (p=0,906) i po obcigzeniu (p=0,65); wskaznika HOMA-IR
(p=0,93); ilorazu insulinemii i glikemii na czczo (p=0,91); wskaznika QUICKI (p=0,93), 1/(log
GLU 0 min x log INS 0 min) (p=0,91); 1/(ANS 0 min x log GLU 0 min) (p=0,96); 1/(GLU 0
min x log INS 0 min) (p=0,86); stosunku insulinemii w 120. minucie po obciazeniu do
insulinemii na czczo (p=0,50); wskaznika insulinowrazliwosci Gutt (p=0,53); ISI composite
(p=0,91); wskaznika wydzielania insuliny HOMA %B (p=0,30).

Warto$ci wymienionych wspotczynnikéw w obu grupach zestawiono w tabeli 6.
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Tabela 6. Porownanie wartosci wspolczynnikéw opisujacych  wydzielanie insuliny i

insulinowrazliwos$¢ pomiedzy genotypami polimorfizmu Prol12Ala w genie PPARy.

Wskagnik Wartosci dla genotypow p dla rdznicy miedzy
Pro/Pro Pro/ Ala i Ala) Ala conotypami
BMI [kg/m?] 32,27(+-8,07) 32,76(+-9,05) 0,04
Wiek [lata] 45,54(+-14,26) 47,70(+-12,07) 0,36
Glukoza 0’[mmol/1] 4.77(+-0,67) 4,81(+-0,87) 0,7
Glukoza 120° [mmol/]] 4,98(+-1,47) 5,11(+-1,48) 0,33
Insulina 0’ [uIU/ml] 11,29(+-6,22) 12,97(+-10,63) 0,96
Insulina 120” [uIU/ml] 38,50(+-34,04) 47,68(+-50,89) 0,65
HOMA-IR 2,43(+-1,43) 2,86(+-2,31) 0,93
HOMA-%B 310,3(+-1632,9) 203,6(+-516,0) 0,30
INS Omin/GLU Omin 2,37(+-1,29) 2,70(+-2,41) 0,91
INS 120 min/INS Omin 2,37(+-1,29) 2,70(+-2,41) 0,56
QUICKI 0,62(+-0,10) 0,62(+-0,13) 0,93
1/(logGLU Omin x log INS 0 min) 1,62(+-0,52) 1,66(+-0,65) 0,01
1/(INS Omin x logGLU 0 min) 0,18(+-0,11) 0,19(+-0,13) 0,96
1/(GLU Omin x logINS Omin) 0,23(+-0,08) 0,24(+-0,10) 0,86
ISI(composite) 11,26(+-9,10) 11,20(+-8,56) 0,01
ISI(Gutt) 119,84(+-64,72) 116,39(+-62,33) 0,53

7.2.2 Polimorfizm Gly168Ser w genie GLP1R

Poréwnywano trzy grupy: homozygot Gly/Gly, heterozygot i homozygot Ser/Ser. Wiek
1 wskaznik masy ciata nie r6znily si¢ istotnie pomiedzy grupami (odpowiednio p=0,64 i p=0,22).
Insulinemia w 120. minucie testu doustnego obciazenia glukoza réznita si¢ istotnie (p=0,019),
wynoszac $tednio dla homozygot Gly/Gly 36,61 uIU/ml; dla heterozygot Gly/Ser — 31,51 ulU/
ml; dla homozygot Ser/Ser — 26,80 pIU/ml. Podobnie istotna réznice stwierdzono dla stosunku
insulinemii w 120. minucie testu do insulinemii na czczo (p=0,0229). Dla homozygot Gly/Gly
srednia wynosita 3,48; dla heterozygot Gly/Ser — 3,03; dla homozygot Ser/Ser — 1,90. Nosiciele
poszczegdlnych genotypoéw réznili sie takze pod wzgledem wskaznika insulinowrazliwosci
wedlug Gutt (p=0,0338): $rednia dla homozygot Gly/Gly - 135,37; dla heterozygot Gly/Ser —
125,74; dla homozygot Set/Ser — 117,16.
Nie stwierdzono réznic glikemii na czczo (p=0,46); glikemii w 120. minucie po obciazeniu 75g
glukozy (p=0,12); insulinemii na czczo (p=0,22) i po obcigzeniu (p=0,19); wskaznika HOMA-IR
(p=0,15); ilorazu insulinemii i glikemii na czczo (p=0,19); wskaznika QUICKI (p=0,15), 1/(log
GLU 0 min x log INS 0 min) (p=0,15); 1/(INS 0 min x log GLU 0 min) (p=0,18); 1/(GLU 0
min x log INS 0 min) (p=0,11); ISI composite (p=0,0681) — jakkolwiek zaznaczony byl trend do
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jego mniejszych wartosci u homozygot Ser/Ser; wskaznika wydzielania insuliny HOMA %B
(p=0,34).

W zwiazku z faktem, iz najwigksze réznice w badanych parametrach stwierdzano miedzy
homozygotycznymi nosicielami allelu  kodujacego seryne w  pozycji 168 lafcucha
aminokwasowego receptora GLP1 a pozostalymi dwoma grupami, dokonano poréwnania
wskaznikéw zakladajacego recesywny efekt polimorfizmu (wartosci u homozygot Ser/Ser w
stosunku do polaczonych grup homozygot Gly/Gly i heterozygot). W takim modelu
znamiennos¢ statystyczna obserwowanych réznic zwigkszyla si¢: dla insulinemii w 120. minucie
testu doustnego obcigzenia glukoza do p=0,0055, dla stosunku insulinemii w 120. minucie testu
do insulinemii na czczo p=0,0060; dla wskaznika insulinowrazliwosci wedtug Gutt do p=0,019.
Stwierdzono réwniez istotnie mniejszg glikemie 1 insulinemi¢ w 120. minucie testu u homozygot
Set/Set w poréwnaniu z nosicielami allelu Gly (p téwne odpowiednio 0,04 i 0,0055).

Nieznamienne pozostaly réznice migdzy grupami: wieku (p=0,15), wskaznika masy ciata
(p=0,44), glikemii na czczo (p=0,72); insulinemii na czczo (p=0,38); wskaznika HOMA-IR
(p=0,42); ilorazu insulinemii i glikemii na czczo (p=0,30); wskaznika QUICKI (p=0,42), 1/(log
GLU 0 min x log INS 0 min) (p=0,44); 1/(INS 0 min x log GLU 0 min) (p=0,38); 1/(GLU 0
min x log INS 0 min) (p=0,37); wskaznika wydzielania insuliny HOMA %B (p=0,34).

Wartosdci wskaznikow dla poszczegdlnych genotypow zestawiono w tabeli 7.

Rola wybranych polimorfizméw w biatkach receptorowych 1w patogenezie cukrzycy typu 2, przedeukrycowych cech ilosciowych
7 otylosii w populagi polskie
57




Tabela 7. Pordéwnanie

warto$ci

wskaznikow

opisujacych  wydzielanie

insuliny 1

insulinowrazliwos¢ pomiedzy genotypami polimorfizmu Gly168Ser w genie GLP1R. Czcionka

pogrubiona zaznaczono réznice istotne statystycznie.

Wskagnik

BMI [kg/m?|

Wiek [lata]

Glukoza 0’ [mmol/]]

Glukoza 120’ [mmol/l]
Insulina 0’ [pIU/ml]

Insulina 120° [u[U /ml]
HOMA-IR

HOMA-%B

INS Omin/GLU Omin

INS 120 min/INS Omin
QUICKI

1/(logGLU Omin x log INS 0 min)
1/(INS Omin x logGLU 0 min)
1/(GLU Omin x logINS Omin)
ISI(composite)

ISI(Gutt)

Wartosci dla genotypow

Gh/Gh Gh Ser

20,83(+-834)  29,35(+-7,72)

47,5(+-16) 48,97(+-15,76)
4,57(+-0,78) 4,78(+-0,76)
4,97(+-1,45) 5,19(+-1,89)

10,86(+-7,47)
36,61(+-38,52)

11,08(+-6,47)
31,51(+-23,05)

2,46(+-2,17) 2,33(+-1,46)

448,1(+-2608,4)  169,9(+-444.4)
2,60(+-2,51) 2,40(+-1,42)
3,48(+-2,60) 3,03(+-2,51)
0,64(+-0,12) 0,62(+-0,10)
1,77(+-0,62) 1,66(+-1,51)
0,21(+-0,13) 1,84(+-0,10)
0,26(+-0,10) 0,24(+-0,08)

13,94(+-8,72)
135,37(+-64,35)

11,89(+-7,05)
125,74(+-57,92)

Ser/ Ser

28,66(+-6,26)
51,45(+-17,77)
4,74(+-0,59)
5,34(+-0,83)
9,63(+-4,51)
26,80(+-21,10)
2,02(+-1,07)
200,7(+-654,1)
2,07(+-0,89)
2,78(+-0,74)
0,64(+-0,12)
1,76(+-0,66)
0,20(+-0,13)
0,26(+-0,11)
8,63(+-3,91)
117,16(+-54,94)

P
dla rdznicy
migdzy
genotypami
0,22
0,64
0,46
0,12
0,22
0,019
0,15
0,34
0,19
0,0229
0,15
0,15
0,18
0,11
0,681
0,0338

7.2.3 Polimorfizm Phe260Leu w genie GLP1R

Poréwnywano trzy grupy: homozygot Phe/Phe, heterozygot i homozygot Leu/Leu.

