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STRESZCZENIE

WSTEP. PPARy (peroxisome — proliferator activated
receptor y) jest receptorem jadrowym aktywowanym
przez czynniki wywotujace proliferacje peroksyso-
moéw, w tym przez naturalnie wystepujace kwasy
ttuszczowe i ich pochodne. Jego funkcjg jest miedzy
innymi regulowanie dojrzewania adipocytéw i spi-
chrzania w nich triglicerydéw. Mutacje i polimorfi-
zmy tego genu wplywaja na powstawanie otytosci
i cukrzycy typu 2 u ludzi. Mutacjg zmiany sensu, opi-
sang w populacji niemieckiej, odpowiedzialng za
zwiekszenie aktywnosci transkrypcyjnej biatka PPARy
i powstanie monogenowej formy otyfosci jest sub-
stytucja proliny przez glutamine w pozycji amino-
kwasowej 115 (Pro115GIn).

CEL PRACY. Celem badania jest ocena roli mutagji
Pro115GIn w powstawaniu ciezkiej otytosci w po-
pulacji Matopolski.

MATERIAL | METODY. Badanie objeto grupe 89 oty-
tych oséb (60 kobiet i 29 mezczyzn) ze wskaznikiem
masy ciata (BMI, body mass index) wiekszym lub
réownym 35. Wsréd badanych byto 64 chorych na
cukrzyce typu 2 (43 kobiety, 21 mezczyzn). DNA oséb
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wigczonych do badania uzyto do namnozenia za po-
moca polimerazowej reakcji tancuchowej (PCR, po-
lymerase chain reaction) fragmentu genu PPARy
o diugosci 129 bp, potencjalnie zawierajgcego ba-
dana mutacje. Mutacji poszukiwano za pomoca tech-
niki zmiennej dtugosci fragmentoéw restrykcyjnych
(RFLP, restriction fragment lenght polymorhism) przy
uzyciu enzymu restrykcyjnego Hinc Il.

WYNIKI. W rezultacie przeprowadzonych ekspery-
mentéw u zadnej z badanych oséb nie stwierdzono
obecnosci miejsca restrykcyjnego dla enzymu Hinc i,
a zatem zadna z nich nie byta nosicielem poszuki-
wanej mutacji. Aby uzyskac¢ kontrole aktywnosci re-
strykcyjnej enzymu Hinc Il, namnozono fragment
genu receptora 4 melanokortyny (MC4R, melanocor-
tin-4 receptor), zawierajacy kodon 103, wykazujacy
polimorfizm walina - izoleucyna i zastosowano tra-
wienie enzymem Hinc II.

WNIOSKI. Z przeprowadzonych badan wynika, ze
mutacja Pro115GIn w genie PPARy nie jest czestg
przyczyna ciezkiej otytosci w populacji Matopolski.

Stowa kluczowe: PPARy, gen, otytos¢

ABSTRACT

INTRODUCTION. PPARy is a nuclear receptor that is
activated by factors, fatty acids for example, that
influence the activation of peroxisomes. Its function
is, among others, the regulation of adipocyte diffe-
rentiation and trigliceryde storage. Mutations and
polymorphisms of this gene influence the pathoge-
nesis of obesity and type 2 diabetes mellitus in hu-
mans. Recently, a substitution of proline by gluta-
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mine at residue 115 of the PPARy gene has been
described in a German population. This Pro115GIn
missence mutation caused increased transcriptional
activity of the protein and occurrence of monoge-
nic form of obesity.

AIM OF STUDY. In the current study we aimed to
identify the role of Pro115GIn mutation in the pa-
thogenesis of severe obesity in Matopolska region.
MATERIAL AND METHODS. We included into this stu-
dy 89 obese individuals with BMI (body mass index)
equal or above 35 (60 women and 29 men). There
were 64 type 2 diabetes patients among them
(43 women and 21 men). DNA of these 89 individu-
als was used to amplify, through polymerase chain
reaction (PCR), a 129 base pair DNA fragment that
could potentially contain the examined mutation.
Screening for the Pro114GIn mutation was perfor-
med by restriction fragment length polymorphism
(RFLP) method using Hinc Il restriction enzyme.
RESULTS. None of the examined samples showed the
presence of Hinc Il restriction site. This constitutes
the evidence that our study group did not contain
a carrier of the Pro115GIn mutation. To confirm the
activity of the Hinc Il restriction enzyme used in the
study we amplified and digested the fragment of
melanocortine 4 receptor gene (MC4R) that conta-
ined Val103lle polymorphism creating Hinc Il restric-
tion site.

CONCLUSION. Our study proves that Pro115GIn mu-
tation of the PPARy gene is not a frequent cause of
severe obesity in a population of Matopolska region.

