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STRESZCZENIE

Wstep. Cukrzyca typu 2 (DM2) jest waznym czynnikiem
ryzyka rozwoju choroby niedokrwiennej serca (CAD)
i jej powiktan. W badaniach genetycznych prowadzo-
nych w ciggu ostatnich lat wykazano potencjalny zwia-
zek miedzy tymi chorobami na poziomie genetycznym.
Celem pracy byta analiza zwigzku miedzy polimorfi-
zmem w Jloci 1925 oraz 9p21 (znanym jako czynnik
ryzyka choréb sercowo-naczyniowych) a wczesnym
poczatkiem choroby niedokrwiennej serca u chorych
na cukrzyce typu 2.

Materiat i metody. Do kliniczno-kontrolnego badania
wtaczono 338 chorych na cukrzyce typu 2 ze wspot-
istniejacg choroba niedokrwienng serca. Na potrzeby
badania uczestnikéw podzielono na dwie grupy
w zaleznosci od wieku w momencie rozpoznania cho-
roby niedokrwiennej serca: grupe oséb z wczesnym
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poczatkiem choroby (< 55. rz. u mezczyzn i < 65. rz.
u kobiet, n = 180) oraz grupe kontrolna (odpowiednio
= 55. oraz = 65. rz.,, n = 158). Dane epidemiologiczne
uzyskano z dokumentacji medycznej oraz retrospek-
tywnego kwestionariusza, od kazdego chorego pobra-
no prébke krwi do badan genetycznych, polimorfizmy
rs2383206, rs1333049 i rs10911021 oznaczono za
pomoca specyficznych primeréw.

Wyniki. W analizie statystycznej nie wykazano istotnych
réznic pomiedzy Srednim czasem trwania cukrzycy,
parametrami metabolicznymi (masa ciata, obwod
talii, otytos¢, wartosci cisnienia tetniczego krwi, profil
lipidowy) ani wywiadem w kierunku palenia tytoniu.
Wykazano istotng statystycznie r6znice miedzy grupa-
mi pod wzgledem rodzinnego wystepowania choroby
niedokrwiennej serca (70,0% chorych w grupie badanej
vs. 45,6% w grupie kontrolnej; p < 0,005), nadcisnienia
tetniczego (77,1% vs. 47,8%; p < 0,005) oraz otylosci
(61,2% vs. 49,0%; p < 0,05). W analizie genetycznej wy-
kazano, ze allel G rs2383206 istotnie czesciej wystepo-
wat w badanej grupie (62,4% vs. 44,0%; p < 0,00001).
Homozygoty GG stanowity 39,4% grupy badanej oraz
18,8% grupy kontrolnej (p = 0,0001). lloraz szans
(OR) wystgpienia wczesnej choroby niedokrwiennej
serca wynosit 2,81; 95-procentowy przedziat ufnosci
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(95% Cl) 2,39-3,24, a po skorygowaniu wzgledem
innych tradycyjnych czynnikéw ryzyka wartos¢ OR
zmniejszyta sie do 2,58. Homozygoty GG istotnie
czesciej wystepowaty u chorych z niewyréwnana
glikemia [wartos¢ hemoglobiny glikowanej (HbA, )
= 7% — 41,3% vs. 15,9; p = 0,0011) oraz szczuptych
[wskaznik masy ciata (BMI) < 30 kg/m? — 39,7% vs.
18,2%; p = 0,0002]. Podobny zwigzek miedzy wczes-
nym wystepowaniem choroby niedokrwiennej serca
obserwowano w przypadku innego polimorfizmu
w regionie 9p21 rs1333049. Czestos¢ allelu C byta
znamiennie wyzsza w u chorych z wczesng choroba
niedokrwienng serca (56,3% vs. 43,4, p = 0,0036).
Homozygoty CC stanowity w tej podgrupie 31,6%,
natomiast w grupie kontrolnej — 17,4% (p = 0,0083).
lloraz szans wynosit 2,2 (95%CI 1,83-2,56), a po skory-
gowaniu wzgledem innych czynnikéw ryzyka — 1,96.
Nie obserwowano istotnej statystycznie réznicy pod
wzgledem dystrybucji genotypéw rs10911021 w ba-
danych grupach.

Whioski. Uzyskane przez autoréw wyniki pozwalaja po-
twierdzi¢, ze polimorfizmy w regionie 9p21 wptywaja
na wczesny wiek wystgpienia choroby niedokrwiennej
serca u osob chorych na cukrzyce typu 2, szczegélnie
w grupie szczuptych chorych z niewyréwnana glikemia.

Stowa kluczowe: cukrzyca typu 2, HbA, _, ChNS,

1c!

genetyka, 9p21, 1925, polimorfizm

ABSTRACT

Introduction. Type 2 diabetes (T2DM) is an important
risk factor for development of coronary artery disease
(CAD) and its complications. Recent genetic studies
revealed possible association between those two
conditions on the genome level. In our study we ana-
lysed whether polymorphisms in loci 1925 and 9p21,
previously characterized as risk factors of CVD, have
an influence on early-onset CAD in T2DM patients.
Materials and methods. Our case-control study included
338 patients suffering from T2DM and CAD. For the
study purpose the cohort was divided into two groups
based on the age of CAD onset: case group with early-
onset CAD (< 55 for males and < 65 years for females,
n = 180) and control group (= 55 and = 65 years respec-
tively, n = 158). Epidemiological data was taken from
medical history and retrospective questionnaire; blood
samples were collected. The rs2383206, rs1333049 and
rs10911021 were genotyped using method of fluores-
cently labelled allele specific oligonucleotides.
Results. Statistical analysis did not reveal any sig-
nificant differences between two groups in the mean
duration of diabetes, metabolic parameters (weight,