Srednia wieku i $redni wskaznik masy ciala nie réznily si¢ pomiedzy grupami (odpowiednio

p=0,83 i p=0,91).

Nie stwierdzono réznic glikemii na czczo (p=0,93); glikemii w 120. minucie po obciazeniu 75g
glukozy (p=0,13); insulinemii na czczo (p=0,46) i po obciazeniu (p=0,77); wskaznika HOMA-IR
(p=0,41); ilorazu insulinemii i glikemii na czczo (p=0,56); wskaznika QUICKI (p=0,41), 1/(log
GLU 0 min x log INS 0 min) (p=0,45); 1/(INS 0 min x log GLU 0 min) (p=0,43); 1/(GLU 0

min x log INS 0 min) (p=0,49); stosunku insulinemii w 120. minucie po obciazeniu do

insulinemii na czczo (p=0,82); wskaznika insulinowrazliwosci Gutt (p=0,44); ISI composite

(p=0,60); wskaznika wydzielania insuliny HOMA %B (p=0,79).

Warto$ci wymienionych wskaznikéw dla poszczegdlnych genotypéw zestawiono w tabeli
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Tabela 8. Poréwnanie

warto$ci

wskaznikow

opisujacych  wydzielanie

insulinowrazliwos$¢ pomiedzy genotypami polimorfizmu Phe260Leu w genie GLP1R

insuliny 1

Wskagnik

BMI [kg/m’|

Wiek [lata]

Glukoza 0’[mmol/I]

Glukoza 120’ [mmol/1]
Insulina 0’ [WIU/ml]

Insulina 120” [uIU/ml]
HOMA-IR

HOMA-%B

INS Omin/GLU Omin

INS 120 min/INS Omin
QUICKI

1/(logGLU Omin x log INS 0 min)
1/(INS Omin x logGLU 0 min)
1/(GLU Omin x logINS Omin)
ISI(composite)

ISI(Gutt)

Wartosci dla genotypow b dla régnicy
Phe/ Phe Phe/1en Len/1eu migdZy genotypami
30,78(+-6,58)  31,63(+-8,78)  29,92(+-7,75) 0,91
49,48(+-15,47)  49,55(+-14,56)  49,39(+-15,86) 0,83
477 (+-0,68) 485 (+-075)  478(+-0,79) 0,93
4,87 (+-1,46) 5,23(+-1,39) 5,10(+-1,54) 0,13
10,64(+-5,90)  12,90(+-1034)  11,379(+-7,68) 0,46
36,91(+-32,98)  44,25(+-39,87)  42,78(+-40,28) 0,77
2,31(+-1,37) 2,94(+-2,57) 2,55(+-1,89) 0,41
173,8(+-214,2)  388,8(+-1969,0)  192,6(+-278,1) 0,79
2,29(+-1,17) 2,78(+-2,29) 2,35(+-1,47) 0,56
3,73(+-3,20) 3,62(+-2,36) 4,41(+-3,90) 0,82
0,62(+-0,11) 0,60(+-0,11) 0,63(+-0,12) 0,41
1,67(+-0,56) 1,58(+-0,55) 1,70(+-0,63) 0,45
0,20(+-0,14) 0,17(+-0,11) 0,19(+-0,13) 0,43
0,25(+-0,14) 0,23(+-0,09) 0,24(+-0,10) 0,45
11,34(+-822)  10,83(+-8,87)  12,26(+-8,43) 0,60
125,56(+-68,18)  112,67(+-63,36)  123,62(+-61,30) 0,44

7.3 Wyniki poszukiwania mutacji PPARy Prol15Gln u

0s6b otylych ze wskaznikiem masy ciala = 35
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Wsréd oséb o wskazniku masy ciata nie stwierdzono nosicieli mutacji Pro115Gln w genie

PPARy. Wszyscy badani byli homozygotami Pro/Pro.
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8 Dyskusja

Przeprowadzone w ramach niniejszej pracy poszukiwania zwigzku polimorfizméw w
genach bialek receptorowych z cukrzycg typu 2 i przedcukrzycowymi cechami ilo§ciowymi w
populacji Polski potudniowej objely zaréwno warianty wezesniej juz badane w tym kontekscie
(polimorfizm Prol2Ala i mutacja Prol15GIln genu PPARY), jak i takie, co do ktérych nie
prowadzono dotychczas badan (polimorfizmy Gly168Ser 1 Phe260Leu genu GLP1R).

Nalezy zaznaczyé, ze praca niniejsza, jako badanie przekrojowe z formalnego punktu
widzenia stanowi jedynie opis zwiazkow o charakterze statystycznym. Nie sa one rownoznaczne
z relacjami o charakterze przyczynowo-skutkowym miedzy badanymi czynnikami genetycznymi
a ocenianym fenotypem. Niemniej jednak, opierajac si¢ na otrzymanych wynikach mozna
probowac takiego wnioskowania, szczegdlnie przy uwzglednieniu dotychczasowej wiedzy z
opublikowanych badan patofizjologicznych, epidemiologicznych, prospektywnych obserwacji

oraz analiz genetycznych.

8.1 Zwiazek polimorfizmu Prol2Ala genu PPARy =z
cukrzyca typu 2

W ramach prezentowanego badania nie udalo si¢ potwierdzi¢ wykazanego w wielu
pracach zwigzku polimorfizmu powodujacego substytucije alaniny w miejsce proliny w pozycji 12
fanicucha aminokwasowego receptora jadrowego PPARy. Moze to wynika¢ z niedoskonalosci
metodologicznych, moze jednak réwniez odzwierciedlaé rzeczywisty brak tej zaleznodci w
badanej populacji. Istniejg argumenty przemawiajace za ta druga mozliwoscia.

Czestos¢ wystgpowania allelu kodujacego alaning w pozycji 12 lafcucha aminokwasowego byta
zblizona do raportowanych w innych badaniach dla rasy kaukaskiej w grupie chorych na
cukrzyce typu 2 (15,9%) 1 w grupie kontrolnej (16%). Na przyklad w badaniu przeprowadzonym
w populacji francuskiej czgstos¢ allelu kodujacego alaning w pozycji 12 wyniosta od 8% w grupie
bez cukrzycy i otylosci do 11% wsréd chorych na cukrzyce typu 2 (réznice nie byly istotne
statystycznie) , w innym badaniu w tejze populacji odpowiednio 11% 1 10% . W populacji
wloskiej wynosita ona 13% u chorych na cukrzyce typu 2 i 18,3% u niechorujacych ; w
skandynawskiej 14,6% wséréd chorych na cukrzyce typu 2 1 16,8% wséréd niechorujacych, w
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populacji kanadyjskiej za$ odpowiednio 9,4% 1 13,5% . Chociaz w wigkszo$ci z wymienionych
powyzej artykuléw nie stwierdzono istotnej réznicy czestosci wystgpowania polimorfizmu , ich
metaanaliza dokonana przez Altshulera 1 wsp. w ramach cytowanej juz pracy wykazala istnienie
zwiazku polimorfizmu Prol12Ala z cukrzyca typu 2 z lorazem ryzyka (risk ratio) dla allelu alaniny
podobnym, jak ustalony na wlasnym materiale autoréw (0,79). Wskazuja oni na mate liczebnosci
badanych grup jako na przyczyne niepowodzen prob replikacji zalezno$ci. We wszystkich jednak
opracowaniach, ktorych wyniki zostaly wiaczone do metaanalizy, dato si¢ zauwazy¢ co najmniej
trend w kierunku czestszego wystepowania allelu alaniny u oséb bez cukrzycy. W niniejszej pracy
nie stwierdzono takiego zjawiska, mimo ze liczebnos¢ grup badanych byla poréwnywalna lub
wigksza od liczebnosci grup, w ktérych byly wykonane wzmiankowane badania.

