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1. WSTEP

1.1. Cukrzyca

Zgodnie z definicjq zaproponowang przez éwiatowq Organizacje Zdrowia (WHO)
w 1999 roku, mianem cukrzycy okresla sie zaburzenia metabolizmu o ztozonej
etiologii, charakteryzujgce sie przewlekta hiperglikemig z towarzyszacymi
zaburzeniami metabolizmu weglowodanodw, ttuszczy i biatek, bedacg skutkiem
defektu wydzielania insuliny, dziatania insuliny lub obydwu tych procesow
jednoczesnie. Klasyfikacja cukrzycy, zaproponowana w roku 1999 uwzglednia
cukrzyce typu 1, cukrzyce typu 2, szereg innych podtypéw cukrzycy oraz
cukrzyce cigzowq [43].

Cukrzyca (gtéwnie typu 1), przed era wprowadzenia insuliny, byta chorobg
Smiertelng, gtdwnie z powodu powiklan o charakterze ostrym (kwasica
metaboliczna ze S$piqczka hiperglikemiczng). Stanowita takze gtéwna przyczyne
zwiekszonej S$miertelnosci z powodu nieuchronnego i przyspieszonego rozwoju
powikfan naczyniowych o charakterze mikro- oraz makroangiopatii. Powiktania
te, ktore sg efektem przewlektej ekspozycji srédbtonka naczyn na podwyzszone
stezenie glukozy, prowadza do jego uszkodzenia a nastepnie niewydolnosci.
Zmiany w naczyniach obwodowych o charakterze nasilonej aterogenezy w
obrebie naczyn krwionosnych sa przyczyng nieodwracalnego uszkodzenia
narzadu wzroku, rozwoju schytkowej niewydolnosci nerek oraz nadci$nienia
tetniczego. Uszkodzenie w obrebie naczyn konczyn dolnych jest przyczynag
rozwoju zespotu stopy cukrzycowej, ktéra z kolei stanowi gtdwng przyczyne
amputacji konczyn. Rozwodj miazdzycy naczyn wiencowych jest podstawg choroby
niedokrwiennej serca [39]. Z powodu niekorzystnych nastepstw przewlektych
powikfan cukrzycy, duzy nacisk ktadzie sie obecnie na mozliwos¢ prewencji ich
rozwoju, intensyfikujgc leczenie chorego na cukrzyce. Leczenie chorego na
cukrzyce, poza prawidlowym wyrdwnaniem metabolicznym, powinno obejmowac
zwalczanie wszystkich czynnikdéw ryzyka rozwoju odlegtych powiktan tej choroby.
Stwierdzenie, ze chorzy umierajacy na cukrzyce majq uszkodzong trzustke
nastgpito w XIX wieku, a w roku 1869 Paul Langerhans opisat obszary w obrebie
tego narzadu o charakterystycznym wyspowym rozmieszczeniu, nie wiedzac, ze
komorki w tych wyspach wydzielajg insuline. Fakt, ze bezwzgledny niedobdr
insuliny prowadzi do rozwoju cukrzycy stwierdzili w 1889 roku Oskar Minkowski
oraz Joseph von Mering. W badaniach na psach wykazali, ze pozbawienie

zwierzecia trzustki, powoduje rozwdj objawdw identycznych, jak u ludzi z



cukrzycg. Rok 1921 okazat sie przetomowy dla chorych na cukrzyce oraz
klinicystow. W roku tym chirurg Francis Banting oraz jego student Charles Best,
w laboratoriach Jamesa MaclLeoda, wykazali, ze podawanie wyciqgu z komoérek
wyspowych powoduje redukcje objawdéw cukrzycy u ludzi. Wyciag ten nazwano
insuling. W roku 1954 Frederick Sanger ustalit sekwencje aminokwasowg
insuliny, a nastepnie zsyntetyzowano jg chemicznie. W 1982 zaakceptowano
insuline uzyskang metodami inzynierii genetycznej do leczenia cukrzycy u ludzi.
Odkrycie insuliny a nastepnie szybkie jej upowszechnienie na catym swiecie dato
doskonate narzedzie do leczenia tej choroby. Stworzono realne mozliwosci nie
tylko zredukowania $miertelnosci z powodu ostrych powiktan cukrzycy, ale takze
wielu chorym dano szanse na zahamowanie rozwoju odlegtych jej powiktan.
Wobec rozwoju zrozumienia patofizjologii wydzielania insuliny przez trzustke
zdrowego cztowieka, mozliwe stato sie wprowadzenie do powszechnego uzytku
coraz doskonalszych generacji insulin, ktérych schematy stosowania przez
chorych nasladujg naturalny model jej wydzielania. Wprowadzenie do leczenia
srodkow technicznych takich jak osobiste glukometry (pierwszy model
wprowadzono do uzycia klinicznego w roku 1969), umozliwito lepszg i mniej
ucigzliwg dla chorego kontrole wyréwnania metabolicznego. Okres zycia chorego
z cukrzycq zaczat by¢ porownywalny z okresem osoby zdrowej.

