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Badanie w populacji polskiej

The role of insulin resistance candidate gene polymorphisms
in susceptibility to type 2 diabetes mellitus in a Polish population

STRESZCZENIE

WSTEP. W cukrzycy typu 2 wspétistniejg uposledze-
nie wydzielania insuliny i zmniejszona wrazliwosc¢ na
jej dziatanie. Celem badania byto poszukiwanie
zwigzku polimorfizméw w genach kandydatach insu-
linoopornosci (-308 G->A w promotorze genu TNF-a
(tumor necrosis factor @) oraz wariantu aminokwa-
sowego K121Q w genie PC-1) z cukrzycag typu 2
w populacji polskiej oraz przeanalizowanie wptywu
powyzszych polimorfizméw na przedcukrzycowe
cechy ilosciowe.

MATERIAL | METODY. Przebadano 732 osoby. Do
analizy zwigzku wybranych markeréw z cukrzyca
typu 2 wigczono 612 niespokrewnionych oséb (case-
-control analysis): 358 chorych na cukrzyce i 254 oso-
by z grupy kontrolnej. W analizie przedcukrzycowych
cech ilosciowych przebadano 120 oséb z prawidto-
wymi stezeniami glukozy (Sredni wiek: 34,2 roku,
sredni BMI: 27,9), z dodatnim wywiadem rodzinnym
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w kierunku cukrzycy typu 2. W grupie tej dokonano
pomiaru stezen insuliny i glukozy podczas doustne-
go testu tolerancji glukozy (OGTT, oral glucose tole-
rance test) oraz obliczono posrednie wskazniki wraz-
liwosci na insuline. U wszystkich badanych oséb prze-
prowadzono genotypowanie metodg zmiennej dtu-
gosci fragmentow restrykcyjnych (RFLP, restriction
fragment length polymorphism). W analizie staty-
stycznej w badaniu oséb niespokrewnionych uzyto
testu y2. W czesci projektu, zwigzanej z cechami ilo-
Sciowymi, zastosowano wieloczynnikowa analize
wariancji (ANOVA) z uwzglednieniem wptywu ptci,
wieku i wskaznika masy ciata (BMI, body mass index).
WYNIKI. Stwierdzono zblizony rozktfad alleli u cho-
rych na cukrzyce typu 2 i u 0s6b z grupy kontrolne;j:
15,7%/84,2% vs. 14,0%/86,0%, p = 0,38 dla polimor-
fizmu -308 G—-»A TNF-a i 12,9%/87,1% vs. 13,1%/
/86,9%, p = 0,86 dla wariantu aminokwasowego
K121Q genu PC-1. Podobnie nie zaobserwowano
réznic w rozktadzie genotypoéw. Jednak przy anali-
zie cech ilosciowych nosiciele przynajmniej jednego
allelu A w genie TNF-a (28% analizowanych oséb)
cechowali sie wyzszym wskaznikiem obliczonym jako
stosunek stezenia insuliny w 120. minucie do stezenia
insuliny na czczo niz nosiciele genotypu GG (5,9 +
+ 6,5vs. 3,4 £ 2,4; p = 0,04). Ponadto, pewne dodat-
kowe roznice wykazano w analizie stratyfikacyjnej,
przeprowadzonej na podstawie BMI, ptci i wieku cho-
rych w odniesieniu do obu badanych polimorfizméw.
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WNIOSKI. Oba badane markery, -308 G->A promo-
tora genu TNF-¢ oraz wariant aminokwasowy K121Q
PC-1, wydaja sie wptywac na przedcukrzycowe ce-
chy ilosciowe w populacji polskiej. Nie znaleziono
natomiast dowodoéw ich zwigzku z cukrzycag typu 2
w badanej populaciji.

Stowa kluczowe: insulinowrazliwos¢, przedcukrzycowe
cechy ilosciowe, genetyka, cukrzyca typu 2

ABSTRACT

INTRODUCTION. Insulin secretion impairment and
decreased insulin sensitivity coexist in type 2 diabe-
tes mellitus. Aim of the study was: 1) to search for
the association of insulin resistance candidate gene
markers, the TNF-a —-308 G/A promoter polymor-
phism and the K121Q PC-1 variant, with type 2 dia-
betes in a Polish population; 2) to examine their in-
fluence on pre-diabetes quantitative traits.
MATERIALS AND METHODS. Overall 732 subjects
were examined. For case-control analysis we inclu-
ded 612 individuals: 358 type 2 diabetes patients
and 254 controls. To assess prediabetic quantitative
traits we examined 120 normoglycaemic individu-
als (the mean age: 34.2 years, the mean BMI: 27.9)
with a family history of type 2 diabetes. The insulin
and glucose levels were measured during OGTT and
secondary indices were calculated. The groups were
genotyped using RFLP. For the case-control study y?
test was used. For quantitative traits a multivariate
linear regression analysis was employed.