Kolejne badania przynosily przewaznie potwierdzenie zwiazku lub wykazywaly trend w
kierunku ochronnego dziatania allelu kodujacego alanine. Ciekawym przykladem jest tu praca
wykonana na populacji fifiskiej, w ktérej stwierdzono istotnie rézng czesto$¢ wystepowania
polimorfizmu wsréd 522 chorych na cukrzyce typu 2 - 15% i w grupie kontrolnej sktadajacej sie
z 220 oso6b starszych bez cukrzycy — 22% (p=0,0007), natomiast granicznie znamienna byla
réznica pomiedzy grupa chorych i 193 — osobowa grupa kontrolna dobrana sposréd ich
malzonkéw bez cukrzycy (czesto§¢ allelu Ala — 19%) (p=0,067). Warto zwrdci¢ tu uwage, iz
znamienno$¢ statystyczna odnotowano tu przy liczebnos$ci grupy badanej pordwnywalnej z jej
liczebnoscia w niniejszym badaniu i niewielkiej grupie kontrolnej. Przyczyng tego nalezy
zapewne upatrywaé w doborze kontroli. Starsze osoby (w cytowanym badaniu $rednia wieku 70
lat), ktore nie rozwinely cukrzycy typu 2 mozna uznaé za nosicieli szczegdlnie korzystnej
konstelacji wariantow genetycznych, zabezpieczajacych je przed zachorowaniem. Im mtlodsze
osoby znajduja si¢ w grupie kontrolnej badania przekrojowego, tym wigkszy potencjalny blad
wynikajacy z faktu, iz cz¢$¢ z nich stanowig nosiciele alleli, ktére spowodujg zachorowanie na
cukrzyce w ciagu dalszego zycia. Stosunkowo mala $rednia wieku oséb z grupy kontrolnej to
ograniczenie prezentowanego badania. Nalezy jednak zwrécié uwage, 1z w cytowanej powyzej
pracy poréwnanie z mlodsza grupa kontrolna, dobrana sposréd matzonkéw chorych, ponad
dwukrotnie mniej liczng niz zebrana w ramach niniejszego badania, w przeciwienstwie do niego
wskazuje na czestsze wystgpowanie allelu alaniny wsréd niechorujacych na cukrzyce na granicy
znamiennosct.

Zwigzek polimorfizmu Prol2Ala w genie PPARy udalo si¢ potwierdzi¢ na niewielkiej
probie w populacji czeskiej . Wsréd 133 chorych na cukrzyce typu 2 2,26% bylo

homozygotycznymi nosicielami allelu alaniny, 23,31% stanowily heterozygoty a 74,44%
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homozygoty Pro/Pro. W grupie kontrolnej odsetki nosicieli poszczegblnych genotypéw
wynosily odpowiednio: 6,19; 30,93 1 62,89. Czgstos¢ wystgpowania allelu alaniny w grupie
chorych wyniosta 13,91%, w grupie kontrolnej 21,34% (p=0,022). Srednia wicku w grupie
chorych wynosila 65,3 roku. Autorzy badania nie podaja charakterystyki klinicznej grupy
kontrolnej (rekrutowanej sposréd dawcéw krwi), co utrudnia ustosunkowanie si¢ do wyniku.
Wprawdzie w podobnym badaniu na populacji czeskiej, ktérego wyniki opublikowano
weczesniej , réznica czestosci wystepowania polimorfizmu u chorych na cukrzyce (13,7%) 1 0s6b
o prawidlowej tolerancji glukozy (8,7%) nie osiagnela istotnosci statystycznej (p=0,087), jednak
moglo to by¢ spowodowane malg liczebnoscia badanych — grupa chorych na cukrzyce typu 2
liczyta 183 osoby, zdrowych — 69 oséb.

Wynik odmienny niz niniejsza praca dalo badanie autoréw amerykanskich, ktérzy dla
oceny wplywu stratyfikacji populacyjnej na wyniki genetycznych badan zwiazku dokonali oceny
zwigzku polimorfizmu Prol2Ala z cukrzyca typu 2 w kilku populacjach, w tym polskie;j.
Wykonane zostalo ono na grupie uzyskanej z komercyjnej bazy DNA i danych (o cechach
klinicznych probandéw, wywiadach rodzinnych oraz wynikach badan dodatkowych) Global
Repository™  firmy Genomic Collaborative Inc. Zgenotypowano 500 chorych i 500
niechorujacych dobranych parami pod wzgledem wieku, plci, wskaznika masy ciala i wywiadu, w
tym wywiadu rodzinnego odnosnie do choréb towarzyszacych. Stwierdzono istnienie silnego
zwiazku (p=0,0003). Niestety, poza informacja, ze wszyscy badani pochodzili z jednego obszaru,
nie podano blizszych danych charakteryzujacych te populacje. Nie udalo si¢ ich uzyskaé takze
przez korespondencije z autorami. Mozna zatem jedynie probowac tlumaczy¢ znaczaca réznice
miedzy naszymi wynikami tym, ze badani mogli pochodzi¢ z terenéw odleglych od siebie.
Przyczyne wyniku falszywie dodatniego mozna upatrywac rowniez w rekrutacji do grup badane;j
1 kontrolnej os6b spokrewnionych, tym samym dzielacych wiele alleli, i zgodnych pod wzgledem
wystepowania choroby.

Oprécz wielkosci grup badanych 1 wieku oséb w grupie kontrolnej czynnikiem
zaklécajacym, ktory mogt mie¢ wplyw na wynik niniejszego badania, byta kwalifikacja cze¢sci
0sob do grupy kontrolnej na podstawie prawidlowej glikemii na czczo. Dotyczylo to 210
badanych, z ktérych cze¢§¢ ma zapewne stan przedcukrzycowy (prediabetes). Jak wykazano w
badaniach kohortowych, allel alaniny zwigksza u takich oséb ryzyko rozwiniecia si¢ cukrzycy .
Jednak, biorac pod uwage czesto$¢ wystgpowania stanu przedcukrzycowego (w populacji

Krakowa 14,52% ), wplyw ten jest zapewne marginalny.
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Podsumowujac ten podrozdzial, mimo wymienionych niedoskonalosci stosowanych
metod badawczych mozna przypuszczaé, ze wynik obecnego badania odzwierciedla faktyczny
brak zwigzku polimorfizmu Pro12Ala w genie PPARy w badanej populacii.

Heterogennos$¢ genetyczna moze by¢ powodem duzych rozbieznoséci w wynikach badan
zwiazku . Stanowi ona powdd, dla ktérego wymaganie ich replikacji w réznych populacjach dla
potwierdzenia wplywu genetycznych wariantow na powstawanie chorob, jest obecnie
traktowane mniej restrykcyjnie. Jest to réwniez spowodowane faktem, iz badania zwiazku
poczatkowo dotyczyly mutacji rzadkich, o duzym wplywie na fenotyp, a ich wyniki
wykorzystywano w pierwszym rzedzie w poradnictwie genetycznym . Czeste polimorfizmy,
majace wplyw na wystgpowanie choréb dziedziczonych wielogenowo, maja z reguly niewielki
wplyw na fenotyp. W wypadku cukrzycy typu 2 podobne fenotypy moga by¢ skutkiem réznych
konstelacji alleli. Z podobna sytuacja mamy do czynienia w wypadku typow cukrzycy
dziedziczonych jednogenowo, spowodowanych mutacjami réznych genéw, o niejednokrotnie
bardzo zblizonym obrazie klinicznym. Z kolei w badaniach na zwierzetach udowodniono, ze ten
sam wariant genu moze prowadzi¢ do ujawnienia si¢ réznych cech fenotypowych w zaleznosci
od genotypu osobnika, u ktérego si¢ pojawia. Wylaczajac gen dla EGFR u myszy réznych
szczepow wsobnych, Threadgill i wsp. uzyskali rézna dlugos¢ przezycia zarodkow i rézne

zmiany ich fenotypu .

8.2 Zwigzek polimorfizmu Glyl68Ser genu GLPIR =z
cukrzyca typu 2

Poszukiwanie  zwigzku 2z cukrzyca typu 2 polimorfizméw w  genie  receptora
glukagonopodobnego peptydu-1 prowadzone bylo na podstawie jego typowania jako genu-
kandydata (vide rozdzial 3.4.3 ,Potencjalna rola wariantéw genetycznych receptora GLP1
[Gly168Ser i1 Phe260Leu] w patogenezie cukrzycy typu 2 1 przedcukrzycowych cech
losciowych”). Warto tu jeszcze raz przypomnied, ze dziatanie GLP1 u chorych na cukrzyce typu
2, chociaz stosunkowo dobrze zachowane w stosunku do efektu GIP, jest jednak ostabione , co
moze wskazywac na zaburzenia receptorowe. Niewiele jest dostepnych prac na temat wplywu
wariantéw genetycznych receptora GLP1 na metabolizm weglowodanéw u ludzi. Jak
wspomniano we wstepie, opublikowane badania zwigzku z cukrzyca typu 2, oparte na
polimortfizmie mikrostelitarnego DNA moga nie wykrywac stabszych zaleznosci . Myszy z
wylaczonymi oboma allelami genu GLP1R (Glplt-/-) rozwijaja nietolerancje glukozy podawane;j
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zarobwno doustnie, jak i, co ciekawe, dootrzewnowo, wskutek zmniejszonego wydzielania
mnsuliny .

Stwierdzony w niniejszej pracy zwiagzek polimorfizmu Gly168Ser z cukrzyca typu 2
stanowi jedynie przyczynek do dalszych badan nad jego rola w powstawaniu tej choroby. Dla
udowodnienia jego rzeczywistego znaczacego wplywu potrzebne jest potwierdzenie zwiazku w
innych populacjach. W weryfikacji zaleznosci pomocne mogg by¢ poszukiwania zwiazku oparte
na badaniach rodzin, obcigzone mniejszym prawdopodobienstwem wynikow falszywie
dodatnich. Wystepowanie zwiazku wylacznie u kobiet moze by¢ spowodowane réznicami

metabolicznymi i hormonalnymi miedzy plciami.