waist circumference, frequency of obesity according
to BMI, mean blood pressure or lipids levels) and
smoking history. There were statistical differences
between groups in family incidence of CAD (70.0%
patients in cases vs. 45.6% in controls; p < 0.005),
hypertension (77.1% vs. 47.8%; p < 0.005) and obesity
(61.2% vs. 49.0%; p < 0.05). Genetic analysis revealed
that frequency of the G allele of rs2383206 in 9p21
region was significantly higher in cases than in controls
(62.4% vs. 44.0% p < 0.00001). Homozygotes GG were
39.4% of cases and 18.8% in controls (p = 0.0001). The
OR for increased risk of early CAD in GG homozygotes
was 2.81, 95% Cl: 2.39-3.24, after adjustment for
conventional risk factors it was reduced to 2.58. There
was statistically significantly higher frequency of GG
homozygotes among patients with poor glycaemic
control (HbA, = 7%; 41.3% vs. 15.9; p = 0.0011) and
non-obese subjects (BMI < 30 kg/m?; 39.7% vs. 18.2%,
p = 0.0002). Similar association between genotype and
risk of early CAD was found for another polymorphism
rs1333049 in 9p21 region. Frequency of allele C was
significantly higher in cases than in controls (56.3% vs.
43.4, p = 0.0036) and homozygotes CC were 31.6% in
cases and 17.4% in controls (p = 0.0083). OR for this as-
sociation was 2.2 (95% Cl: 1.83-2.56); after adjustments
1.96. We didn’t find any association between genotypes
distribution of rs10911021 and early onset of CAD.
Conclusions. Our findings clearly suggest that polymor-
phisms in 9p21 region have an influence on development
of early-onset CAD in T2DM, especially in non-obese
patients and subjects with poor glycaemic control.

Key words: T2DM, HbA
1925, polimorphism

CAD, genetics, 9p21,
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Wstep

Choroby sercowo-naczyniowe (CVD, cardiovascular
diseases) to wazny problem medyczny i ekonomiczny w
krajach wysoko uprzemystowionych. Wedtug danych
statystycznych choroba niedokrwienna serca (CAD, co-
ronary artery disease), udar mézgu i inne zakrzepowe
zdarzenia tetnicze stanowig gtdéwna przyczyne niepet-
nosprawnosci i zgonéw u os6b w srednim i podesztym
wieku [1, 2]. Z uwagi na to, ze medyczne nastepstwa
udaru mézgu i zawatu serca sg czesto nieodwracalne
i prowadza do diugotrwatego obcigzenia systemu opieki
zdrowotnej podstawowa role w leczeniu chorych z CVD
odgrywaja profilaktyka i wczesne wdrozenie terapii.
Warunkiem skutecznego zapobiegania CVD jest wykrycie
czynnikdw ryzyka i optymalny wybér opgji terapeutycz-
nych. Niektore czynniki ryzyka CVD, to jest hipertrigli-
cerydemia, otytos¢, palenie tytoniu, naduzywanie alko-
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holu, zaleza w gtéwnej mierze od chorego i najlepszym
sposobem ich wyeliminowania jest zmiana stylu zycia.
Inne czynniki, na przyktad wiek, pte¢i cechy genetyczne,
nie podlegaja modyfikacji, ale nalezy je uwzgledniaé
w catkowitej ocenie ryzyka CVD u danej osoby.

W ciggu ostatnich 20 lat w badaniach genetycz-
nych zidentyfikowano wiele polimorfizméw i mutacji
przyczyniajacych sie do zwiekszonego ryzyka i gorsze-
go przebiegu zdarzen sercowo-naczyniowych. Udato
sie dobrze scharakteryzowac role niektérych genéw
w patogenezie udaru mézgu i zawatu serca. Nadal
jednak istnieje wiele loci genomu, o ktérych wiadomo,
ze sg wazne w rozwoju CVD, ale nie poznano struktury
ani funkgji tych genéw. Te ,,gorace miejsca” (hot places)
zidentyfikowano gféwnie za pomoca wielokrotnej anali-
zy polimorfizmu pojedynczego nukleotydu (SNP, single
nucleotide polymorphism) w badaniach catego genomu
majacych na celu znalezienie asocjacji miedzy wariantami
genetycznymi a podatnoscia na powszechnie wystepuja-
ce choroby. Stosujagc metode badan asocjacyjnych catego
genomu (GWAS, genome-wide association studies),
tylko w odniesieniu do CAD wykryto ponad 50 waznych
loci [4-7]. Dotychczas biologiczng role i mozliwy me-
chanizm dziatania okreslono jednak tylko w przypadku
niespetna 50% wykrytych polimorfizméw. Wiekszos¢
genow istotnych w rozwoju CVD wigze sie gtéwnie
z metabolizmem lipidow (LPA, SORT1, LDLR, APOE) lub
stabilizowaniem cisnienia tetniczego (ACE, AT1R, SH2B3)
[13-15]. Inne geny kandydaci, zidentyfikowane w wielu
regionach genomu, takich jak: 1941, 2936, 6p24, 9p21,
10911.21 lub 15925, prawdopodobnie uczestniczg
w regulacji cyklu komérkowego, wzroscie tkanek,
homeostazie, fibrynolizie i odpowiedzi zapalnej. Nie
wyjasniono ich bezposredniego mechanizmu dziatania
w rozwoju miazdzycy. Dalsze badania nad szlakami mo-
lekularnymi zwigzanymi z predyspozycja genetyczng do
CVD moga pomdc w opracowaniu nowych skutecznych
terapii przydatnych w zapobieganiu i leczeniu choréb
naczyniowych [8-12].

Cukrzyca typu 2 (DM2, type 2 diabetes mellitus) jest
niezaleznym czynnikiem ryzyka CVD. Zle wyréwnana
cukrzyca prowadzi do rozwoju angiopatii. Szkodliwy
wptyw DM2 na ukfad naczyniowy zwiekszajg dodat-
kowo wspotistniejgce zaburzenia, na przyktad dyslipi-
demia lub nadcisnienie tetnicze. U chorych na cukrzyce
CVD rozwija sie wczesniej niz u os6b bez cukrzycy.
Ponadto CVD u chorych na cukrzyce moze przebiegad
bezobjawowo, przyczyniajac sie tym samym do zwiek-
szonego ryzyka zgonu obserwowanego w tej grupie
chorych. Dlatego wtasciwa ocena ryzyka CVD nabiera
tutaj szczegdlnego znaczenia [1-3].