RESULTS. The allele distribution was similar in the
group of patients and in the controls: (15.7%/84.2%
vs. 14.0%/86.0%, p = 0.38, for the — 308 G/A TNF-a
polymorphism, and 12.9%/87.1% vs. 13.1%/86.9%,
p = 0.86, for K121Q PC-1 variant, respectively). Simi-
larly, there was no difference in the genotype distri-
bution. However, the carriers of at least one TNF1-a
A allele (28% of the analyzed subjects) showed
a higher ratio of 120-min insulin to the fasting insu-
lin versus GG carriers (5.9 + 6.5 vs. 3.4 + 2.4;
p = 0.04). Moreover, some additional differences
were found for both markers in stratified analyses
based on BMI, gender and age at examination.
CONCLUSION. Both examined markers, the TNF-a
-308 G->A promoter polymorphism and the K121Q PC-1
variant, seem to influence the prediabetic quantitati-
ve traits in a Polish population. However, in case-con-
trol study we did not find the evidence of their asso-
ciation with type 2 diabetes in a Polish population.

Key words: insulin sensitivity, pre-diabetes
quantitative traits, genetics, type 2 diabetes mellitus

Wstep

Prawdopodobnie najistotniejszym problemem
wspotczesnej diabetologii i jednym z najwazniejszym
wyzwan medycyny na poczatku XXI wieku jest epide-
mia cukrzycy typu 2. Ocenia sie, ze liczba chorych na
cukrzyce na swiecie osiggneta 200 milionow [1, 2].
Zdecydowang wiekszos¢ przypadkéw stanowi cu-
krzyca typu 2. W spoteczenstwach uprzemystowio-
nych chorobowos¢ z powodu tych schorzen osiggne-
ta kilka procent catej populacji i ciggle rosnie [1, 2].
Przez kilkadziesiat lat cukrzyca typu 2, zwana wcze-
$niej insulinoniezalezng, byta uwazana zaréwno
przez lekarzy, jak i przez chorych za mniej grozng
postac tej choroby. Dzisiaj jednak naukowcy, leka-
rze, pacjenci, politycy i cate spoteczenstwa uswiada-
miajg sobie, ze jest ona najczestsza przyczyng przed-
wczesnej umieralnosci, gtéwnie z powodu choréb
uktadu sercowo-naczyniowego oraz powiktan, pro-
wadzacych czasem do utraty wzroku, amputacji kon-
czyn i niewydolnosci nerek. W zwiazku z diagnoza
cukrzycy typu 2 oczekiwana dtugosé zycia milionéw
ludzi ulega skréceniu [3]. Choroba ta obcigza psy-
chicznie i ekonomicznie pacjentéw, ich rodziny, lo-
kalne spotecznosci, systemy opieki zdrowotnej i cate
spotfeczenstwa [4]. Cukrzyca typu 2 charakteryzuje
sie dwoma gtéwnymi defektami patofizjologiczny-
mi: uposledzonym wydzielaniem insuliny i jej zmniej-
szonym obwodowym dziataniem [5]. Obydwa maja
swoje korzenie w interakcji czynnikéw genetycznych
i Srodowiskowych [5-71].

W ostatniej dekadzie nastgpit znaczacy postep
w metodyce genetycznej, co pozwolito na identyfi-
kacje réznic w sekwencji, ktére sg odpowiedzialne
za powstawanie niektérych przypadkéw choroby. Do
chwili obecnej okoto 10 genéw powigzano z rozwo-
jem monogenowej formy cukrzycy typu 2, na przy-
ktad autosomalnej dominujgcej (MODY, maturity on-
set diabetes of the young) lub dziedziczonej w linii
zenskiej [8-10]. Formy te sg stosunkowo rzadkie
i dotycza kilku procent wszystkich przypadkéw cukrzycy
typu 2. Charakteryzuja sie one wysoka penetracja i ciez-
kim uposledzeniem wydzielania insuliny [8, 10].

Mniejsze sukcesy odniesiono w zakresie iden-
tyfikacji genow predysponujacych do powstawania
powszechnych, poligenowych, ztozonych form cho-
roby. Ta postac cukrzycy z reguty rozwija sie u oséb
w srednim lub w podesztym wieku i wigzg sie za-
réwno z uposledzonym wydzielaniem insuliny, jak
i z insulinoopornoscia. Jej obraz kliniczny powstaje
w wyniku wzajemnej interakgcji czynnikéw srodowi-
skowych i genetycznych, takich jak czeste polimorfi-
zmy wielu genéw, nie zas tylko jednego. Te polimor-
fizmy sa zlokalizowane w czesciach kodujacych lub
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regulatorowych i wystepuja, choc z r6zng czestoscia,
takze w zdrowej populacji [11]. Rdéznice sekweng;i
dwodch genéw — kalpainy 10 i PPARy — powigzano
do tej pory w sposéb jednoznaczny ze ztozong forma
cukrzycy typu 2 [12, 13]. Polimorfizmy w tych ge-
nach wptywajg przede wszystkim na insulinowrazli-
wosc u ludzi [14, 15]. Ponadto istniejg dowody, ze
wiele innych gendw, takich jak: adiponektyna [16],
receptor 1 pochodnych sulfonylomocznika (SUR 1,
sulphonylurea receptor) [17], gen HFE dziedzicznej
hemochromatozy [18] i insuliny [19], moze takze
zwiekszac¢ podatnos¢ na te chorobe, dziatajac po-
przez rozne mechanizmy. Obecnie trwaja badania,
ktére majg zweryfikowad hipoteze, ze czeste poli-
morfizmy w genach MODY wptywajg na rozwoj po-
wszechnych form cukrzycy typu 2 [20-23].