8.3 Zwiagzek polimorfizmu Phe260Leu genu GLPIR =z
cukrzyca typu 2

Nie stwierdzono zwiazku polimorfizmu Phe260Leu genu GLPIR z cukrzyca typu 2.
Biorac pod uwage mozliwg nieréwnowage sprzezen miedzy loci obu badanych w ramach
niniejszej pracy wariantow genu GLP1R, mozna by si¢ spodziewaé wynikajacego z niej stabszego
sygnatu zwiazku. Nalezy jednak takze wzia¢ pod uwage, iz zwiazek z cukrzyca typu 2
polimorfizmu Gly168Ser nie jest silny (co, jak wspomniano, jest czeste w badaniach
genetycznego podloza choroby wielogenowej, ktorej wystapienie zalezy ponadto w sposob
znaczny od wplywu §rodowiska ). Mozna zatem przypuszczaé, ze ewentualny zwigzek z choroba

polimorfizmu Phe260Leu, wynikajacy z nierownowagi sprzezen, okazal si¢ zbyt slaby do

wykrycia.

8.4 Zwigzek  wybranych  polimorfizméw  biatek
receptorowych z przedcukrzycowymi cechami
ilosciowymi
Do badania przedcukrzycowych cech ilo$ciowych, czyli parametréw wydzielania insuliny

1 insulinowrazliwosci sktania naukowcow kilka przyczyn . Jak juz wspomniano we wstepie,

fenotyp cukrzycy typu 2 stanowi skutek zlozonych zaburzen metabolizmu, z ktorych

najwazniejszymi sa: zmniejszone wydzielanie insuliny i zmniejszona wrazliwo$¢ na ten hormon
tkanek docelowych (przede wszystkim migsni szkieletowych, watroby i tkanki ttuszczowej). Maja

one swoje zrodlo zaréwno w podlozu genetycznym, jak i oddzialywaniu srodowiska. Mozliwe
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jest przy tym powstanie na bazie réznych genotypéw podobnych fenotypéw (co zreszta znajduje
odzwierciedlenie w aktualnej definicji i klasyfikacji cukrzycy ). Z drugiej strony, zmiana w
funkcjonowaniu pojedynczego genu pociaga za soba najczesciej zaburzenie tylko pewnych
szlakéw metabolicznych i, w wypadku choréb dziedziczonych wielogenowo, jesli nie towarzysza
jej inne, sama nie wywoluje choroby (z odwrotna sytuacja mamy do czynienia w schorzeniach
monogenowych) . Stanowi to przestanke, aby sadzi¢, iz latwiej jest wykry¢ zwiazek pewnego
wariantu z ilo§ciowym zaburzeniem metabolizmu, stanowigcym jednen z elementéw patogenezy
cukrzycy, niz z choroba o zlozonej przyczynie. Po drugie, w wypadku cukrzycy typu 2 i standw
przedcukrzycowych istnieja dowody na to, ze odmienne warunki metaboliczne istniejace u
chorych zmieniaja funkcje gendéw, co zaciera obraz zaleznosci, ktére doprowadzily do jej
wystapienia . Po trzecie w koncu, glikemia 1 insulinemia, tak na czczo, jak i po obciazeniu
glukoza ma w populacji rozklad ciagly. Kategorie normoglikemii, stanéw przedcukrzycowych 1
cukrzycy sa ustalane przez zespoly specjalistow arbitralnie, cho¢ w oparciu o badania nad
powiktaniami, ktore te stany wywoluja. Badanie r6znic pomiedzy nosicielami genotypow w tych

podstawowych, mierzonych parametrach, wydaje si¢ zatem odpowiednie takze z tego powodu .

8.4.1 Zwiazek polimorfizmu Prol2Ala genu PPARY z przedcukrzycowymi

cechami ilo§ciowymi

Poréwnujac homozygoty pod wzgledem allelu kodujacego proling w miejscu 12
tanicucha aminokwasowego PPARy 2z nosicielami allelu alaniny (lacznie hetero- i
homozygotycznymi) nie wykazano zwigzku genotypéw polimorfizmu Prol2Ala z badanymi
przedcukrzycowymi cechami ilosciowymi. Jest to wynik w duzej mierze zbiezny z rezultatami
opublikowanej niedawno na temat metaanalizy . Obje¢to nig 57 badan na réznych populacjach
(kaukaskich, azjatyckich, Indian amerykanskich i afrykanskiej), dotyczacych zaréwno oséb z
prawidiowa tolerancja glukozy, jak i stanami przedcukrzycowymi. Poréwnujac genotypy tak, jak
w niniejszym badaniu (Pro/Pro z polaczonymi Pro/Ala i Ala/Ala), autorzy metaanalizy nie
stwierdzili réznic w: insulinemii i glikemii na czczo ani po dwéch godzinach od obciazenia 75g
glukozy analizujac wspolnie wszystkie wyniki ani w podgrupach wyodrebnionych ze wzgledu na
ras¢. Wskaznik masy ciala, jakkolwick nie réznil si¢ pomiedzy grupami, kiedy analizowano dane
ze wszystkich badad, w podgrupie obejmujacej osoby rasy kaukaskiej byl wigkszy u nosicieli
allelu Ala (p=0,015). Niestwierdzenie tej zaleznosci w niniejszej pracy (p dla réznicy BMI

zblizone do 1) mozna tlumaczy¢ wigksza sila statystyczna metaanalizy, jak rowniez istotnymi
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réznicami genetycznego podloza otylosci miedzy populacjami rasy kaukaskiej - kilka duzych
badan wlaczonych do metaanalizy nie wykazalo réznic BMI mi¢dzy grupami, np. cytowana juz
praca autorstwa Frederiksena 1 wsp. , w innych stwierdzono wigkszy BMI u nosicieli genotypu
Pro/Pro; w rezultacie wyniki metaanalizy odznaczaly si¢ znaczng niehomogennoscia. W
niniejszej pracy nie dokonano analizy podgrupy z otylodcia ze wzgledu na jej niewielka
liczebnos$¢. Autorzy metaanalizy stwierdzili u 0séb otylych wigksza glikemie na czczo 1 wyzszy
wskaznik HOMA-IR u homozygot Pro/Pro.

Podobnie, ze wzgledu na niewielka liczebnosé nie poréwnywano w niniejszej pracy
homozygot pod wzgledem allelu kodujacego alaning z homozygotami pod wzgledem allelu
proliny. W cytowanej metaanalizie z podobnych przyczyn poréwnania takiego dokonano jedynie
dla wybranych cech ilo§ciowych: glikemii i insulinemii na czczo oraz wskaznika masy ciala,
korzystajac z danych zawartych we wszystkich badaniach: u homozygot Ala/Ala istotnie

mniejsza byla $rednia insulinemia na czczo.

8.4.2 Zwiazek polimorfizmoéw Glyl68Ser i Phe260Leu genu GLPIR z
przedcukrzycowymi cechami ilo§ciowymi

Stwierdzone w niniejszej pracy zwiazki polimorfizmu Glyl168Ser w egzonie 7 genu
GLP1R z insulinemia w 120. minucie OGTT, stosunkiem insulinemii w 120.minucie testu do
insulinemii na czczo ani wskaznikiem insulinowrazliwosci wedtug Gutt nie byly dotychczas
opisywane. Wydaja si¢ one by¢ spdjne z wynikami czeSci badania dotyczacej zwigzku
omawianego watiantu z cukrzyca typu 2 (genotyp Set/Ser czeSciej wystepuje u oséb chorych).
Biorac pod uwagg fizjologiczna role receptora GLP1 (vide rozdziat 3.2.1.2. ,Rola inkretyn w
regulacji wydzielania insuliny” i rozdz. 2.4.3 “Potencjalna rola wariantéw genetycznych receptora
GLP1 [Glyl68Ser i Phe260Leu] w patogenezie cukrzycy 1 przedcukrzycowych cech
lodciowych”) nalezalo si¢ spodziewac, iz przyczyna tego zjawiska jest wplyw polimorfizmu na
zmniejszenie wydzielania insuliny przez komorki B wysp trzustkowych. Ta koncepcja wydaje sie
znajdowac potwierdzenie w analizie cech ilo$ciowych. Przy braku réznic miedzy genotypami w
insulinemii na czczo, wraz z iloscia alleli seryny zmniejsza si¢ insulinemia w 120. minucie OGTT.
Stosunek insulinemii po 2 godzinach od obcigzenia 75g glukozy do insulinemii na czczo jest
przyblizona miara wydzielania insuliny przez komoérki B wysp trzustkowych . Wykazana
zalezno$¢ moze zatem wskazywaé na uposledzona funkcje komoérek 3 trzustki jako na przyczyne