W 1989 roku pod egidg WHO oraz Miedzynarodowej Federacji Diabetologicznej
(IDF) odbyto sie w miejscowosci St. Vincent we Wtoszech spotkanie ekspertéw z
zakresu diabetologii z catego Swiata. Efektem tego spotkania byto opracowanie
dokumentu znanego dzi§ jako Deklaracja z St. Vincent. Zaktada on
wprowadzenie kompleksowych dziatan majacych na celu zmniejszenie
Smiertelnosci oraz powiktan chorobowych wystepujacych u oséb chorujgcych na
cukrzyce, a takze poprawe komfortu ich zycia. W poszczegdlnych punktach tego
dokumentu zapisano cele, do ktorych nalezy dazy¢é w diagnostyce i leczeniu
chorych na cukrzyce: zredukowanie wystepowania retinopatii cukrzycowej
prowadzacej do utraty wzroku, wystepowania schytkowej niewydolnosci nerek,
zespotu stopy cukrzycowej, amputacji i choroby niedokrwiennej serca. Warto
podkresli¢, iz punkt 5 Deklaracji zakfada poprawe opieki potozniczej nad
ciezarnymi chorujacymi na cukrzyce oraz dazenie do zblizenia wyniku
pofozniczego w tej grupie pacjentek, do wyniku potozniczego pacjentek zdrowych
[31].



1.1.1. Wptyw cukrzycy na przebieg ciazy

Cigza powikfana cukrzycg stanowi problem interdyscyplinarny, angazujacy
wielospecjalistyczny zespdt obejmujacy potoznika, diabetologa, dietetyka oraz
psychologa. Ciezarna chorujgca na cukrzyce powinna by¢ leczona i kontrolowana
w osrodku referencyjnym, gdyz zaburzenia gospodarki weglowodanowej majqg
wptyw zardwno na ciezarng, jak i na rozwijajacy sie ptéd. Niewtasciwie
kontrolowana cukrzyca w okresie organogenezy u ptodu oraz w okresie
przedkoncepcyjnym skutkuje wiekszym ryzykiem wystgpienia wady u ptodu lub
jego obumarcia we wczesnej cigzy, bowiem znaczna hiperglikemia w pierwszym
trymestrze cigzy moze dziata¢ teratogennie na rozwijajacy sie zarodek [67]. W
wielu badaniach klinicznych i doswiadczalnych wskazano, ze wraz ze wzrostem
odsetka hemoglobiny glikowanej dochodzi do czestszego wystepowania wad
wrodzonych u ptodu [68]. Z kolei brak prawidtowego wyréwnania metabolicznego
w pozniejszym okresie cigzy, moze skutkowa¢ nadmiernym wzrastaniem ptodu
(makrosomia, LGA), organomegalia, obumarciem wewnatrzmacicznym oraz
zaburzeniami metabolicznymi u noworodka po porodzie [139]. U ciezarnych
natomiast, dochodzi czesciej niz w grupie kontrolnej do rozwoju nadci$nienia
tetniczego, stanu przedrzucawkowego, porodu przedwczesnego oraz do rozwoju i
progresji zmian naczyniowych [58]. Dlatego w chwili obecnej, ktadzie sie
szczegllny nacisk na odpowiednie przygotowanie ciezarnej do zajscia w cigze.
Nalezy dazy¢ do optymalizacji wyrdwnania metabolicznego w okresie
przynajmniej 3-miesieczym, poprzedzajagcym koncepcje. Za optymalny dla ptodu
uznaje sie obecnie odsetek HbA;c. <6.1% a Sredni dobowy poziom glikemii okoto
95 mg/dl [163]. Osiggniecie tych rezultatow, w wiekszosci przypadkéw staje sie
mozliwe po wdrozeniu u pacjentki tzw. intensywnej insulinoterapii obejmujacej
wprowadzenie wielokrotnych iniekcji insuliny w ciggu doby, badz osobistej pompy
insulinowej. Udowodniono, ze optymalizacja leczenia cukrzycy sprzyja redukcji
wystepowania wad u ptodu, a nowoczesne sposoby leczenia pozwalajg na
osiggniecie wyniku potozniczego i $miertelnosci matek zblizonych do wyniku
obserwowanego w populacji ciezarnych zdrowych [41, 98]. Nalezy zwrdcic
uwage, iz optymalizacja leczenia cukrzycy, oznacza uzyskanie u ciezarnej
stosunkowo niskich srednich wartosci glikemii w ciggu doby, co wigze sie u nich
ze wzrostem ryzyka epizoddéw hipoglikemii. W celu obnizenia ryzyka ich
wystepowania oraz unikniecia ich potencjalnych skutkéw dla matki i ptodu,

integralnym elementem nadzoru staje sie edukacja i samokontrola glikemii przez
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ciezarng oraz stosowanie odpowiedniej diety. W Tabeli | przedstawiono kryteria
prawidlowego wyrédwnania gospodarki weglowodanowej w cigzy powiktanej
cukrzyca. Kryteria te obejmujq zalecone wartosci glikemii w ciggu dnia i w nocy,
oraz odsetka hemoglobiny glikowanej, bedacej odzwierciedleniem kontroli
metabolicznej w okresie 3-miesiecznym.