Key words: PPARy, gene, obesity

Wstep

Otytos¢, z etiologicznego punktu widzenia, jest
zréznicowang grupg zaburzen, ktérych wiodgcym
objawem jest nadmiar tkanki ttuszczowej [1, 2]. Sta-
nowi ona czynnik ryzyka cukrzycy typu 2, zaburzen
lipidowych, nadcisnienia tetniczego i choroby nie-
dokrwiennej serca [1]. W patogenezie otytosci istotng
role odgrywaja czynniki genetyczne i srodowiskowe.
Za znaczeniem czynnikéw genetycznych przemawia
wystepowanie otytosci w rodzinach, duza zgodnos¢
zachorowalnosci u bliznigt monozygotycznych oraz
bardzo wysoka chorobowos¢ w niektérych grupach
etnicznych, na przyktad u Indian Pima [3]. Roli czyn-
nikéw srodowiskowych dowodzi zaleznos¢ wystepo-
wania otytosci od diety i trybu zycia oraz réznica
w wystepowaniu schorzenia w tych samych grupach
etnicznych, zyjacych w réznych warunkach srodo-
wiskowych [4, 5]. W otytosci, z etiopatogenetyczne-

go punktu widzenia, mozna wyodrebni¢ dwie pod-
stawowe grupy: formy ztozone i formy monogeno-
we [2]. Postacie ztozone powstajg wskutek dziata-
nia wielu réznych czynnikéw. W pierwszym rzedzie
powstajg w wyniku interakcji srodowiska i podtoza
genetycznego, ale takze wzajemnego oddziatywa-
nia réznych gendéw. Do ztozonych postaci otytosci
predysponujg stosunkowo czeste polimorfizmy. Al-
lele tych polimorfizmoéw wystepuja zaréwno u ludzi
bez otytosci, jak i u oséb wykazujacych jej cechy.
Nosicielstwo niektérych alleli wigze sie raczej z umiar-
kowanym wzrostem ryzyka zachorowania niz z bar-
dzo wysokim prawdopodobienstwem pojawienia sie
choroby, jednak ze wzgledu na ich czestos¢, rola
w odniesieniu do catej populacji bywa bardzo zna-
czaca. Diagnoza z reguty dotyczy oséb dorostych,
czesto w drugiej potowie zycia [6]. Przyktadem ta-
kiego polimorfizmu jest substytucja -866G/A w pro-
motorze genu biatka rozsprzegajgcego 2 (UCP2, un-
coupling protein 2) [7]. Formy monogenowe stano-
wig mniejszos¢ szacowang na okoto 5-10% wszyst-
kich przypadkéw, jednak ich podtoze genetyczne jest
stosunkowo dobrze poznane, a badania nad nimi
whiosty wiele istotnych elementéw do zrozumienia
patogenezy choroby. S3 one konsekwencjq rzadkich
mutacji w pojedynczych genach. Mutacje te znacza-
co zmieniajg strukture i funkcje biatek. Formy mono-
genowe charakteryzujg sie z reguty wysoka pene-
tracjg fenotypowa, ciezkim, czesto dramatycznym
obrazem klinicznym i sg przyczyng wystapienia cho-
roby u os6b w mtodym wieku [1]. Podtoze genetycz-
ne ma w tych przypadkach decydujgce znaczenie,
a srodowisko nie zmienia w istotny sposéb jego wpty-
woéw. W ostatnich latach opisano mutacje w kilku
genach, bedace przyczynami monogenowych form
otytosci: leptyny, receptora leptyny, pro-opiomela-
nokortyny (POMC, pro-opiomelanocortine), konwer-
tazy prohormonalnej 1 (PC-1, prohormone conver-
tase 1), receptora melanokortyny typu 4 (MC4R,
melanocortin-4 receptor) [8-15]. Odrebng postacia
monogenow3, hiezwigzang z uktadem leptyny, sg
przypadki bedace konsekwencjg mutacji genu pe-
roksysomalnego aktywowanego proliferacyjnie re-
ceptora y (PPARy, peroxisome — proliferator activa-
ted receptor) [16]. Receptor ten nalezy do rodziny
receptoréw jadrowych, aktywowanych przez natu-
ralnie wystepujace kwasy ttuszczowe i ich pochod-
ne [17] i requluje on ekspresje gendw przez wigza-
nie sie z odpowiednimi sekwencjami DNA, petnigcy-
mi funkcje regulatorowe promotoréw (PPRE, pero-
xisome — proliferator response elements) [17]. Re-
ceptor PPARy odpowiada wraz z innymi czynnikami
transkrypcyjnymi za réznicowanie fibroblastow w kie-
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runku adipocytéw [18] oraz wptywa na metabolizm
dojrzatych komorek przez regulacje ekspresji enzy-
moéw. Gen PPARy zlokalizowany jest na chromoso-
mie 3, u cztowieka wystepuja trzy izoformy mRNA
dla PPARy: -1, -2 i -y3, powstajace przez rozpocze-
cie odczytu z réznych miejsc i rdzne taczenie frag-
mentow MmRNA (splicing) [19, 20]. Ludzki PPARy2
w stosunku do dwoch pozostatych izoform posiada
dodatkowych 28 aminokwaséw. Mutacje i polimor-
fizmy genu PPARy sg zwigzane u cztowieka z choro-
bami metabolicznymi. Czestszy wariant powszech-
nego polimorfizmu Pro12Ala wigze sie ze zwiekszo-
nym ryzykiem cukrzycy typu 2 [21]. Dotychczasowe
publikacje nie pozwalajg na jednoznaczne powiaza-
nie tego polimorfizmu z powstawaniem otytosci [22].
Rzadkie mutacje Val1290Met i Pro467Leu wykryto
w rodzinach obcigzonych ciezkimi postaciami insuli-
noopornosci [23]. Ostatnio wykryto substytucje G->T
powodujgcg mutacje zmiany sensu Pro115GIn w po-
zycji 115 tancucha aminokwasowego PPARj2, ktora
opisano w populacji niemieckiej jako odpowiedzialng
za okofo 3% ciezkiej otytosci [16]. Mutacja ta unie-
mozliwia fosforylacje seryny w pozycji 114 i powodu-
je wzrost funkcji tego receptora, co in vivo powoduje
hiperplazje adipocytdéw oraz gromadzenie w nich tri-
glicerydow [16].