Potencjalnie bardzo interesujaca wydaje sie tez
rola naturalnych inhibitorow dziatania insuliny, ta-
kich jak czynnik martwicy nowotworéw «a (TNF-a,
tumor necrosis factor «) oraz PC-1 (the human pla-
sma-cell membrane differentiation antigen 1).

Inhibitor TNF-« jest produktem tkanki ttuszczo-
wej, antagonistg insuliny na poziomie postrecepto-
rowym [24]. W obrebie promotora jego genu znaj-
duje sie polimorfizm -308 G-A, ktéry wydaje sie
wplywac na ekspresje tego biatka [25]. Mozna przy-
puszczaé, ze zwiekszona transkrypcja i translacja
genu TNF-a przyczynia sie do rozwoju insulinoopor-
nosci [26, 27].

Produkt biatkowy genu PC-1 po modyfikacjach
posttranslacyjnych jako glikoproteina hamuje aktyw-
nos¢ kinazy tyrozynowej receptora insulinowego
poprzez interakcje z jego podjednostky « [28, 29].
Potencjalnie wigc warianty aminokwasowe w zakre-
sie tego genu, ktére maja wiekszg site inhibicji, moga
zwiekszac¢ insulinoopornos¢. To zas moze sie przy-
czynia¢ do powstania cukrzycy typu 2. Dostepne s
dane dotyczace niektorych populacji, sugerujace, ze
do rozwoju insulinoopornosci przyczynia sie wariant
aminokwasowy, w ktérym lizyna zostaje zastgpiona
przez glutamine (K121Q) w obrebie egzonu 4 genu
PC-1[30, 31]. W swietle powyzszych faktéw mozna
postawi¢ hipoteze o mozliwym wptywie obu poli-
morfizmdw na rozwoj przedcukrzycowych cech ilo-
sciowych oraz samej cukrzycy typu 2 w réznych po-
pulacjach i grupach etnicznych, w tym w populacji
polskiej.

Cele badania autoréw byty nastepujace: 1) po-
szukiwanie zwigzku polimorfizmu -308 G-=A w pro-
motorze genu TNF-« oraz wariantu aminokwasowe-
go K121Q w genie PC-1 z cukrzyca typu 2 w popula-
cji polskiej; 2) badanie wptywu powyzszych polimor-
fizméw na przedcukrzycowe cechy ilosciowe.

Materiat i metody

Badana populacja

W czesci badania dotyczacej poszukiwania
zwigzku alleli i genotypédw wybranych polimorfi-
zmow (case-control study) z cukrzyca typu 2 uczest-
niczyto 612 osbéb: 358 chorych na cukrzyce typu 2
oraz 254 osoby z grupy kontrolnej. Rekrutacje prze-
prowadzono zgodnie z wczesniejszym opisem [32,
33], wedtug aktualnych kryteriéw i definicji Swiato-
wej Organizacji Zdrowia (WHO, World Health Orga-
nization) [34]. Pacjenci otrzymali standardowe an-
kiety, ktore zawieraty pytania dotyczace wieku,
w ktérym rozpoznano u nich cukrzyce typu 2, wy-
wiadu rodzinnego, aktualnego leczenia oraz innych
kwestii medycznych. Do badania wiaczono jedynie
chorych z diagnoza kliniczng cukrzycy typu 2, ktérzy
przez co najmniej 2 lata po jej rozpoznaniu nie byli
leczeni insuling. Osoby te poddano podstawowemu
badaniu fizykalnemu, obejmujgcemu miedzy inny-
mi ocene wzrostu, masy ciata i cisnienia tetniczego.
Do grupy kontrolnej zakwalifikowano osoby z pra-
widtowa glikemig na czczo oraz ujemnym wywia-
dem rodzinnym w kierunku cukrzycy typu 2 wsréd
krewnych pierwszego stopnia. W sktad tej grupy
wchodzili gtéwnie matzonkowie chorych na cukrzy-
ce typu 2 oraz ochotnicy sposréd personelu medycz-
nego. Trzecig podgrupe badang w ramach opisywa-
nego projektu stanowito 120 dorostych oséb, ktére
poddano analizie pod katem przedcukrzycowych
cech ilosciowych. Charakteryzowali sie oni prawi-
dfowgq tolerancjg glukozy oraz dodatnim wywiadem
rodzinnym w kierunku cukrzycy typu 2, dotyczagcym
jednego z rodzicéw. U tych 120 oséb oznaczano ste-
zenie glukozy i insuliny w surowicy w trakcie doust-
nego testu tolerancji glukozy (OGTT, oral glucose to-
lerance test) (na czczo, w 30. i 120. minucie OGTT),
co pozwolito obliczy¢ posrednie wspotczynniki se-
krecji insuliny oraz insulinoopornosci. Oceniano na-
stepujace ilosciowe cechy przedcukrzycowe: steze-
nie insuliny i glukozy na czczo oraz w 30. i 120. mi-
nucie po doustnym obcigzeniu 75 g glukozy, co
pozwolito takze obliczy¢ dynamiczne wspoétczynniki
relacji insulinemii i glikemii w trakcie testu, wskazni-
ki sekrecji insuliny (insulin secretion indices) [19, 21,
24, 36, 37] oraz dokonac¢ oceny insulinoopornosci
metodg HOMA (homeostatic model assessment)
[24, 35].