U chorych na cukrzyce wystepuja te same gene-
tyczne czynniki ryzyka co w populacji ogélnej, jednak

catkowity wptyw mechanizméw metabolicznych i ge-
netycznych moze by¢ odmienny niz w u oséb bez cuk-
rzycy. W pierwszym badaniu GWA wykazano mozliwe
patofizjologiczne powigzania miedzy CVD a cukrzyca,
poniewaz rézne polimorfizmy w regionie 9p21 wigzaty
sie z ryzykiem zaréwno CAD, jak i cukrzycy [4, 5]. Wyniki
kolejnych badan analizujgcych zaleznosci miedzy geno-
mem a cechami klinicznymi CAD w przebiegu cukrzycy
byty sprzeczne, czego mozna byto oczekiwac z uwagi
na zréznicowanie grup, mieszane podtoze genetyczne,
ograniczenia metodologiczne i stosowanie réznych
wielozmiennowych modeli statystycznych [17, 18].
W ostatnim czasie zidentyfikowano nowe, wysoce swoiste
dla cukrzycy genetyczne czynniki ryzyka CVD Polimorfizm
w regionie 1925 wigze sie ze zwiekszonym ryzykiem CAD
u chorych na cukrzyce, natomiast nie powoduje wzro-
stu ryzyka u oséb bez cukrzycy. Warianty genetyczne
1925 wplywaja na szlak glutaminianu przez regulacje
ekspresji ligazy glutaminianu amonowego, kodowanej
przez gen GLUL zlokalizowany w regionie 1925 [19, 20].

Badanie przeprowadzono w celu oceny wptywu
dwoch regionéw genomu 9p21i 1925, o ustalonym
juz zwigzku z CVD, na wczesng zapadalnos¢ na CAD
i jej przebieg kliniczny u chorych na cukrzyce. Wy-
brano te regiony, poniewaz wykazano wczesdniej, ze
sq one waznymi czynnikami ryzyka rozwoju przed-
wczesnej CAD w populacji ogdélnej oraz u chorych
na cukrzyce. Ponadto wyniki niektérych wczesniej-
szych badan sugerowaty istnienie silnej korelacji
miedzy uwarunkowanymi genetycznie czynnikami
ryzyka CAD a niedostateczng kontrolg metaboliczng
cukrzycy oraz innymi zaburzeniami metaboliczny-
mi. Dlatego w analizie danych autorzy skupili sie
zwtaszcza na potencjalnym efekcie kumulacyjnym
ztej kontroli glikemii i/lub obecnosci innych meta-
bolicznych czynnikéw ryzyka na ostateczny wptyw
polimorfizmu gendw.

Materiat i metody
Kryteria wiaczenia do badania
i dobor pacjentow

Niniejsze badanie kliniczno-kontrolne zostato za-
projektowane jako analiza retrospektywna i objeto 338
chorych na DM2 ze wspétistniejacg CAD. Chorobe nie-
dokrwienng serca zdefiniowano jako przebycie ostrego
zawatu serca, implantacje stentu do tetnicy wiencowej
lub zwezenie jednej z gtéwnych tetnic wiencowych
o wiecej niz 50% potwierdzone w koronarografii
(240 chorych) lub rozpoznanie CAD w dokumentacji
medycznej z odpowiednimi zmianami w zapisie elek-
trokardiograficznym (EKG) — 98 chorych. Chorych re-
krutowano z bazy danych osrodkéw diabetologicznych
i kardiologicznych Uniwersytetu Medycznego w todzi.
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Tabela 1. Epidemiologiczna i kliniczna charakterystyka badanych grup. Grupe badana tworza osoby z ,,wczesnym poczat-

kiem"” CAD, tzn. przed 65 rokiem zycia u kobiet i przed 55 rokiem zycia u mezczyzn. Grupa kontrolna obejmowata osoby

z ,,p6znym poczatkiem” CAD (CAD rozpoznana w wieku = 65 lat u kobiet i = 55 lat u mezczyzn)

Parametr Grupa badana Grupa kontrolna p

(n = 180) (n = 158)
Wspotczynnik kobiety/mezczyzni (%) 51,1 31,0 < 0,005
Sredni wiek w latach (+ SD) 68,3 = 9,3 74 +89
Sredni wiek w momencie rozpoznania CAD (+ SD) 51,2 = 81 65,2 + 6,96 < 0,00001
Zapadalnosé na Ml (%) 74,7 68,4 0,2314
Sredni wiek w czasie pierwszego MI (= SD) 55,8 = 11,3 65,7 + 8,8 < 0,00001
Zapadalnosé na AH (%) 93,3 92,9 0,8876
Sredni wiek w momencie rozpoznania AH (% SD) 49,5 + 8,5 56,2 = 9,6 < 0,00001
Sredni wiek w momencie rozpoznania DM2 (+ SD) 53,9 +9,5 60,6 + 9,9 < 0,00001
Sredni czas trwania DM (+ SD) 13,9 £ 9,8 13,2 £ 8,9 0,597
Zapadalno$¢ na udar mozgu (%) 19,2 15,2 0,3686
Palenie tytoniu (obecnie lub w przesztosci) (%) 69,9 70,8 0,8831

SD (standard deviation) — odchylenie standardowe; CAD (coronary artery disease) — choroba niedokrwienna serca; MI (myocardial infarction) — zawat
serca; AH (arterial hypertension) — nadci$nienie tetnicze; DM2 (type 2 diabetes mellitus) — cukrzyca typu 2