stwierdzonego zwigzku polimorfizmu z cukrzyca typu 2.
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Réznica miedzy genotypami we wskazniku insulinowrazliwosci wedlug Gutt, opartym na
insulinemii i glikemii w doustnym tescie tolerancji glukozy (najwyzszy dla homozygot Gly/Gly,
najnizszy dla homozygot Ser/Set) zalezy od réznic glikemii na czczo i po 2 godzinach od
obcigzenia glukoza. Osiagaja one wigksze warto$ci u nosicieli allelu seryny (nieistotne
statystycznie). Drugi ze wskaznikéw insulinowrazliwosci wykorzystujacych wartosci glikemii 1
insulinemii na czczo 1 po obciazeniu, ISI composite, rowniez jest nizszy u tych osob, jakkolwiek
réznice nie s3 istotne statystycznie. Ten fenomen jest trudniejszy do wyjasnienia na podstawie
znanej funkcji receptora GLP1 (wiadomo, ze ulega on ekspresji w komorkach B wysp
trzustkowych oraz o$rodkowym ukladzie nerwowym, gdzie prawdopodobnie wplywa na procesy
uczenia si¢ ). Rozwazajac potencjalny wplyw polimorfizmu na insulinowrazliwosé nalezy jednak
pamigtaé, iz poszczegdlne wskazniki zostaly obliczone na podstawie tych samych mierzonych
zmiennych, nie stanowiq zatem parametrow niezaleznych. Tak jak w wypadku czesci badania
dotyczacej zwigzku polimorfizmu z cukrzycy typu 2 otrzymane wyniki moga by¢ traktowane
jako punkt wyjscia do dalszych badan.

Nie stwierdzono zwiazku z analizowanymi przedcukrzycowymi cechami ilo§ciowymi wariantow
allelicznych polimorfizmu Phe260Leu receptora GLP1. Biorac pod uwage negatywne rezultaty
badania ich zwiazku z cukrzyca typu 2, wynik ten nie jest zaskoczeniem.

Mozna by uzyska¢ dodatkowe informacje dotyczace funkcji wydzielniczej komoérek 3 u
0sOb z poszczegdlnymi genotypami, majac do dyspozycji dane o glikemii i insulinemii w 30.
minucie OGTT, pozwalajace obliczy¢ kolejne wskazniki wydzielania insuliny, jak: insulinemia w
30. minucie testu, stosunek insulinemii w 30. minucie testu do insulinemii na czczo, stosunek
insulinemii do glikemii w 30. minucie OGTT . Obecnie osobom rekrutowanym do badan w
Pracowni Genetycznej Katedry Choréb Metabolicznych CMUJ, wykonuje si¢ juz oznaczenia
tych parametrow, jednak ilo$¢ wynikow byta zbyt mata, aby wlaczy¢ je do obliczen.

W ramach poszukiwania zwiazkéw miedzy wariantami genéw bialek receptorowych a
przedcukrzycowymi cechami ilo§ciowymi dokonano licznych poréwnan. W tej sytuaciji niektérzy
badacze zalecaja stosowanie poprawek na wielokrotne poréwnania, zmniejszajacych
prawdopodobienistwo popetnienia bledu drugiego rodzaju. Zastosowanie ich spowodowaloby
utrate¢ znamiennosci znalezionych zalezno$ci. Poniewaz jednak, jak wspomniano we wstepie
(vide rozdziat 3.4.1.,,Przeglad wynikéw dotychczasowych badan genetycznego podloza cukrzycy
typu 27) spodziewane zalezno$ci miedzy pojedynczym wariantem genu a choroba o
wielogenowym podlozu sa slabe mozna poprawki te pomina¢, majac $wiadomosé, ze wyniki

badania zwiazku wymagaja dalszego potwierdzenia innymi metodami.
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8.5 Mutacja Pro115GIn genu PPARYy a otylo$§¢ w badane;j
populacji

Jak wspomniano we wstepie, mutacja Prol15GIln w badaniach wielu populaciji okazata

si¢ by¢ rzadkq przyczyna otylosci. Autorzy pierwszego doniesienia na jej temat , poszukujac
wariantow genetycznych wiodacych do zmian podatnosci seryny w miejscu 114 lancucha
aminokwasowego na fosforylacje, wykryli ja, sekwencjonujac DNA 32 otylych o0s6b
zamieszkalych w regionie Nadrenii — Westfalii w Niemczech, u jednej z nich. Nastgpnie stosujac
metod¢ polimorfizmu dlugosci fragmentéw restrykeyjnych (RFLP), do ktérej analogiczng
posluzono si¢ w niniejszej pracy, stwierdzili, iz jeszcze troje z 358 badanych bylo heterozygotami
Pro/Gln. BMI nosicieli mutacji byto wigksze, niz pozosatych oséb otytych i wynosito od 37,9
do 47,3 kg/m’ zas$ insulinemia na czczo — mniejsza, co sugerowato wigksza insulinowrazliwo$é.
Troje z nich chorowato réowniez na cukrzyce typu 2.
Autorzy cytowanej publikacji przeprowadzili réwniez badania czynno$ciowe zmutowanego
biatka: dokonali transfekcji retrowirusowej fibroblastéw NIH 3T3 i udowodnili brak fosforylacji
syntetyzowanych czasteczek zawierajacych glutamine w pozycji 115 oraz zwigckszona akumulacje
trojglicerydéw w komorkach, w ktérych dochodzilo do ekspresji zmutowanego genu.

Kiedy podjete zostaly poszukiwania w innych populacjach, mutacja okazala si¢ by¢
znacznie rzadsza, niz wynikalo to z oryginalnego doniesienia. Nie stwierdzono jej u zadnego z
1069 badanych (w tym 626 otylych) z populacji francuskiej , 590 mieszkancow Tajwanu , 1621
mezezyzn z populacji dufiskiej (w tym 752 otytych o BMI wigkszym lub téwnym 31kg/m?), 983
0s6b z kilku populacji amerykanskich nalezacych do réznych grup etnicznych (Amerykanie
pochodzenia kaukaskiego: ze stanu Maryland, Mississipi, Pensylwanii 1 Karoliny Pétnocnej;
pochodzenia Afrykanskiego; Indianie Pima) .

Réwniez w kolejnych badaniach w populacjach niemieckich nie wykryto nowych
nosicieli allelu kodujacego glutaming w pozycji 115 tancucha aminokwasowego PPARy: u 296
otylych dzieci 1 oséb mtodych ani wéréd stutrzydziestoosobowej grupy kontrolnej , 359 oséb z
otyloscia réznego stopnia , 365 chorych na cukrzyce typu 2 . Dokonano genotypowania pod
wzgledem mutacji wszystkich chorych otylych o BMI wigkszym lub réwnym 35 kg/m?
bioracych udzial w niemieckim narodowym badaniu epidemiologicznym, nie stwierdzajac jej u

zadnego z badanych . Niespelna rok po opublikowaniu tej pracy ta sama grupa badaczy wykryla
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mutacj¢ u chorego otylego z nietolerancja glukozy 1 bardzo znaczng insulinoopornodcia . Jest to
szczegolnie ciekawe w kontekscie zachowanej insulinowrazliwosci u pozostaltych jej nosicieli.

Genotypowanie mutacji Pro115GIn genu PPARy prowadzono réwniez w Polsce. Nie
stwierdzono jej u zadnego z 122 czlonkéw 40 rodzin z Polski poludniowej obcigzonych
rodzinna otyloscia, ani z 220 0s6b z regionu Dolnego Slaska (w tym 126 otylych) .

Badania podjete w ramach prezentowanej pracy nie doprowadzity do wykrycia nowych
przypadkow. Poniewaz wszyscy nosiciele allelu kodujacego glutaming cechowali si¢ znaczna
otyloscia, genotypowanie ograniczono do oséb o BMI wigkszym lub réwnym 35 kg/m?* Wedlug
oceny autorow wielu cytowanych powyzej doniesien na temat tej mutacji, w tym podzniejszej
pracy wspolautorstwa jednego z autorow oryginalnego raportu , moze ona by¢ charakterystyczna
dla lokalnej populacji, a jej znaczenie epidemiologiczne jako przyczyny otylosci jest niewielkie.
Znaczenie mutacji, podobnie jak innych rzadkich wariantéw genetycznych, polega na
potencjalnie duzym wplywie na metabolizm jej nosicieli, jak réwniez na informacji o
funkcjonowaniu PPARy, ktérej dostarczajq ich badania. Stanowi ona rzadki przyklad mutacji
wiodacej do zwickszenia aktywnosci bialka. W tym kontekscie rozbiezne obserwacje na temat
insulinorwrazliwosci nielicznych  zidentyfikowanych dotychczas nosicieli allelu  kodujacego
glutaming, sklaniaja do poszukiwania kolejnych. Jak wynika z dotychczasowych badan, powinny

one obejmowac w pierwszym rzedzie chorych ze znaczng otyloscia.
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9 WNIOSKI

1. W badaniu kliniczno — kontrolnym, dotyczacym zwiazku polimorfizmu Prol2Ala genu
receptora aktywowanego proliferatorami peroksysomow — y (PPARy) z cukrzycg typu 2
stwierdzono czesto$¢ wystegpowania genotypéw odpowiednio: Pro/Pro — 70,1%, Pro/Ala —
27,7%, Ala/Ala — 2.2% oraz Pro/Pro - 71,5%; Pro/Ala - 252%; Ala/Ala - 3,3%. Rozklad
genotypoéw w obu grupach nie r6znit si¢. Nie potwierdzono opisywanego w innych populacjach
zwiazku polimorfizmu Prol12Ala w genie PPARY z cukrzyca typu 2.