Wszyscy wigczeni do badania byli rasy kaukaskiej
i pochodzili z potudniowo-wschodniej Polski. Badanie
przeprowadzono zgodnie z Deklaracjg Helsirska po
zaakceptowaniu przez Komisje Bioetyczng Collegium
Medicum Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie.
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Genotypowanie

Za pomocg odczynnika DNAzol (Gibco) z lim-
focytéw krwi obwodowej wyizolowano DNA bada-
nych oséb. Genotypowanie badanej grupy w zakre-
sie wybranych polimorfizméw (-308 G=A w promo-
torze TNF-« oraz K121Q w PC-1) wykonano, wyko-
rzystujagc metode zmiennej dtugosci fragmentow
restrykcyjnych (RFLP, restriction fragment length
polymorphism). Odpowiednie fragmenty genow,
zawierajgce opisywane polimorfizmy, namnozono za
pomoca reakcji PCR wykonanych z uzyciem DNA
badanych oséb. Do reakcji PCR uzyto uprzednio opi-
sywane primery [25, 38]. Produkty PCR trawiono
enzymem restrykcyjnym (odpowiednio: Nco | i Ava ll),
a nastepnie poddano elektroforezie na 3-procentowym
zelu agarozowym. Wynik genotypowania odczytano
zgodnie z uprzednimi opisami [25, 29, 38-40]. Spo-
rzagdzono dokumentacje fotograficzng otrzymanych
wynikow, ktdrg zapisano w wersji cyfrowej w kom-
puterowej bazie danych, korzystajac z oprogramo-
wania Biocapt (Vilbert-Lourmant, Marne LaValle,
Francja).

Statystyka

Réznice w dystrybucji alleli i genotypéw anali-
zowano przy zastosowaniu nieparametrycznego te-
stu istotnosci 2. Potencjalne odchylenia od stanu
réwnowagi Hardy-Weinberga oceniano za pomocg
testu y2.

Aby okresli¢ istotnosc réznic w odniesieniu do
cech ilosciowych, zaprojektowano model analizy
wieloczynnikowej ANOVA (modut GENERAL LINEAR
MODEL), gdzie zmienng grupujaca byla obecnos¢
poszczegolnych par alleli. Ze wzgledu na niewielkg
liczebnos¢ rzadszych homozygot obu polimorfizméw
utworzono 4 podgrupy poréwnywane w parach
— po 2 dla kazdego z badanych polimorfizméw: od-
powiednio GG oraz tacznie AA i AG dla polimorfi-
zmu -308 G=A w promotorze TNF-¢ i KK oraz tacznie

Tabela 1. Charakterystyka kliniczna badanych grup

QQ i KQ dla wariantu aminokwasowego K121Q w PC-1.
Wspétczynnik istotnosci réznic oznaczono jako p.

Zaréwno dla cech ilosciowych, jak i jakoscio-
wych przeprowadzono analize podgrup stratyfiko-
wanych wzgledem ptci, wieku i BMI.

Wyniki

W sumie allele i genotypy zdefiniowano u 732
0s6b: u 612 dla potrzeb analizy zwigzku z cukrzyca
typu 2 w badaniu oséb niespokrewnionych (case-
-control study) oraz u 120 oséb badanych pod katem
cech ilosciowych. Charakterystyke wszystkich trzech
badanych grup przedstawiono w tabeli 1. W kazdej
z grup osobno oraz w catej badanej populacji pozo-
stawaty w réwnowadze Hardy-Weinberga. Rozktad
alleli i genotypdéw u chorych na cukrzyce typu 2 oraz
w grupie kontrolnej nie réznit sie (tab. 2). Poza ana-
lizami przedstawionymi w tabeli przeprowadzono
dodatkowe poréwnania w podgrupach pacjentéw,
aby zweryfikowac hipoteze, ze badane polimorfizmy
moga sie wigzad z cukrzyca typu 2. Chorych na cu-
krzyce podzielono na podstawie BMI (powyzej i po-
nizej wartosci sredniej dla catej grupy, tj. 31), wieku
zachorowania (powyzej i ponizej wartosci sredniej
dla catej grupy, tj. 50 lat) oraz wywiadu rodzinnego
w kierunku cukrzycy typu 2 (dodatni vs. ujemny).
Takze te dodatkowe analizy nie wykazaty znamien-
nych statystycznie réznic.