Tabela 2. Parametry metaboliczne i biochemiczne w grupach badanej i kontrolnej

Parametr Grupa badana Grupa kontrolna p
Srednia masa ciata [kg = SD] 86,8 = 15,1 85,1 = 15,8 0,401
Sredni wzrost [cm * SD] 166,6 + 8,7 168,4 + 8,4 0,07
Srednie BMI [kg/m? =+ SD] 31,2 £ 4,5 29,9 x 4,7 0,006
BMI < 30 kg/m? (%) 44,8 55,0 0,0682
BMI >30 <35 kg/m? (%) 32,2 30,5 0,7389
BMI > 35 kg/m? (%) 23,0 14,6 0,054
Talia [cm = SD] 108,5 = 10,1 106,5 + 13,5 0,201
Talia >80 cm K, > 94 cm M (%) 95,1 88,9 0,08
Cholesterol catkowity [mmol/l £+ SD] 4,4 + 1,33 4,5+ 1,2 0,395
Cholesterol frakcji LDL [mmol/I = SD] 2,4 +£1,05 2,4 1,07 0,942
Cholesterol frakcji HDL [mmol/I = SD] 1,3 £0,56 1.4 = 0,55 0,1311
Triglicerydy [mmol/I = SD] 23 +1,74 2,0+ 1,25 0,116

HbA, _ (% = SD)

7.9+0,17 (n = 113)

7.8 +0,19 (n = 98) 0,595

SD (standard deviation) — odchylenie standardowe; BMI (body mass index) — wskaznik masy ciafa; HbA,  — hemoglobina glikowana

Wszystkie osoby wtgczone do badania byty polskimi
obywatelami rasy kaukaskiej, mieszkajagcymi w Polsce
centralnej. Z badania wykluczono chorych z cukrzyca
typu 1, typu 3, kobiety z cukrzycg cigzowa, chorych
w stanie przedcukrzycowym, a takze pacjentéw ze
zgtoszona, lecz niepotwierdzong CAD.

Procedury wykonywane w ramach badania
Protokét badania zostat zaaprobowany przez Ko-

misje Bioetyczng Uniwersytetu Medycznego w todzi.

Wszyscy chorzy wyrazili pisemnie zgode na udziat

w badaniu przed jego rozpoczeciem. U wszystkich
uczestnikéw przeprowadzono badania przedmiotowe
oraz pobrano prébki krwi na czczo do badan laborato-
ryjnych. Dane dotyczace przebytych choréb i wywiadu
rodzinnego, nawykéw zdrowotnych i natogéw (palenie
tytoniu, spozywanie alkoholu), stosowanych lekow,
stezen lipidow w surowicy i wartosci hemoglobiny
glikowanej (HbA, ) (mierzonych do 6 miesiecy przed
badaniem) uzyskano retrospektywnie z dokumentacji
medycznej. Charakterystyke badanej grupy przedsta-
wiono w tabelach 1-3.
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Tabela 3. Ryzyko wzgledne wczesnego wystapienia choro-
by niedokrwiennej serca w zaleznosci od wystepowania
konwencjonalnych czynnikéw ryzyka w badanych grupach

Czynnik ryzyka OR
Palenie tytoniu w przesztosci 1,045
Palenie tytoniu obecnie 0,93
BMI < 30 kg/m? 0,7
BMI 30-35 kg/m? 1,08
BMI > 35 kg/m? 1,75
Insulinoterapia 1,24
Nadcisnienie tetnicze 1,06
HbA,. > 7% 1,11
Cholesterol frakcji LDL > 1,9 mmol/I 1,03
Pte¢ (M/K) 2,3
OR (odds ratio) — iloraz szans

Analiza genetyczna

DNA genomowe wyekstrahowano z granulocytow
i limfocytéw z prébek petnej krwi, stosujgc zestaw Kit
AxyPrepMiniprep (AXYGEN) zgodnie ze standardowym
protokotem.

Polimorfizmy gendw 9p21 (rs2383206 i rs1333049)
oraz 1925 (rs10911021) genotypowano przy uzyciu
testu do analizy SNP TagMan (Applied Biosystems).
Zgodnie z wymogami kontroli jakosci kazda 96-dotko-
wa ptytka zawierata 6 wybranych losowo duplikatow.

Analiza statystyczna

Wyniki odnoszace sie do zmiennych ciagtych przed-
stawiono jako srednie arytmetyczne + odchylenie stan-
dardowe (SD, standard deviation) lub odsetki. Ocene
normalnosci rozktadu ciggtych zmiennych oceniono,
stosujac test Shapiro-Wilka. Do oceny istotnosci sta-
tystycznej wykorzystano test t-Studenta (w przypadku
rozktadu normalnego) lub test U-Manna-Whitneya
(w przypadku rozktadu niemajgcego cech rozktadu
normalnego). Dane kategoryczne oceniono za pomoca
testu x2. Do oceny réwnowagi Hardy’ego-Wienberga
i dystrybucji genotypéw w obu podgrupach wykorzy-
stano test y2. Powigzania miedzy kazdym z genotypéw
a wczesnym poczatkiem CAD zbadano, stosujac analize
logistyczna, i oszacowano jako ilorazy szans (OR, odds
ratio) z 95-procentowym przedziatem ufnosci (Cl,
confidence interval). Utworzono modele recesywny
i dominujacy w celu oszacowania skorygowanego
i nieskorygowanego OR dla wszystkich SNP. Analize
statystyczng przeprowadzono, korzystajac z programu
Microsoft Excel dla systemu Windows v. XP. Jako prog
istotnosci statystycznej przyjeto wartosci p < 0,05.