2. Istnieje niecopisywany wczesniej zwigzek polimorfizmu Gly168Ser genu GLPIR z cukrzyca
typu 2, stwierdzony na podstawie réznicy czgstosci wystgpowania genotypoéw w grupie chorych
na cukrzyce typu 2 1 w grupie kontrolnej. Za znamienno$¢ odpowiada réznica czestosci
wystepowania polimorfizmu migdzy kobietami z grupy badanej i kontrolnej, poniewaz czgsto§é
jego wystepowania u mezczyzn z obu grup nie roznila si¢ istotnie. Wariantem zwigzanym ze
zwickszonym ryzykiem zachorowania jest allel seryny.

3. Stwierdzono nastepujacy rozklad genotypéw polimorfizmu Phe260Leu genu GLP1R: w
grupie chorych na cukrzyce typu 2: Phe/Phe — 35,7%, Phe/Leu — 46,6%, Leu/Leu — 17,7%, w
grupie kontrolnej odpowiednio 32,5%; 49,9%; 17,6%. Cz¢sto$¢ wystgpowania genotypow w obu
grupach nie réznila si¢ istotnie.

4. Nie stwierdzono zwiazku genotypéw polimorfizmu Prol2Ala w genie PPARy z Zadng z
analizowanych ilo§ciowych miar wydzielania insuliny, insulinowrazliwosci ani otylosci.

5. Nosiciele allelu kodujacego seryne w pozycji 168 lancucha aminokwasowego GLPIR
wykazuja zmniejszone wydzielanie insuliny oraz mniejsza wrazliwos¢ na insuling, najsilniej
wyrazone u homozygot.

6. Nie stwierdzono zwiazku genotypéw polimorfizmu Phe260Leu genu GLPIR z zadna z
analizowanych ilosciowych miar wydzielania insuliny, insulinowrazliwosci ani otylosci.

7. U Zadnej z oséb o wskazniku masy ciata wigkszym lub réwnym 35 kg/m?* z grupy chorych na
cukrzyce typu 2 i grupy kontrolnej badania kliniczno — kontrolnego nie wykryto mutacji
Pro115GIn genu PPARy.
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10StrESZCZENIE

Wstep:

Cukrzyca typu 2 stanowi wspolczesnie istotna przyczyng chorobowosci 1 $miertelnosci w
spoleczenstwach krajow rozwinigtych. Obok przyczyn Srodowiskowych, takich jak
nieprawidlowe zywienie, siedzacy tryb zycia, otylo$¢ o jej wystapieniu decyduja czynniki
genetyczne. Swiadcza o tym: zwiekszone ryzyko zachorowania u krewnych chorych na cukrzyce
typu 2, duza zgodno$¢ wystegpowania choroby u blizniat — wigksza u blizniat jednojajowych niz
dwujajowych oraz rézna chorobowos¢ w réznych grupach etnicznych. Ostatnio notuje si¢
znaczny postep w identyfikacji odpowiedzialnych wariantéw genetycznych. Dotyczy on jednak
gléwnie przypadkow choroby dziedziczonych monogenowo, zaliczanych wezesniej do cukrzycy
typu 2, za§ po odkryciu patogenetycznych mutacji do innych okreslonych typow cukrzycy.
Genetyczne tlo tzw. zlozonych form cukrzycy typu 2 (wg podzialu WHO nazywanych po
prostu cukrzyca typu 2) jest poznane stabiej z kilku powoddéw: duzego udziatu w jej patogenezie
czynnikéw $rodowiskowych, péznego czasu ujawniania si¢, heterogennosci genetycznej, czyli
faktu, ze rézne konstelacje wariantow genetycznych daja zblizony fenotyp choroby, w koncu
niewielkiego wplywu poszczegolnych polimorfizméw na ryzyko zachorowania. Do wykrywania
takich zaleznosci stosowane sa m. in. kliniczno — kontrolne badania zwiazku (case-control
assoctation studies). Ich zaleta jest stosunkowo duza czulo$¢, a wada — czgsty brak powtarzalnosci.
W zwigzku z tym obok prac majacych na celu identyfikacje nowych wariantéw genetycznych
wplywajacych na zachorowanie dokonuje si¢ ta metoda prob weryfikacji wczesniej opisanych
zalezno$ci w réznych populacjach. Dodatkowa metoda badania podtoza genetycznego cukrzycy
typu 2 jest ocena zwigzku wariantéw genetycznych z ilo§ciowymi parametrami oceniajacymi
wydzielanie insuliny 1 wrazliwo$¢ tkaneck obwodowych na ten hormon, zwanych
przedcukrzycowymi cechami ilo§ciowymi.

Cel pracy:

Celem niniejszej pracy bylo poszukiwanie zwigzku miedzy wybranymi polimorfizmami w
biatkach receptorowych a cukrzyca typu 2 i przedcukrzycowymi cechami ilosciowymi. Do
badania wybrano polimorfizmy: Prol2Ala w genie PPARy, ktérego zwiazek z cukrzyca
stwierdzono w wielu populacjach oraz Gly168Ser i Phe260Leu w genie GLP1R, wybranym jako
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gen — kandydat, zwiazany z regulacjq wydzielania insuliny przez komorki 3 wysp trzustkowych.
Zwigzek wymienionych wariantéw aminokwasowych genu GLPIR z cukrzyca typu 2 ani
przedcukrzycowymi cechami ilo$ciowymi nie byl dotychczas oceniany. Ponadto dokonano
oceny czestosci wystepowania wérdd osob otylych w badanej populacji mutacji Pro115Gln w
genie PPARYy, mogacej stanowi¢ podloze monogenowej formy otylosci.

Materiat i Metody:

Badaniem kliniczno — kontrolnym objeto 462 niespokrewnionych chorych na cukrzyce
typu 2 1 428 niechorujacych oséb, stanowiacych grupe kontrolna. U czesci badanych z grupy
kontrolnej (218 oséb) prawidlowy metabolizm glukozy zweryfikowano doustnym testem
toleranciji glukozy wg WHO (OGTT), pozostali zostali wiaczeni na podstawie prawidlowe;j
glikemii na czczo 1 braku hiperglikemii w wywiadzie. Osoby biorace udzial w badaniu wypelnialy
standardowy kwestionariusz dotyczacy wywiadu odnos$nie do cukrzycy typu 2, innnych choréb,
aktualnego leczenia, natogu palenia, wystgpowania cukrzycy w rodzinie. Wykonywano u nich
pomiary wzrostu i wagli oraz pobierano krew do badan biochemicznych i genetycznych. U
wszystkich przeprowadzono genotypowanie w zakresie wybranych polimorfizméw w genach:
PPARy (Prol12Ala) i GLP1R (Gly168Ser i Phe260Leu). U 0s6b z grupy kontrolnej, u ktérych
wykonano OGTT, obliczono na podstawie insulinemii i glikemii na czczo i w 120. minucie testu
losciowe wskazniki wydzielania insuliny i insulinowrazliwosci. Dodatkowo u 0s6b z otyloscig o
wskazniku masy ciala wigckszym lub réwnym 35 dokonano genotypowania mutacji Pro115Gln w
genie PPARYy.

Wyniki:

Genotypy polimorfizmu Prol2Ala genu PPARy wystepowaly wéréd chorych na
cukrzyce typu 2 z czestoscia Pro/Pro — 70,1%, Pro/Ala — 27,7%, Ala/Ala — 2,2%, w grupie
kontrolnej odpowiednio 71,5%; 25,2%; 3,3%. Réznice nie byly istotne statystycznie (p=0,67).
Czestos¢ wystepowania genotypoéw polimorfizmu Gly168Ser genu GLPIR wynosita w grupie
chotych na cukrzyce typu 2: Gly/Gly — 40%, Gly/Ser — 43,9%, Set/Set — 16,1%, w grupie
kontrolnej odpowiednio 45,2%; 47,3%; 7,5% (p=0,027). W modelu recesywnego efektu allelu
seryny iloraz ryzyka zachorowania na cukrzyce typu 2 dla homozygot Ser/Ser w poréwnaniu do
homozygot Gly/Gly wyniést 2,6 (95%CI - 1,32-5,2). Analiza stratyfikacyjna wykazala, iz za
znamienno$¢ odpowiada réznica czesto$ci wystepowania genotypow u kobiet (p=0,012); u
mezczyzn nie byla ona istotna statystycznie (p=0,82). Czestos¢ wystgpowania genotypow
polimorfizmu Phe260Leu genu GLPIR wynosita w grupie chorych na cukrzyce: Phe/Phe —
35,7%, Phe/Leu — 46,6%, Leu/Leu — 17,7%, w grupie kontrolnej odpowiednio 32,5%; 49,9%;
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17,6%. Roznice nie byly istotne statystycznie. Wéréd oséb z grupy kontrolnej, u ktérych
wykonano OGTT, stwierdzono u nosicieli t6znych genotypéw polimorfizmu Gly168Ser genu
GLP1R znamiennie r6zng insulinemi¢ w 120. minucie testu (Gly/Gly - 36,61uIU/ml, Gly/Ser -
31,51pIU/ml,Ser/Ser - 26,80ulU/ml; p=0,019), stosunek insulinemii w 120. minucie testu do
insulinemii na czczo (Gly/Gly - 3,48, Gly/Ser - 3,03,Set/Ser - 2,78; p=0,0229) oraz wskaznik
insulinowrazliwosci wedtug Gutt (Gly/Gly -13537, Gly/Ser - 125,74,Ser/Ser - 117,16;
p=0,0338). Nie zanotowano réznic wskaznikéw wydzialania insuliny ani insulinowrazliwosci
miedzy genotypami pozostalych polimorfizméw. Wszystkie osoby przebadane pod katem
polimorfizmu Pro115GIn genu PPARy byly homozygotycznymi nosicielami allelu proliny.
Wnioski:

Nie potwierdzono opisywanego w innych populacjach zwiazku polimorfizmu Prol2Ala w
genie PPARy z cukrzycg typu 2. Istnieje nieopisywany wczesniej zwiazek polimorfizmu
Gly168Ser genu GLPIR z cukrzyca typu 2, stwierdzony na podstawie réznicy czestosci
wystepowania genotypoéw w grupie chorych na cukrzyce typu 2 i1 grupie kontrolnej. Za
znamienno$¢ odpowiada réznica czestodci wystepowania polimorfizmu miedzy kobietami z
grupy badanej i kontrolnej, poniewaz czgsto$¢ jego wystgpowania u mezczyzn z obu grup nie
roznita sie istotnie. Wariantem zwigzanym ze zwigkszonym ryzykiem zachorowania byl allel
seryny. Czestos¢ wystgpowania genotypéw polimorfizmu Phe260Leu genu GLP1R nie réznita
si¢ miedzy grupami: badang i kontrolna. Nie stwierdzono zwiazku genotypéw polimorfizmu
Pro12Ala w genie PPARy z zadna z analizowanych iloSciowych miar wydzielania insuliny,
insulinowrazliwosci ani otylosci. U nosicieli allelu kodujacego seryne w pozycji 168 tancucha
aminokwasowego GLP1R wykazano zmniejszone wydzielanie insuliny oraz mniejsza wrazliwosé
na insuling, najsilniej wyrazone u homozygot. Nie stwierdzono zwiazku genotypoéw
polimorfizmu Phe260Leu genu GLP1R z Zadna z analizowanych ilo$ciowych miar wydzielania
insuliny, insulinowrazliwosct ani otytosci. U Zzadnej z oséb o wskazniku masy ciata wigkszym lub
réwnym 35kg/m’* z grupy chorych na cukrzyce typu 2 i grupy kontrolnej badania kliniczno —
kontrolnego nie wykryto mutacji Pro115Gln genu PPARy.
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11 Summary

Introduction:

Type 2 diabetes is one of the most common metabolic disorders. The number of diabetes
patients worldwide has reached 171 million in 2000 and is estimated to rise to 366 million by
2030. Besides environmental factors, like excessive calories intake, sedentary lifestyle and
obesity, genetic background plays a role in the pathogenesis of the disease. Familial clustering of
type 2 diabetes, higher concordance rates for the disease in monozygotic versus dizygotic twins
and its various prevalence in different populations are some of the pieces of evidence for this.
Lately, considerable progress could be noted in identifying causative variants. However until
now it has been made for the most part in research on rare monogenic forms of disease, which
had been previously numbered among cases of type 2 diabetes and now, after their underlying
mutations were found, are classified as other specific types of diabetes. Genetic background of
common, so-called complex forms of type 2 diabetes (per WHO classification — type 2 diabetes)
is less known. There are several issues accounting for that: considerable influence of
environmental factors on the development of the disease, its late onset in life, genetic
heterogeneity (the fact that various sets of polymorphisms can lead to very similar phenotypes)
and little contribution of single variants to the overall risk of developing the condition. Case-
control association studies are a widely used tool to search for those relations. Their advantage is
high sensitivity but they often lack reproducibility. This induces the necessity of verifying the
role of individual variants in various populations in addition to searching for new associations.
Assessment of associations of genetic variants with quantitative measures of insulin secretion
and sensitivity, referred to as prediabetic quantitative traits, constitutes another tool for
investigating into genetic background of type 2 diabetes.

Aim of the study:

The aim of this study was to investigate the role of selected polymorphisms of receptor proteins
in the pathogenesis of type 2 diabetes, prediabetic quantitative traits and obesity in a Polish
population. Three polymorphisms have been chosen. A Prol2Ala variant in PPARy gene,
association of which with type 2 diabetes has been described in many populations, and two
polymorphisms in GLP1 receptor gene, chosen as a candidate gene, encoding an incretin

receptor playing a role in insulin secretion by pancreatic beta cells - Gly168Ser and Phe260Leu.
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There are, to our knowledge, no case-control association studies published on their role in the
pathogenesis of this disease. Moreover the occurrence of a mutation Pro115Gln in PPARy
among obese subjects with BMI 235 has been assessed.

Materials and methods:

Case — control study on 462 nonrelated type 2 diabetes patients and a control group of 428
nondiabetic subjects was performed. In a part of the control group, comprising 218 subjects,
normal glucose metabolism was verified by oral glucose tolerance test. The remaining part was
included based on normal fasting glucose and no history of previous hyperglycaemia. All
subjects were asked to fill in questionnaires on history of type 2 diabetes and concomitant
diseases, medication taken, tobacco smoking, familial history of diabetes. Their weight and
height were measured and blood was drawn for biochemical and genetic analyses. In patients
from control group who had undergone OGTT insulin secretion and sensitivity measures were
calculated, based on fasting and 120-minute postload glycemia and insulinemia. In all subjects
genotypes of the polymorphisms in the PPARy (Prol2Ala) and the GLP1R (Gly168Ser and
Phe260Leu) genes were ascertained. Obese patients with BMI =35 were genotyped for the
Pro115GIn mutation in the PPARYy gene.

Results:

Following genotype frequencies of the PPARy Pro12Ala polymorphism have been recorded: in
type 2 diabetes group: Pro/Pro — 70,1%; Pro/Ala — 27,7%; Ala/Ala — 2,2%, and in control
group 71,5%; 25,2% and 3,3%, respectively. Differences were not statistically significant
(P=0,67). Genotype distribution of the GLPIR Gly168Ser polymorphism in cases was as
follows: in type 2 diabetes group: Gly/Gly — 40%; Gly/Ser — 43,9%; Ser/Ser — 16% and in
control group 45,2%; 47,3% and 7,5% respectively (p=0,027). Applying a model of recessive
effect of the serine allele yielded risk ratio of developing type 2 diabetes for serine allele
homozygotes of 2,6 (95% CI — 1,32 — 5,2). Stratification analysis showed that the significance
was dependent on the difference between genotype frequencies in women from both groups
(p=0,012). The difference between men was insignificant (p=0,82). Following genotype
frequencies of the GLP1R Phe260Leu polymorphism were observed: in type 2 diabetes group:
Phe/Phe — 35,7%, Phe/Leu — 46,6% and Leu/Leu — 17,7%; in the control group 32,5%, 49,9%
and 17,6% respectively. The differences were not statistically significant. Among the controls in
whom OGTT had been performed significant differences were found between carriers of
different genotypes of the GLPIR Glyl68Ser polymorphism in 120-minute postload

insulinemia, 120-minute postload insulinemia to fasting insulinemia ratio and Gutt insulin

Rola wybranych polimorfizméw w biatkach receptorowych 1w patogenezie cukrzycy typu 2, przedeukrycowych cech ilosciowych
7 otylosii w populagi polskie
76




sensitivity index. The average values of 120-minute postload insulinemia were: in homozygotes
for the glycine allele 36,61pIU/ml, in heterozygotes 31,51pIU/ml and in serine allele
homozygotes 26,80 pIU/ml (p=0,019). Those of 120-minute postload to fasting insulinemia
ratio were 3,48; 3,03 and 2,78 (p=0,0229) and of Gutt insulin sensitivity index — 135,37; 125,74
and 117,16, respecively. There were no significant differences detected in insulin secretion or
sensitivity indices between various genotype carriers of the remaining polymorphisms studied.
All subjects screened for the PPARy Pro115GIln mutation were homozygous for the wild-type
Pro allele.