Wyniki analiz cech ilosciowych u 120 oséb
z dodatnim wywiadem rodzinnym i prawidtowg tole-
rancjg glukozy, u ktérych wystepujg polimorfizmy-308
promotora genu TNF-a oraz wariantu K121Q genu
PC-1 przedstawiono w tabelach 3 i 4. W tabeli 3
poréwnano wspoéfczynniki sekrecji insuliny oraz in-
sulinoopornosci wsréd nosicieli allelu A (homozygot
AA i heterozygot AG) w pozycji —308 promotora genu
TNF-¢ oraz homozygot GG. Liczebnos¢ przedstawio-
nych ponizej podgrup przedstawiata sie nastepuja-
co: 34 osoby to nosiciele allelu A, 86 0s6b — homo-

Cecha Chorzy na cukrzyce typu 2 Grupa kontrolna Grupa do badania
cech ilosciowych

Kobiety/Mezczyzni 192/166 154/100 74/46

Wiek przy badaniu (lata) 59,6 + 9,4 51,6 + 15,2 38,85 + 13,3

Wiek diagnozy (lata) 50,0 + 9,3

Czas trwania choroby (lata) 9,7 +7,6

BMI [kg/m?] 31,0 = 5,8 28,4 + 6,5 27,92 £ 7,8

Osoby leczone insuling 51,9%

Wartosci wyrazone sg jako srednie + SD. Wysoki odsetek osob leczonych insuling wsrdd chorych na cukrzyce typu 2 nalezy wigza¢ ze stosunkowo

dtugim okresem trwania choroby
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Tabela 2. Rozktad alleli i genotypéw badanych polimorfizmoéw u chorych na cukrzyce typu 2 oraz w grupie kontrolnej

Allele Genotyp
Gen TNF-a
Polimorfizm -308 G/A A G 22 =0,75 AA AG GG “=19
Cukrzyca typu 2 113 (15,7%) 603 (84,2%) 1.d.f 10(2,8%) 93(26,0%) 255 (71,2%) 2.d.f
Grupa kontrolna 71 (14,0%) 437 (86,0%) p=0,38 3(1,2%) 65 (25,6%) 186 (73,2%) p =0,39
Gen PC-1 K Q KK KQ QQ
Wariant K121Q %2 =0,03 22 =0,04
Cukrzyca typu 2 92 (12,8%) 624 (87,2%) 1.d.f 8(2,2%) 74 (20,8%) 273 (76,9%) 2.d.f
Grupa kontrolna 67 (13,3%) 441 (86,7%) p=0,86 6 (2,3%) 55(21,7%) 193 (76,0%) p = 0,97

d.f (degree of freedom) — stopien swobody

Tabela 3. Wspétczynniki sekrecji insuliny oraz insulinoopornosci/insulinowrazliwosci (stezenia glukozy podano

w mmol/l, a stezenia insuliny w uj./ml) wsréd nosicieli allelu A w pozycji —308 promotora genu TNF-a oraz homozygot GG

Nosiciele allelu A Homozygoty GG p

Insulina 0 min OGTT* 11,26 = 15,37 11,37 £ 9,37 > 0,05
Insulina 30 min OGTT 75,2 = 33,74 61,92 = 36,24 > 0,05
Insulina 120 min OGTT 41,29 = 41,09 32,24 + 27,89 > 0,05
Glukoza 0 min OGTT 4,66 = 0,64 4,43 = 0,76 > 0,05
Glukoza 30 min OGTT 7,22 = 1,97 6,99 = 1,8 > 0,05
Glukoza 120 min OGTT 524+ 1,4 4,92 + 1,32 > 0,05
Insulina 0 min/glukoza 0 min OGTT 2,37 £2,94 2,57 £ 2,01 > 0,05
Insulina 120 min/insulina 0 min OGTT 5,88 + 6,5 3,36 + 2,4 0,04
(Insulina 30 min - insulina 0 min)/

/(glukoza 30 min — glukoza 0 min OGTT) 28,95 + 28,75 20,57 = 34,9 > 0,05
HOMA 2,41 = 3,59 2,33 £ 2,06 > 0,05
ISI (composite) 0,25 + 0,24 0,23 +£ 0,18 > 0,05
QUICKI 0,64 = 0,1 0,64 £ 0,13 > 0,05
1/(log glukoza 0 min X log insulina 0 min) 1,72 = 0,47 1,8 +£ 0,08 > 0,05
1/(insulina 0 min X log glukoza 0 min) 0,3 + 0,56 0,2 +0,14 > 0,05
1/(glukoza 0 min X log insulina 0 min) 0,25 + 0,07 0,27 = 0,13 > 0,05
ISI (Cederholm) 0,44 =59 -0,67 = 6,77 > 0,05
ISI (Gutt) 0,12 = 0,08 0,12 = 0,08 > 0,05