Wyniki
Osoby badane

Do badania wtgczono 338 chorych na DM2 z CAD.
Podzielono ich na dwie grupy: pierwszg (badang), ktéra
stanowity osoby z wczesnie rozpoznang CAD [kobiety
w wieku < 65 lati mezczyzni w wieku < 55 lat (n = 180)],
i drugg — kontrolng (CAD rozpoznana u kobiet
i mezczyzn odpowiednio w wieku = 65 lati = 55 lat,
n = 158). Jak oczekiwano, sredni wiek w momencie
rozpoznania CAD byt nizszy w pierwszej grupie (51,2
+ 8,1 roku) niz w grupie kontrolnej (65,2 + 6,95 roku;
p < 0,05). W grupie pierwszej odsetek kobiet byt
istotnie wiekszy niz w grupie kontrolnej (51% vs. 31%;
p < 0,05). Zapadalno$¢ na zawat serca (MI, myocar-
dial infarction) byta podobna w obu grupach (74,7%
vs. 68,4%; p = 0,1862), lecz sredni wiek wystapienia
pierwszego Ml byt nizszy w grupie z wczesnym poczat-
kiem CAD (55,8 + 11,3 vs. 65,7 = 8,8; p = 0,00001).
Stwierdzono jednak, ze w grupie kontrolnej MI byt
czesciej pierwszym objawem klinicznym choroby ser-
ca. Nadcisnienie tetnicze wystepowato powszechnie
w obu grupach (93,3% vs. 92,9%), jednak wiek chorych
w momencie zdiagnozowania nadcisnienia byt nizszy
w pierwszejgrupie (49,6 + 8,5vs. 56,0 = 9,8, p < 0,00001).
U os6b z wczesnie rozpoznang CAD réwniez istotnie
wczesniej rozpoznawano cukrzyce (53,9 = 9,5 vs. 60,6 +
+ 9,93 roku; p < 0,00001) w poréwnaniu z grupg
kontrolng, ale sredni czas trwania cukrzycy, stosowa-
ne leczenie i liczba wstrzykniec insuliny byty podobne
w obu grupach. Nie stwierdzono réznic miedzy grupa-
mi pod wzgledem palenia tytoniu (69,9% vs. 70,8%)
ani zapadalnosci na udar moézgu (19,2% vs. 15,5%;
p = 0,36). Srednia masa ciata i obwdd talii byty niemal
takie same w obu grupach. Wykazano niewielka, lecz
statystycznie istotng réznice w zakresie wskaznika
masy ciata (BMI, body mass index) (31,2 = 4,5 cm
w grupie z wczesnie rozpoznang CAD vs. 29,9 = 4,7 cm
w grupie kontrolnej; p = 0,006), jednak nie stwier-
dzono istotnej réznicy miedzy grupami pod wzgledem
wystepowania otytosci (BMI > 30) (32,2% vs. 30,5%,
p < 0,7389). Grupy nie réznity sie rowniez istotnie pod
wzgledem stezen lipidow we krwi ani wartosci HbA, .
llorazy szans wczesnego rozwoju CAD oszacowany
dla pojedynczych czynnikéw ryzyka przedstawiono
w tabeli 3. Stwierdzono natomiast statystycznie istotne
réznice miedzy grupami pod wzgledem wystepowania
dodatniego wywiadu rodzinnego w kierunku CAD
(70,0% w grupie z wczesnie rozpoznang CAD vs. 45,6%
w grupie kontrolnej; p < 0,00001), otytosci (61,2%
vs. 49,0%; p < 0,0297), cukrzycy (51,5% vs. 28,4%,
p < 0,0023) i nadcisnienia tetniczego (77,1% vs. 47,8%;
p < 0,00001), co przedstawiono w tabeli 4.
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Tabela 4. Znaczenie dziedzicznej predyspozycji do choro-
by niedokrwiennej serca (CAD, coronary artery disease)
i choréb zwigzanych z CAD we wczesnym rozwoju CAD
u chorych na cukrzyce. Wywiad rodzinny uwaza sie za
dodatni w przypadku wystepowania choroby u krewnych
pierwszego stopnia

Grupa Grupa P
badana kontrolna
Dodatni wywiad rodzinny 70,0 45,6 < 0,00001
dotyczacy CAD (%)
Dodatni wywiad rodzinny 61,2 49,0 0,0297
dotyczacy otytosci (%)
Dodatni wywiad rodzinny 51,5 28,4 0,0023
dotyczacy cukrzycy (%)
Dodatni wywiad rodzinny 77,1 47,8 < 0,00001

dotyczacy nadcisnienia

tetniczego (%)

Analiza polimorfizmu w regionach 9p21 i 1924

Czestos¢ wystepowania alleli zwigzanych z CAD
SNP w regionie 9p21 (rs2383206 i rs1333049) oraz
w regionie 1925 (rs10911021) byty w obu badanych
grupach zgodne z prawem réwnowagi Hardy'ego-
-Weinberga.

W przypadku obu SNP w regionie 9p21 wyste-
powaty istotne réznice pod wzgledem czestosci alleli
i genotypow miedzy grupg z wczesnia rozpoznang CAD
a grupg kontrolng. Okreslony wczesniej allel ryzyka G
byt obecny w locus rs2383206 (tab. 5) u 62,4% chorych
z wczesnym poczatkiem CAD w poréwnaniu z 44%
w grupie kontrolnej (p < 0,00001). Genotyp G/G zwigzany
z ryzykiem CAD byt obecny u 39,4% oséb w grupie
z wczesnie rozpoznang CAD i 18,8% w grupie kontrol-
nej (p = 0,0001). Na potrzeby badania, na podstawie
wczesniejszych publikacji, zastosowano recesywny
model analizy SNP (GG vs. AA + AG); rdznica w cze-
stosci wystepowania genotypu miedzy grupami byta
rébwnowazna ze zwiekszonym ryzykiem wczesnej CAD

u homozygot GG (OR 2,81, 95% Cl 2,39-3,24). W anali-
zie wielozmiennowej uzyskanych danych skorygowanie
wzgledem wszystkich konwencjonalnych czynnikéw
ryzyka CVD (pte¢, otytos¢, palenie tytoniu i nadcisnienie
tetnicze w wywiadzie, stezenia lipiddw, kontrola glike-
mii) spowodowato tylko nieznacznie zmniejszenie OR
dla SNP w Jocus rs2383206 (z 2,81 do 2,58).

W przypadku oceny kolejnych SNP w regionie 9p21,
rs1333049 stwierdzono podobne réznice w czestosci
alleli (tabela 6), chociaz analize przeprowadzono
w mniejszej grupie chorych (n = 276). Allel C, ktérego
zwigzek z ryzykiem CAD zostat potwierdzony, wyste-
powat czesciej w grupie z wczesniej rozpoznang CAD
niz w grupie kontrolnej (56,3% vs. 43,4%, p = 0,0036).
Czestos¢ homozygot CC w modelu recesywnym wyno-
sita 31,6% u chorych z wczesng CAD i 17,4% w grupie
kontrolnej (p = 0,0083). W analizie regres;ji logistycznej
ryzyko wczesnego rozwoju CAD u oséb z genotypem
CC byto istotnie wyzsze (OR 2,2, 95% Cl 1,83-2,91,
skorygowany OR 1,96).