Conclusion:

The association of the Pro12Ala polymorphism of the PPARy gene with type 2 diabetes has not
been reproduced in this study. There has been an association found of the GLPIR gene
Gly168Ser polymorphism with type 2 diabetes, which has not been previously described. It was
dependent on genotype occurrences difference between women from type 2 diabetes and
control group. The genotype occurrences in men from both groups did not differ significantly.
The serine allele proved to confer increased risk of type 2 diabetes. No differences in genotype
occurrences of the GLP1R gene Phe260Leu polymorphism between type 2 diabetes and control
group were noted. There were no differences in insulin secretion and sensitivity measures or
BMI between carriers of different genotypes of the PPARy Pro12Ala polymorphism. Carriers of
the serine-encoding allele in the position 168 of the GLP1R gene tended to have lower insulin
secretion capacity as well as lower insulin sensitivity. No difference was noted between carriers
of different genotypes of the GLP1R Phe260Leu polymorphism in any of insulin secretion or
sensitivity measures investigated. All subjects genotyped for the mutation Pro115Gln proved to

be homozygotes of the proline allele.
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12PISMIENNICTWO
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Z.AY.ACZNIK

Katedra i Klinika Chorob Metabolicznych

ul. Kopernika 15
31-501 Krakow
tel. 421-39-72 lub 421-37-94

ANKIETA GENETYCZNA

Typ 2 cukrzycy

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

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

2. Aktualna metoda leczenia (podkresli¢ wlasciwe):
Bez leczenia Dieta Leki doustne Insulina

JEZELI STOSOWANA JEST INSULINA, to w ile lat po rozpoznaniu cukrzycy zacz¢to ja

StOSOWAC Pceuvevrrnnes Jaki to byt rok ?..........c.ccceuneeee

JEZELI STOSOWANA JEST INSULINA, to jaka jest jej dobowa dawka?..........ocevveereereeennee.
3. Prosimy o podanie swojej daty urodzenia  Dzien............ MiesiacC.............. Rok.....ccccuuce.
4. Prosimy o podanie swojego Wzrostu..................... cm

5. Prosimy o podanie swojej wagi:................ kg
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6. Jaka byta Pan/Pani najwigksza waga w zyciu i kiedy to miato miejsce?

W pytaniach zamieszczony ponizej prosimy w odpowiednich miejscach o podkreslenie

prawidlowej odpowiedzi TAK lub NIE

7. Czy Pan/Pani lekarz powiedzial kiedykolwiek, ze ma Pan/Pani wysokie ci$nienie tetnicze
lub nadci$nienie?
NIE TAK

]EZELI TAK, czy aktualnie stosuje Pan/Pani leki obnizajace ci$nienie tetnicze krwi ?
NIE TAK

8. Czy lekarz powiedzial Panu/Pani kiedykolwiek, ze miat/a Pan/Pani atak serca lub dusznice
bolesna?

NIE TAK
JEZELI TAK, t0 prosimy pOdac dat@.........rrewreeessereesssssesessssnssssssansesees

9. Czy byl/a Pan/Pani kiedykolwiek hospitalizowany(a) z powodu zawatu serca
NIE TAK

10. Czy lekarz kiedy powiedzial Panu/Pani, ze ma Pan/Pani chorobg nerek (nefropatig)
zwigzang z cukrzycer

NIE TAK
JEZELI TAK, prosimy podaé kiedy to Mialo MIEJSCe....rumrrrmrrmrrirsrrirssssnnsssissnsssssssnsssesns
11. Czy lekarz powiedzial Panu/Pani kiedykolwick, ze ma Pan/Pani retinopati¢ lub inne

problemy oczne zwiazane z cukrzyca?

NIE TAK
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JEZELI TAK, prosimy podaé kiedy t0 Mialo MIEJSCE.....rrwwrmmrrersrrresssnreesssessessssneseeens
Czy mial Pan/Pani kiedykolwiek wykonywany zabieg laseroterapiir

NIE TAK

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

JEZELI TAK, prosimy 0 iCh WyMIENIENIE. ..cuuvvurervernrresresseesseesssessseessessssesssseesssesssessssessens

WYWIAD RODZINNY

Prosimy o odpowiedZ na ponizsze pytania dotyczace probleméw zdrowotnych Pani/Pana
rodziny. Wszystkie pytania dotycza rodzin biologicznych (nie dotycza rodzenistwa przybranego,

dzieci adoptowanych).
RODZENSTWO

Czy ma Pan/Pani braci lub siostry?

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

Czy miato miejsce rozpoznanie cukrzycy?

NIE TAK
Czy zyje

NIE TAK
2. Rok urodzenia ............. plec...........

Czy miato miejsce rozpoznanie cukrzycy?
NIE TAK

Czy zyje
NIE TAK
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3. Rok urodzenia ............. plec...........

Czy miato miejsce rozpoznanie cukrzycy?

NIE TAK
Czy zyje

NIE TAK
4. Rok urodzenia ............. plec...........

Czy miato miejsce rozpoznanie cukrzycy?

NIE TAK
Czy zyje

NIE TAK
5. Rok urodzenia ............ plec...........

Czy miato miejsce rozpoznanie cukrzycy?
NIE TAK

Czy zyje
NIE TAK

DZIECIT
Czy ma Pani/Pan dzieci?

NIE TAK
JEZELI TAK, to u kt6rego$ z nich Wystapila CUKIZYCa. . reeunieerreeerienesieeseeensesneens
POZOSTAX.A RODZINA:

Czy kto$ inny (poza rodzenistwem i dzie¢mi) w Pani/Pana rodzinie chorowat lub choruje na
cukrzyce:

Rola wybranych polimorfizméw w biatkach receptorowych 1w patogenezie cukrzycy typu 2, przedeukrycowych cech ilosciowych
7 otylosii w populagi polskie
82




PALENIE TYTONIU
1. Czy palit Pan/Pani kiedykolwick papierosy?

NIE TAK
JEZELI NIE, to prosimy o pominiecie pozostalych pytan.

JEZELI TAK, to w jakim wieku zaczal/a Pan/Pani pali¢ 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................
3. lle $rednio paczek papieroséw wypalat/a Pan/Pani dziennie w czasie ostatniego miesigca

palenia PapIErOSOW? ..o s
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Katedra i Klinika Chorob Metabolicznych

ul. Kopernika 15,
31-501 Krakow
tel. 421-39-72 lub 421-37-94

ANKIETA GENETYCZNA

Kontrola

Wywiad chorobowy: Prosimy o zastanowienie si¢ nad odpowiedziami i umieszeenie ich we wilasciwych
rubrykach. W odpowiednich miejscach prosimy podkreslic odpowiedZz TAK lub NIE.

1. Czy miala Pan/Pani kiedykolwiek stwierdzong nieprawidtowa wartos¢ glukozy we krwi?

NIE TAK

Jezeli TAK prosimy o opuszczenie dalszej czgsci ankiety

Jezeli NIE, to ile kiedy ostatni raz zmierzono Pani/Panu poziom glukozy, czy bylo to na czczo,

czy po positku oraz ile ta warto$¢

WYNOSH AL ettt

2. Prosimy o podanie swojej daty urodzenia?  Duzien............ Miesiac.............. Rok.....ovueeee.
7. Prosimy o podanie swojego WZrostu.................... cm

8.

9. Prosimy o podanie swojej wagi:................ kg

10.

6. Czy Pani/Pana lekarz powiedzial kiedykolwiek, ze ma Pani/Pan wysokie ci$nienie tetnicze
lub nadcisnienie (wlasciwe zakreslic)?

NIE TAK
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]EZELI TAK, czy aktualnie stosuje Pani/Pan leki obnizajace ci$nienie tetnicze krwi (whasciwe
zakresli¢)?

NIE TAK

7. Czy lekarz powiedzial Pani/Panu kiedykolwiek, ze mial/a Pani/Pan chorobe niedokrwienna
serca, atak serca lub dusznice bolesna?

NIE TAK
JEZELI TAK, t0 Prosimy POAAE ate.....eceuuurreeummrereeessnseeesssesesssssssessssssssssssssessesssssssssssneees

8. Czy byl/a Pan/Pani kiedykolwick hospitalizowana z powodu zawatu serca?
NIE TAK

NIE TAK

WYWIAD RODZINNY

Czy ktos z Pani/Pana rodziny choruje lub chorowat na cukrzyce, w jakim wieku zachorowat 1
jak jest

aktualnie

PALENIE TYTONIU
2. Czy palil Pani/Pan kiedykolwiek papierosy?

NIE TAK

Rola wybranych polimorfizméw w biatkach receptorowych 1w patogenezie cukrzycy typu 2, przedeukrycowych cech ilosciowych
7 otylosii w populagi polskie
85




JEZELI NIE, to prosimy o pominiecie pozostalych pytai.

JEZELI TAK to w jakim wieku zaczal/a Pani/Pan pali¢ regularnie?

2. Czy aktualnie pali Pani/Pan papierosy?
NIE TAK
JEZELI TAK to prosimy o przejicie do pytania 3.

JEZELI NIE, to w jakim wieku rzucit/a Pani/Pan palenie? Wiek

3. Ile $rednio paczek papieroséw wypalal/a Pani/Pan dziennie w czasie ostatniego miesigca

palenia PAPIELOSOW?.......cucuiuiiiiciiiciiici e
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