*OGTT (oral glucose tolerance test) — doustny test tolerancji glukozy; ISI (insulin sensivity index) — wspétczynnik insulinowrazliwosci;
QUICKI (quantative insulin sensivity check index) — wspotczynnik ilosciowej oceny insulinowrazliwosci

zygot GG. Zaobserwowano statystycznie istotna réz-
nice miedzy grupami w zakresie wspotczynnika be-
dacego ilorazem insulinemii w 120. minucie doust-
nego testu tolerancji glukozy i na czczo. U nosicieli
allelu A w pozycji —308 promotora genu TNF-« sred-
nie wartosci tego wspotczynnika byly wyzsze niz
u homozygot GG (5,88 = 6,5vs. 3,36 + 2,4; p = 0,04).
Poréwnanie pozostatych posrednich parametrow
insulinowrazliwosci/insulinoopornosci i sekrecji insu-
liny nie wykazato znamiennych réznic miedzy gru-
pami. Natomiast wsrdd nosicieli allelu A zaobserwo-
wano zmiany niektérych opisywanych parametrow,

$wiadczace o nasileniu insulinoopornosci, jednak nie
osiggnety one znamiennosci statystycznej. Dotyczy-
to to na przyktad modelu HOMA oraz wspdfczynni-
ka przyrostu insuliny do glukozy w pierwszych
30 minutach OGTT. Przeprowadzono takze analize
podgrup stratyfikowanych wzgledem pfici, wieku
i BMI (w modelu statystycznym za kazdym razem
uwzgledniano wptyw dwdch pozostatych zmien-
nych). Pozwolito to na stwierdzenie znamiennych
réznic we wspotczynnikach sekrecji insuliny oraz in-
sulinoopornosci w podgrupach powstatych w wyni-
ku stratyfikacji pod wzgledem wieku (powyzej i po-
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Tabela 4. Wspétczynniki sekrecji insuliny oraz insulinoopornosci (stezenia glukozy podano w mmol/l, a stezenia
insuliny w uj./ml) wsréd nosicieli allelu Q oraz homozygot KK polimorfizmu K121Q genu PC-1

Nosiciele allelu Q Homozygoty KK p

Insulina 0 min OGTT 10,15 = 4,58 11,75 £ 12,97 > 0,05
Insulina 30 min OGTT 64,85 + 36,64 66,58 + 35,82 > 0,05
Insulina 120 min OGTT 30,89 = 18,18 37,01 = 36,2 > 0,05
Glukoza 0 min OGTT 4,53 + 0,9 4,49 = 0,67 > 0,05
Glukoza 30 min OGTT 6,68 = 1,56 7,19 = 1,93 > 0,05
Glukoza 120 min OGTT 5,18 £ 1,37 4,98 + 1,35 > 0,05
Insulina 0 min/glukoza 0 min OGTT 2,23 +0,9 2,6 2,63 > 0,05
Insulina 120 min/insulina 0 min OGTT 3,63 + 3,02 4,37 + 4,63 > 0,05
(Insulina 30 min - insulina 0 min)/

/(glukoza 30 min — glukoza 0 min OGTT) 23,94 + 31,11 22,56 + 33,95 > 0,05
HOMA 2,14 = 1,26 2,43 = 2,93 > 0,05
ISI (composite) 0,2 £0,12 0,24 = 0,22 > 0,05
QUICKI 0,63 = 0,1 0,64 0,13 > 0,05
1/(log glukoza 0 min X log insulina 0 min) 1,72 = 0,55 1,79 + 0,76 > 0,05
1/(insulina 0 min x log glukoza 0 min) 0,19 = 0,1 0,25 + 0,38 > 0,05
1/(glukoza 0 min X log insulina 0 min) 0,25 + 0,09 0,26 = 0,12 > 0,05
ISI (Cederholm) -1,56 * 4,16 0,12 £ 7,18 > 0,05
ISI (Gutt) 0,11 = 0,06 0,13 * 0,09 > 0,05

OGTT (oral glucose tolerance test) — doustny test tolerancji glukozy; ISI (insulin sensivity index) — wspotczynnik insulinowrazliwosci;
QUICKI (quantative insulin sensivity check index) — wspotczynnik ilosciowej oceny insulinowrazliwosci

nizej 39 lat, tj. sredniej wartosci w badanej popula-
cji), wystepowania otytosci (BMI powyzej i ponizej 30)
i wystepowania otytosci lub nadwagi (BMI powyzej
i ponizej 25). Na przyktad w podgrupie osob
z otytoscig lub nadwagg (BMI > 25) nosiciele allelu A
w pozycji —308 G—-A promotora genu TNF-a charak-
teryzuja sie znamiennie wyzszym ilorazem insuline-
mii w 120. minucie OGTT i na czczo w poréwnaniu
z nosicielami homozygot GG. W grupie 0s6b bez oty-
tosci (BMI < 30) u nosicieli allelu A zaobserwowano
natomiast wyzsze wartosci glikemii na czczo i w 120.
minucie OGTT, a w mtodszej czesci grupy (osoby
< 39 lat) oraz w podgrupie z otytoscig lub nadwaga
(BMI > 25) stwierdzono réwniez znamiennie wyzszy
wspotczynnik narastania insulinemii do glikemii
w pierwszych 30 minutach OGTT.