W analizie genetycznej polimorfizmu w locus 1925:
rs10911021 (zwigzanego ze szlakiem glutaminianu) nie
wykazano istotnej réznicy w czestosci alleli i genotypow
miedzy obiema grupami (dane niepublikowane).

Zaleznos¢ miedzy genotypem 9p21
a fenotypem klinicznym

Niewtasciwa kontrola glikemii u chorych na cuk-
rzyce znaczaco wptywa na ryzyko wczesnego poczat-
ku CAD zwiazane z 9p21 (ryc. 1). Odsetek chorych,
u ktoérych wartosdci HbA, _ przekraczaty 7% i wystepowat
genotyp ryzyka G/G, wynosit 41,3% w grupie pacjentow
z wczesnie rozpoznang CAD i tylko 15,9% w grupie
kontrolnej (p = 0,0011). Nie stwierdzono jednak staty-
stycznie istotnej réznicy miedzy czestoscig genotypu GG
w obu grupach a niskimi wartosciami HbA, . wynosza-
cymi ponizej 7% (31,6% vs. 22,9; p = 0,4039). Wartos¢
OR okreslajaca ryzyko wczesnej CAD u homozygot GG
zHbA, _powyzej 7% wynosita 3,73, natomiast catkowity
OR (oceniany niezaleznie od wartosci HbA, ) wynosit

Tabela 5. Rozktad genotypdw i czestos¢ wystepowania alleli genu rs2383206 z oceng ilorazu szans (OR, odds ratio)

wczesnego rozwoju choroby niedokrwiennej serca (CAD, coronary artery disease) u nosicieli allelu ryzyka [OR w modelu

recesywnym (GG vs. AA+AG)]

rs2383206 Grupa badana Grupa kontrolna OR 95% ClI Skorygowany OR*
(n = 170) (%) (n = 149) (%)

AA 14,7 30,9 0,0005 04

AG 45,9 50,3 0,4270 0,8

G/G 39,4 18,8 0,0001 2,8 2,39-3,24 2,57

*Skorygowane wzgledem: ptci (K/M); nadcisnienia tetniczego (T/N); stezenia cholesterolu catkowitego < 4,5; stezenia cholesterolu frakeji LDL > 1,9; stezenia
cholesterolu frakcji HDL < 1,0; stezenia triglicerydow = 1,7; wskaznika masy ciata = 35/< 35 kg/m?; palenia tytoniu obecnie (T/N); wartosci HbA, _ (= 7%)
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Tabela 6. Rozktad genotypow i czestos¢ wystepowania alleli genu rs1333049 oraz ocena ilorazu szans (OR, odds ratio)
wczesnego rozwoju choroby niedokrwiennej serca (CAD, coronary artery disease) u nosicieli allelu ryzyka [OR w modelu
recesywnym (CC vs. GG+CG)]

rs1333049 Grupa badana Grupa kontrolna o] OR 95% ClI Skorygowany OR*
(n = 136) (%) (n = 121) (%)

G/G 19,1 30,6 0,54

/G 49,3 52,1 0,89

C/C 31,6 17.4 0,0083 2,2 1,83-2,58 1,97

*Skorygowane wzgledem: pici (K/M); nadcisnienia tetniczego (T/N); stezenia cholesterolu catkowitego < 4,5; stezenia cholesterolu frakcji LDL > 1,9; steze-
nia cholesterolu frakcji HDL < 1,0; stezenia triglicerydow > 1,7; wskaznika masy ciata > 35/<35 kg/m?; palenia tytoniu obecnie (T/N); wartosci HbA, _ (= 7%)

2,81 (tab. 6). Nizsze wartosci HbA, (< 7%) wigzaty sie
ze zmniejszeniem OR wczesnego rozwoju CAD zalez-
nego od genotypu do 1,56. Genotyp G/G wystepowat
czesciej u chorych z wczesng CAD i ztym wyréwnaniem
glikemii (31,6%) niz u 0séb z péznym poczatkiem CAD
i dobra kontrola glikemii (HbA, < 7%) (22,9%), jednak
réznica ta nie osiggneta poziomu istotnosci statystycznej
(p = 0,403). Co ciekawe, u chorych z BMI = 30
i genotypem G/G w locus rs2383206 ryzyko wzgledne
wczesnego rozwoju CAD (OR 1,57) w analizie regresji
logistycznej byto nizsze niz u oséb nieotytych (OR 2,96)
(ryc. 2).

Dyskusja

Na znaczenie polimorfizmu genéw w patogene-
zie CVD zwracano uwage od czasu opublikowania
pierwszych wynikéw GWAS [4, 5]. W niniejszym ba-
daniu skupiono sie na 3 polimorfizmach w opisanych
wczesniej regionach ludzkiego genomu zwigzanych
ze zwiekszonym ryzykiem CAD w populacji ogélnej
i u chorych na cukrzyce: 9p21i 1925 [16, 19, 21, 22],
poszukujac korelacji tych polimorfizméw z wczesnym
poczatkiem CAD.

Znaczenie regionu 9p21 w patogenezie CVD okre-
slono w 2007 roku [4, 5], a nastepnie potwierdzono
w wielu badaniach genetycznych zaréwno w populacji
0golnej, jak i wyselekcjonowanych grupach chorych
(np. osoby z cukrzyca lub reumatoidalnym zapaleniem
stawow) [6, 7, 23]. W przedstawionym badaniu auto-
rzy wykazali, ze dwa znane wczesniej polimorfizmy
w regionie 9p21 (rs2383206 i rs1333049) odgrywaja
wazng role we wczesnym rozwoju CAD u mtodszych
chorych na cukrzyce. U nosicieli allelu ryzyka wykazano
w analizie regresji logistycznej wyzsze ryzyko wczesnej
CAD w przypadku obu SNP. Wartosci OR powyzej 2,5
zwigzane z locus rs2383206 locus i powyzej 2,0 dla
locus rs1333049, po skorygowaniu wzgledem znanych
klasycznych czynnikéw ryzyka w modelu regresji logi-
stycznej, wskazywaty na silng korelacje loci w regionie
9p21 z wezesnym poczatkiem CAD. Obserwacje auto-