Celem pracy byto zbadanie znaczenia mutacji
Pro115GIn w genie PPARy u 0sdb z ciezka otytosciag
w populacji Matopolski.

Metody

Badana populacja

Wstepnej analizie pod katem zakwalifikowania
do badania poddano 658 niespokrewnionych osob:
398 chorych na cukrzyce typu 2 i 260 0s6b bez cu-
krzycy (podczas rekrutacji zastosowano kryteria i de-
finicje cukrzycy wg WHO [24]), ktére wtaczono do
badan nad podtozem genetycznym choréb metabo-
licznych w Katedrze i Klinice Choréb Metabolicznych
Collegium Medicum Uniwersytetu Jagielloniskiego
[25, 26]. Wszystkie osoby wtgczone do badania byty
rasy kaukaskiej i pochodzity z Matopolski. Przeszty
one podstawowe badanie fizykalne, ktére obejmowa-
to miedzy innymi: pomiary wzrostu, masy ciafa i cisnie-
nia tetniczego. Badanie objeto gtdéwnie pacjentéw
ambulatoryjnych Katedry i Kliniki Choréb Metabo-
licznych, ich matzonkéw oraz ochotnikéw z perso-
nelu tej placowki akademickiej. Wybrano sposréd
nich 89 oséb otytych ze wskaznikiem masy ciata (BMI,
body mass index) wigkszym lub réwnym 35. W tej
grupie byto 64 chorych na cukrzyce typu 2 (43 kobie-
ty i 21 mezczyzn) i 25 oséb z prawidiowa glikemig

na czczo (17 kobiet i 8 mezczyzn). Badanie przepro-
wadzono zgodnie z zasadami Deklaracji Helsinskiej.
Zostato ono zaaprobowane przez Komisje Bioetyczna
Collegium Medicum Uniwersytetu Jagiellonskiego.

Genotypowanie

DNA badanych oséb wyizolowano z limfocytéw
krwi obwodowej za pomoca odczynnika DNAzol
(Gibco). Tego DNA i primerdw o strukturze: sensow-
ny — 5’-tgc aat caa agt gga gcc-3', antysensowny
— 5'-cag aag ctt tat ctc cac aga c-3' uzyto do namno-
zenia DNA obejmujgcego locus badanej mutacji. Po-
limerazowa reakcja tancuchowa (PCR, polymerase
chain reaction) zostata wykonana w termocyklerze
Uno Il (Biometra). Temperatura przytaczania (anneal-
ling) wynosita 60°C, program obejmowat 35 cykli. Cat-
kowita dtugos¢ PCR produktu wynosita 129 par za-
sad (bp, base pairs). Produkt PCR podlegat trawieniu
przy uzyciu swoistego enzymu restrykcyjnego Hinc Il
zgodnie z instrukcjami wytworcy (Fermentas). W obec-
nosci wariantu glutaminy oczekiwane trawienie po-
winno spowodowac odciecie krotkiego fragmentu
o dfugosci 25 bp. Produkty trawienia zostaty rozdzie-
lone i uwidocznione na zelu agarozowym o stezeniu
3,5%, barwionym bromkiem etydyny. Wyniki zareje-
strowano przy uzyciu kamery cyfrowej i zachowano
jako dokumenty komputerowe w programie Vilbert-
-Lourmant.