W tabeli 4 przedstawiono poréwnanie parame-
tréw, charakteryzujacych homozygotycznych nosicieli
allelu K oraz nosicieli allelu Q (homozygot QQ oraz
heterozygot KQ) w zakresie wariantu aminokwaso-
wego K121Q w PC-1. Zaobserwowano zmiany nie-
ktorych opisywanych parametréw, wskazujgce na
zwiekszong insulinoopornos¢ wsrdd nosicieli allelu Q.
Nie osiggnety one jednak znamiennosci statystycz-
nej. Dotyczyto to wartosci glikemii w 120. minucie OGTT
(dla nosicieli allelu Q srednia wartos¢ wynosita
5,18 mmol/l, w grupie homozygot KK — 4,98 mmol/l)

oraz wspotczynnika przyrostu insuliny do glukozy
w pierwszych 30 minutach OGTT (Srednio 23,94 dla no-
sicieli allelu Q wobec 22,56 w grupie homozygot GG).

Takze w odniesieniu do tego polimorfizmu prze-
prowadzono analogiczne analizy stratyfikacyjne. Nie-
ktére ze wspodtczynnikdw sekrecji insuliny oraz insuli-
noopornosci wsréd nosicieli allelu Q w poréwnaniu
z homozygotycznymi nosicielami allelu K polimorfi-
zmu K121Q genu PC-1 réznity sie¢ znamiennie w po-
wstatych podgrupach. Na przyktad wsréd oséb nie-
otytych odnotowano réznice w zakresie glikemii
w 120. minucie OGTT (nosiciele allelu Q — 5,03 mmol/l,
homozygoty KK — 4,68 mmol/l, p = 0,04). Z kolei
w podgrupie mezczyzn wspdtczynnik przyrostu in-
suliny do glukozy w pierwszych 30 minutach OGTT
réznit sie znamiennie (p = 0,02) u nosicieli allelu Q
(38,691) w poréwnaniu z homozygotami KK (18,74).

Dyskusja

W niniejszym projekcie badano wptyw dwéch
polimorfizmoéw w genach TNF-« i PC-1, ktérych pro-
dukty sg inhibitorami dziatania insuliny, na powsta-
wanie fenotypu cukrzycy typu 2 oraz przedcukrzy-
cowych cech ilosciowych w populacji polskiej.

Na potencjalne znaczenie polimorfizmu -308
G->A promotora genu TNF-a w powstawaniu przed-
cukrzycowych cech ilosciowych, oprocz opisanych na
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wstepie przestanek patofizjologicznych, wskazujg
takze niektére opublikowane wyniki badan genetycz-
nych, dotyczace tego markera. Na przyktad, dane
z populacji hiszpanskiej [38] sugeruja jego zwigzek
z obnizong wrazliwoscig na insuling, oceniang za po-
mocg analizy minimal model [41]. W innym europej-
skim badaniu opisano tez wptyw polimorfizmu -308
A-G genu TNF-¢ na insulinowrazliwos¢ u dzieci oséb
z chorobg niedokrwienng serca [42]. Takze w popu-
lacji polskiej stwierdzono wptyw badanego polimor-
fizmu na rozwoj insulinoopornosci w grupie oséb
z rodzinng otytoscia [39]. Warto jednak zwréci¢ uwa-
ge, ze w czesci badan obejmujacych rase kaukaska
(m.in. w populacji dunskiej i brytyjskiej) nie znale-
ziono dowoddéw na jego znaczenie w patogenezie
insulinoopornosci [35-37], jednak nie koncentrowa-
no sie nad analiza os6b z genetycznym obcigzeniem
cukrzyca typu 2.

Mimo interesujgcych przestanek patofizjolo-
gicznych i obiecujgcych wynikéw oceny cech iloscio-
wych, badania oséb niespokrewnionych, dotyczace
samego fenotypu cukrzycy typu 2 (case-control stu-
dy) dostarczyty niewielu pozytywnych danych. W jed-
nym z badan udowodniono istnienie zwigzku poli-
morfizmu -308 G-A promotora genu TNF-¢ z cu-
krzyca typu 2 w grupie oséb starszych w populacji
holenderskiej [43], gdzie ryzyko cukrzycy byto 4,6 razy
wyzsze wsréd homozygotycznych nosicieli allelu A
niz u homozygotycznych nosicieli czestszego allelu G.
Dwa inne badania przyniosty negatywne wyniki
[40, 44]. W niektorych analizach wykazano natomiast
zalezno$¢ omawianego polimorfizmu z otytoscig, bedaca
fenotypem zwigzanym z cukrzyca typu 2 [27, 45, 46].

Warto jeszcze zwréci¢ uwage na dane pocho-
dzace z wieloosrodkowego, finskiego badania pro-
spektywnego, dotyczacego zapobiegania cukrzycy
typu 2 (DPS, Finnish Diabetes Prevention Study).
W projekcie tym przeanalizowano wptyw polimorfi-
zmu w pozycji —308 promotora genu TNF-a na pro-
gresje kliniczna ze stanu uposledzonej tolerancji glu-
kozy do jawnej cukrzycy typu 2. W trakcie 3-letniej
obserwacji zauwazono, ze nosicielstwo allelu A wia-
zato sie z okoto 2-krotnie wyzszg zachorowalnoscig
na cukrzyce typu 2 [47].