Grupa chorych  HbA, > 7% HbA,. < 7%

Rycina 1. Ryzyko wczesnego rozwoju choroby niedokrwiennej
serca u nosicieli genu GG rs23803206 ze zfg kontrolg glikemii
(HbA,_ = 7%)

BMI < 30 BMI > 30

Grupa chorych

Rycina 2. Ryzyko wczesnego rozwoju choroby niedokrwien-
nej serca u nosicieli genu GG rs23803206 w zaleznosci
od wartosci wskaznika masy ciata (BMI, body mass index)
< 30 kg/m? i = 30 kg/m?

réw potwierdzajg dane opublikowane wczesniej przez
Doria i wsp. na temat wptywu SNP w regionie 9p21 na
rozwoj CAD u chorych na cukrzyce [24]. S one rowniez
zgodne z wczesniejszymi doniesieniami na temat roli
regionu 9p21 w progresji zmian w naczyniach wien-
cowych, poniewaz u pacjentéw, u ktérych wystepuja
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allele ryzyka, objawy CAD obserwuje sie wczesniej niz
u oséb niebedacych ich nosicielami [25, 26]. Dane do-
tyczace zwiekszonego ryzyka Ml u nosicieli tych alleli
w regionie 9p21 sg sprzeczne — niektdrzy autorzy, np.
Zhang [27], Saleheen [28] i Abdullah [25], wykazali
powiazania z przedwczesnym MI. W niniejszym bada-
niu nie zaobserwowano istotnie wyzszej zapadalnosci
na Ml u chorych z wczesnym poczatkiem CAD. Ta
obserwacja jest zgodna z wynikami uzyskanymi przez
innych autoréw [29, 30, 32, 33], ktorzy nie znaleZli
zwigzku miedzy wczesnym MI a polimorfizmami
w regionie 9p21. Réznice w wynikach poszczegdlnych
badan w odniesieniu do korelacji miedzy genotypem
ryzyka a zapadalnosciag na Ml moga sugerowacd, ze
w regionie 9p21 wystepuja dwa odrebne haplobloki:
.pro-aterogenny” (zawierajacy rs2383206 i rs1333049),
zwigzany z podatnoscig na CAD, oraz ,, prozakrzepowy”
zwigzany z ryzykiem MI [37]. Potencjalne korelacje
miedzy genotypem a zapadalnoscig na MI mogty miec
wplyw na wyniki retrospektywnej analizy autorow
poprzez ,efekt przetrwania”, poniewaz Ml jest najpo-
wazniejszym nastepstwem CAD zwigzanym z wysokg
Smiertelnoscig. W niniejszym badaniu sredni wiek
w chwili wystgpienia pierwszego Ml byt nizszy w grupie
z wczesnie rozpoznang CAD, a réznica ta byta istotna
statystycznie (55,8 +11,3 vs. 65,7 + 8,8; p < 0,0001),
jednak zapadalnos¢ na MI byta podobna w obu gru-
pach. Smiertelno$¢ chorych z Ml wiaze sie z wieloma
dodatkowymi czynnikami, na przyktad stanem ogdélnym
i wiekiem chorego, ale réwniez z rozlegtoscig zawatu.
Zdaniem autoréw u mtodszych pacjentéw, u ktérych
progresja zmian miazdzycowych przebiega szybciej
(z uwagi na predyspozycje genetyczng) i u ktérych szan-
se na wytworzenie skutecznego krazenia obocznego sg
mniejsze, ryzyko nagtego zgonu w trakcie pierwszego
MI moze by¢ wieksze. Dlatego raczej nie nalezy ocze-
kiwac ,efektu przetrwania” w grupie nosicieli allelu
ryzyka, konieczne s jednak dalsze prospektywne ba-
dania w celu potwierdzenia tej hipotezy.

Doktadny mechanizm dziatania SNP w regionie
9p21 w rozwoju CAD nie zostat w petni wyjasniony,
poniewaz najistotniejszy allel ryzyka w tym regionie
jest zlokalizowany w nonsensownym niekodujgcym
RNA Jocus INK4 (zwanym ANRIL) [34]. Ten obszar
genomu moze petni¢ funkcje regulatorowa ekspresji
inhibitoréw kinaz zaleznych od cyklin kodowanych
przez geny CDKN2A i CDKN2B oraz kontroli cyklu
komérkowego i proliferacji komérek [35]. Hamujacy
wptyw regionu 9p21 na inhibitory kinaz kodowane
w chromosomie 9 moze by¢ réwniez posrednio zwig-
zany ze szlakiem interferonu gamma/STAT1 (poniewaz
allel ryzyka w regionie 9p21 jest w nieréwnowadze
sprzezen z dwoma SNP wystepujacymi w miejscu

wigzania czynnika transkrypcyjnego STAT1). Niemniej
zwigzana z regionem 9p21 podatnos¢ na CVD zalezy
od innych czynnikdw ryzyka, na przyktad nadcisnienia
tetniczego czy stezenia cholesterolu. Z tego wzgledu
region 9p21 wydaje sie dobrym celem dla nowych te-
rapii w CAD lub udarze mézgu, zwtaszcza biorgc pod
uwage czeste wystepowanie alleli ryzyka w populacji
0sOb rasy kaukaskiej (~75%) i wsréd Azjatéw [36].
Sposréd wszystkich analizowanych czynnikéw ryzyka
wystepowanie homozygot GG (rs2383206) wigze sie
z najwyzszym OR (tab. 3). Réwniez skorygowanie
wzgledem znanych czynnikéw ryzyka w modelu regresji
logistycznej nie powoduje zmiany OR oszacowanego
dla poszczego6lnych SNP w regionie 9p21, co sugeruje
niezalezny, szczeg6lny mechanizm dziatania loci 9p21
w rozwoju przedwczesnej CAD.