Wyniki

Warianty genu PPARy zostaty ustalone u 89 oséb.
Wsréd nich byto 64 chorych na cukrzyce typu 2
(43 mezczyzn i 21 kobiet), sredni wiek chorych w cza-
sie badania wynosit 55 = 8,9 lat, sredni wiek w chwili
postawienia diagnozy 46,5 + 9,4 lat, a sredni BMI
39,5 + 4,3 kg/m?2. Sredni wiek pozostatych 25 osob
bez cukrzycy (8 mezczyzn i 17 kobiet) w momencie
badania wynosit 46,5 + 10,4 lat, a sredni BMI w tej
grupie 41,0 = 6,1 kg/m2. Zadna z badanych prébek
nie wykazata cech obecnosci allelu glutaminy w miej-
scu aminokwasowym 115 genu PPARy, a wszystkie
badane osoby byty homozygotami dla allelu proliny.
Aby potwierdzi¢ aktywnos¢ enzymatyczng zastoso-
wanego enzymu Hinc Ill, namnozono fragment genu
receptora 4 melanokortyny, zawierajacy kodon 103,
wykazujacy polimorfizm walina - izoleucyna
(Val103lle). Czestszy (,,dziki”) allel tego polimorfizmu
mozna wykry¢ przy zastosowaniu w PCR zmodyfiko-
wanego primera (mismatch primer) oraz techniki RFLP
z trawieniem enzymem Hinc Il [27, 28]. Autorzy, sto-
sujac opisang uprzednio przez Rosmond i wsp. [28]
metode, wykazali prawidtowq aktywnos¢ stosowa-
nego przez nich enzymu.
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Dyskusja

W opisywanym badaniu poszukiwano w genie
PPARy mutacji Pro115GIn, ktdéra uposledza proces
fosforylacji tego receptora i prowadzi do powstania
monogenowej formy otytosci. W populacji niemiec-
kiej mutacja ta wydaje sie odpowiadac za okoto 3%
ciezkiej otytosci. Sredni wskaznik BMI u 4 oséb opi-
sanych przez Ristowa i wsp. [16] jako nosicieli tej
mutacji wynosit 41,9. Wsréd nich 3 osoby chorowa-
ty na cukrzyce typu 2 i z biochemicznego punktu
widzenia cechowaty sie niskim stezeniem insuliny,
co zinterpretowano jako dowdéd duzej insulinowraz-
liwosci. Wydaje sie, ze alternatywnym sposobem
wyjasnienia tego zjawiska jest wspotistnienie upo-
sledzenia funkcji komoérek 8. Za tg druga hipoteza
przemawia inne doniesienie z Niemiec [29], ktore
opisuje zjawisko insulinoopornosci potwierdzone
metodg hiperinsulinemicznego euglikemicznego
klampu u kolejnej osoby bedgcej nosicielem mutacji
Pro115GIn w tej populacji. Autorzy dobierali pacjen-
tow do badania, kierujac sie charakterystyka kliniczng
nosicieli w populacji niemieckiej. Do badania wia-
czono chorych na cukrzyce typu 2 z bardzo znaczna
masg ciata (BMI > 35). Do wstepnie wyselekcjono-
wanej grupy chorych na cukrzyce dotagczono osoby
otyte bez zaburzen metabolizmu glukozy, ktére
w prowadzonych przez autoréw badaniach nad ge-
netyka cukrzycy typu 2 wchodzg w sktad grupy kon-
trolnej. Mimo, jak sie wydaje, optymalnej selekg;ji
badanej grupy badanie nie przyniosto pozytywnych
wynikow. Od czasu opublikowania doniesienia Risto-
wa i wsp. [16] ukazato sie wiele publikacji naukowych,
ktére dotyczyly poszukiwania mutacji Pro115Ala
w licznych populacjach i grupach etnicznych [30-
-36], w tym takze w populacji polskiej [37]. To ostat-
nie doniesienie dotyczyto jednak pacjentéw bez cu-
krzycy. Negatywne wyniki tych poszukiwan mogg
swiadczy¢ o swoistosci tej réznicy w sekwencji jedy-
nie dla populacji niemieckiej. Mogto to przemawiac
za tak zwanym efektem zatozyciela (founder effect).
Niemniej jednak, ostatnio ogtoszone wykrycie mu-
tacji Pro115Ala w populacji polskiej z regionu Slaska
[38] moze przemawiac za ograniczong rola tej mu-
tacji takze w naszej populacji. Niewatpliwie intere-
sujaca jest kwestia precyzyjnego okreslenia pocho-
dzenia etnicznego oséb z populacji slaskiej.

W podsumowaniu mozna stwierdzi¢, ze muta-
cja Pro115Ala w genie PPARy nie jest czesty przy-
czyng ciezkiej otytosci w populacji oséb z regionu
Matopolski.
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