Podobnie niejednoznaczne wyniki charaktery-
zujy takze badany wariant aminokwasowy K121Q
genu PC-1. Opisano na przyktad zwiagzek allelu Q
z insulinoopornoscia u oséb bez zaburzen gospodarki
weglowodanowej w populacjach sycylijskiej, szwedz-
kiej i finskiej [30, 48, 49], lecz wyniki te nie znalazty
potwierdzenia w kilku innych badaniach [50, 51]. Nie
mozna wykluczy¢, ze obserwowane rozbieznosci
migdzy populacjami wynikaja z tego, iz wariant Q

nie jest rzeczywistq przyczyng réznic fenotypowych,
ale znajduje sie w stanie nierbwnowagi sprzezen (lin-
kage disequilibrium) z innym polimorfizmem, ktére-
go allel lub allele prowadza do ostabienia dziatania
insuliny [31]. W takim przypadku zakres istniejgce-
go w poblizu genu PC-1 linkage disequilibrium moze
wptywaé na obserwowane réznice wynikow w po-
szczego6lnych populacjach. Nie wykazano do tej pory
zwigzku polimorfizmu K121Q genu PC-1 z samg cu-
krzyca typu 2 w badaniach oséb niespokrewnionych
(case-control study) [50, 52].

Populacja polska, ze wzgledu na swojg homo-
gennosc etniczng, jest dobrym obiektem do badan
genetycznych [53]. Osoby o wybranej do projektu
autorow charakterystyce stanowig szczegélnie inte-
resujacg grupe, w ktérej mozna poddac analizie
wpltyw czynnikdédw genetycznych na cechy ilosciowe
zwigzane z metabolizmem weglowodanoéw. Z jed-
nej strony jest to niewatpliwie grupa, w ktdrej obec-
ne s3 warianty genetyczne predysponujace do cu-
krzycy typu 2, z drugiej zas — nie jest jeszcze obcig-
zona wptywem glukotoksycznosci na sekrecje insuli-
ny oraz insulinowrazliwos¢ [53]. Warto zauwazyc,
ze krewni pierwszego stopnia chorych na cukrzyce
typu 2 sg obarczeni siegajacym 40% ryzykiem za-
chorowania na cukrzyce w ciggu catego zycia [55].
Celowe jest wiec poszukiwanie czynnikéw, ktére
moga predysponowac te osoby do rozwoju zabu-
rzen tolerancji glukozy, z mysla o stosowaniu srod-
koéw zapobiegawczych (np. w postaci zmiany stylu
zycia, wprowadzenia odpowiedniej diety lub tez far-
makoterapii).

W kontekscie przedstawionego powyzej omo-
wienia rezultatéw z innych populacji wydaje sig, ze
wynik badania autoréw, wykazujacy zwigzek anali-
zowanych polimorfizméw w genach TNF-1 i PC-1
z przedcukrzycowymi cechami ilosciowymi, stanowi
potwierdzenie i uzupetnienie wczesniejszych donie-
sien. Warto w tym miejscu zauwazy¢, ze wskazniki,
w odniesieniu do ktérych wystapity réznice miedzy
nosicielami poszczegdlnych genotypdéw, sg predyk-
torami insulinoopornosci, a nie wydzielania insuliny
[56]. Pojawia sie jednak pytanie dotyczace braku
zwigzku badanych markeréw z fenotypem cukrzycy
typu 2 w badaniu przeprowadzonym przez autorow,
co takze pozostaje w zgodzie z wigkszoscig danych
z literatury. Nalezy wzig¢ pod uwage dwie mozliwo-
sci. Po pierwsze, badanie to, ze wzgledu na liczeb-
nos¢ grup, mogto nie miec¢ wystarczajacej sity staty-
stycznej, aby wykazac istniejacy zwigzek. Po drugie,
trzeba pamietad, ze do powstania fenotypu cukrzy-
cy typu 2 przyczyniajg sie polimorfizmy w wielu réz-
nych genach, zaréwno tych wptywajacych na wy-
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dzielanie insuliny, jak i na insulinoopornosé. Wptyw
poszczegolnych czestych polimorfizmdw jest ograni-
czony i trudny do wykazania w przypadku fenotypu
o tak ztozonej etiologii, jakim jest cukrzyca typu 2.
Bardziej realne jest wykazanie zwigzku z cechg ilo-
sciowg, ktérg modyfikuje mniejsza liczba czynnikéw
genetycznych. Wydaje sie, ze taki scenariusz miat
miejsce w opisanym badaniu.

Wyniki badania pozwalaja na sformutowanie

nastepujacych wnioskow:

1.

W populacji polskiej polimorfizmy w genach, kto-
rych produkty sg inhibitorami dziatania insuliny,
substytucji —308 G>A w promotorze TNF-a i wa-
riantu aminokwasowego K121Q w PC-1, wpty-
wajg na rozwoj przedcukrzycowych cech iloscio-
wych, przede wszystkim insulinoopornosci.

W badaniu niespokrewnionych oséb chorych na
cukrzyce typu 2 i 0séb z grupy kontrolnej (case-
-control study) nie udato sie wykazac zwigzku ba-
danych polimorfizmoéw z analizowang choroba.
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