Autorzy niniejszej pracy zidentyfikowali réw-
niez zaburzenia metaboliczne mogace wptywaé na
ryzyko wczesnej CAD zwigzane z regionem 9p21.
Niekorzystne oddziatywanie biologiczne rs2383206
na rozwoj CAD moze by¢ znacznie nasilone u cho-
rych ze ztg kontrolg glikemii (ryc. 1). Te obserwacje
pokrywaja sie z doniesieniami Doria i wsp. dotycza-
cymi znaczenia czynnikdédw genetycznych i metabo-
licznych w patogenezie CAD w przebiegu cukrzycy
[24]. Ponadto autorzy zaobserwowali, ze negatywny
wptyw polimorfizmu w regionie 9p21 na wczesny
poczatek CAD u chorych na cukrzyce jest szczegdl-
nie wyrazny u oséb nieotytych (BMI < 30 kg/m?).
Biorac pod uwage, ze otytos¢ jest czynnikiem ryzyka
zaréwno cukrzycy, jak i CAD (rowniez w analizowanych
grupach OR wynosit 1,57), wydaje sie zaskakujace,
ze osoby z optymalng lub suboptymalng masa ciafa
moga by¢ bardziej podatne na wczesny rozwoj CAD
(ryc. 2). To pokazuje, ze otytos¢ i predyspozycja do
CAD zwiazana z regionem 9p21 sg niezaleznymi czyn-
nikami ryzyka miazdzycy tetnic wiencowych, a takze
sugeruje, ze niekorzystny wptyw nosicielstwa obu alleli
ryzyka w regionie 9p21 jest bardziej widoczny u oséb
nieotytych. Ponadto obserwacja ta moze swiadczy¢
o tym, ze genetyczne czynniki ryzyka sq wazniejsze
niz czynniki metaboliczne i ze nalezy je uwzglednié
w skalach oceny ryzyka.

Oprécz regionu 9p21 w badaniu analizowano
réwniez inny polimorfizm w chromosomie 1 zwigzany
z ryzykiem CAD: rs10911021 [19, 37]. Nie stwierdzono
zwigzku miedzy polimorfizmem w locus rs10911021
w regionie 1925 a ryzykiem przedwczesnej CAD. Ak-
tywnos¢ genu GLUL (regulator ekspresji ligazy glutami-
nianu amonowego) zlokalizowanego w regionie 1q25
jest swoiscie i wybidrczo zwigzana z ryzykiem CAD
w cukrzycy [19, 20]. Dlatego rs10911021 wydawat sie
dobrym kandydatem do badania. Nie udato sie jednak
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wykazac¢ réznic w czestosci wystepowania alleli ani
genotypow miedzy grupg badang a grupa kontrolna.
By¢ moze brak réznic jest spowodowany po prostu
tym, ze wszyscy wiaczeni do badania pacjenci sg chorzy
na DM2, a zwigzana z regionem 1g25 predyspozycja
do CAD moze zaleze¢ od binarnej kombinacji alleli.
Dlatego fenotyp zwigzany z SNP rs10911021 moze
determinowad zapadalnos¢ na CAD, ale nie wptywac
na czas jej wystgpienia.

Mocng strong badania byty sciste kryteria doboru
badanej préby — polska populacja chorych na DM2 ze
wspotistniejgcg CAD — oraz wartos¢ p dla powigzan.
Metoda genotypowania TagMan z zastosowaniem za-
projektowanych wczesniej primeréw charakteryzuje sie
wiarygodnoscia, a duplikaty umozliwiaja potwierdzenie
dokfadnosci wynikéw. Jednak niniejsze badanie ma
réwniez pewne ograniczenia, na przyktad stosunkowo
mata liczebnos¢ préby (umozliwiajaca identyfikacje
bardziej swoistych podgrup i wykonanie dalszych analiz
genetycznych w okreslonych kohortach) oraz réznice
w proporcji mezczyzn i kobiet (co zdaniem autoréw
mozna zignorowac, poniewaz kryteria wtaczenia byty
odmienne w zaleznosci od pfci). Oceniajac jego rezul-
taty, nalezy réwniez pamietac o tym, ze analizy miaty
charakter retrospektywny. Jak wspomniano wczesniej,
raczej nie nalezy oczekiwad ,efektu przetrwania”
w kontekscie uzyskanych wynikéw. Pewien wptyw na
nie mogly miec inne ograniczenia swoiste dla badan
retrospektywnych, na przyktad ciggte zmiany stan-
dardéw medycznych rozpoznawania i leczenia obu
choréb, a takze poprawa stanu zdrowia pacjentow
w nastepnie wczesnego wdrozenia leczenia DM2 i CAD
obserwowana w ostatnim dziesiecioleciu. Nalezy to
réwniez brac¢ pod uwage, interpretujac przedstawione
przez autoréw dane.

Podsumowujac, autorzy potwierdzili znaczenie
regionu 9p21 jako waznego czynnika ryzyka CAD
u chorych na DM2. Stwierdzono silny zwigzek mie-
dzy czestoscia SNP (GG w przypadku rs2383206 i CC
w przypadku rs1333049) a ryzykiem wczesnego poczatku
CAD. Predyspozycja genetyczna zwigzana z regionem
9p21 jest niezalezna od innych znanych czynnikéw
ryzyka ocenianych u uczestnikéw badania. Ponadto
wptyw polimorfizmoéw w regionie 9p21 ulega nasileniu
w przypadku ztej kontroli glikemii (HbA,_ > 7%) i wy-
daje sie szczegdlnie wyrazny u chorych z prawidtowym
lub nieznacznie podwyzszonym BMI (< 30 kg/m?).
Poniewaz wystepowanie polimorfizméw to czynnik
stabilny/staty, niezmieniajacy sie w ciggu catego zycia,
genotypowanie pozwolitoby zidentyfikowaé grupe
chorych, u ktérych szczegdlnie zalecane bytyby leczenie
profilaktyczne i modyfikacja stylu zycia. W zwiagzku
z tym, ze dane na temat genetycznej podatnosci na

CVD sg znane juz od pewnego czasu, dodanie nawet
jednego, dobrze scharakteryzowanego polimorfizmu
do skali oceny ryzyka CAD moze istotnie zwiekszyc ich
wartos¢ prognostyczng i doktadnosc.
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