Tabela I. Kryteria optymalnego wyréwnania metabolicznego u ciezarnej [163].

Na czczo Po positku

(mg/dI/mmol/ly 60-90/3,3-5,0 (mg/dI/mmol/l) <120/6,7

Przed positkiem w Pomiedzy 2.00-
ciqgu dnia 60-90/3,3-5,0 4.00 w nocy >60/3,3
gmg/dllmmolll) (mg/di/mmol/1)
Srednia dobowa
glikemia 95/5,3 Odsetex Hbfc <6,1
(mg/dl/mmol/l) (%0)

1.1.2. Wptyw ciazy na przebieg cukrzycy

Cigza u pacjentki chorej na cukrzyce przedcigzowg moze stanowic¢ czynnik ryzyka
wystgpienia lub progresji zmian naczyniowych uprzednio istniejacych [127]. Ttem
powiktan naczyniowych charakterystycznych dla cukrzycy jest mikroangiopatia,
ktérej cechy obserwuje sie w naczyniach nerek (nefropatia) oraz naczyniach dna
oka i siatkéwki (retinopatia). Postuluje sie role czynnikdw zapalnych (CRP,
interleukina-6, V-CAM-1) oraz hiperglikemii, ktdérych podwyzszenie stezenie w
trakcie cigzy moze indukowac progresje zmian naczyniowych na dnie oka,
natomiast nie udowodniono roli takich czynnikéw angiogennych, jak
angiopoetyna 1 i 2, sVEGF, hVEGF-A [87, 88]. Ponadto nizsza aktywnos¢ uktadu
renina-angiotensyna (RAS) i zwigzany z nig hiperdynamiczny przeptyw krwi przez
naczynia dna oka w cigzy moze wptywac¢ na ich stan po rozwigzaniu [89]. U
niektorych pacjentek, pomimo optymalnego wyréwnania metabolicznego w
trakcie cigzy, moze dojs¢ jednak do pogorszenia sie istniejgcych uprzednio zmian
na dnie oka, a takze do rozwoju nowych zmian, zwiaszcza pod postacig
makulopatii, czy obrzeku plamki. Zmiany te niekorzystnie wptywajg na stan
narzadu wzroku. W pracy McCance’a opisano przypadek trwatego pogorszenia sie
wzroku oraz funkcji nerek, ktére nie ulegty poprawie w okresie 2 lat po
rozwigzaniu, jednakze takie przypadki pozostajg w mniejszosci [96]. W innym
badaniu, ktére obejmowato 139 kobiet ciezarnych z cukrzycg typu 1 stwierdzono,
ze postep retinopatii dotyczyt tylko 5% ogétu ciezarnych, u ktorych czas trwania
cukrzycy byt dtuzszy niz 10 lat, z istniejgcymi juz przed cigzg zmianami [146]. U

wiekszosci pacjentek obserwuje sie takze samoistng regresje zmian
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naczyniowych po zakonczeniu cigzy, zwilaszcza, jesli mialy one charakter
retinopatii nieproliferacyjnej [138, 127]. Dowodzi tego badanie réwniez badanie
DCCT: po 12-miesigcach od rozwigzania, nie zaobserwowano istotnej
statystyczne rdéznicy w obecnosci tych zmian u pacjentek, ktére nie rodzity, w
poréwnaniu do grupy ciezarnych [32].

Obecnos$¢ retinopatii przed cigza, zwiaszcza retiopatii proliferacyjnej (klasa R
cukrzycy wg White), wymaga oceny stopnia jej nasilenia przed zajsciem w cigze i
wdrozenia leczenia. Natomiast w sytuacji, gdy w procesie diagnostycznym, z
roznych przyczyn, pominieto etap planowania cigzy, a w trakcie jej trwania
wykryto retiopatie proliferacyjng, zabiegi laseroterapii, jesli okulista je zleci,
powinny by¢ wykonane w trakcie jej trwania. Optymalna kontrola glikemii, a
zwilaszcza unikniecie gwalttownych wahan poziomu glukozy oraz kontrola
cisnienia tetniczego, ma kluczowe znaczenie w zredukowaniu ryzyka pogorszenia
sie stanu dna oka [61].

Kluczowym zadaniem zespotu opiekujacego sie chorg z cukrzycg jest ocena
nasilenia zmian naczyniowych, jeszcze przed zajsciem pacjentki w cigze. Stanowi
to bowiem ewentualng podstawe do odradzania planowania rozrodu.

Nefropatie u ciezarnej z cukrzycg definiuje sie, jako obecnos¢ biatkomoczu przed
cigzg lub w trakcie jej trwania, na poziomie 300mg/dl w dobowej zbiérce [163].
Badania dotyczace wptywu cigzy na funkcje nerek u ciezarnej z cukrzyca sq
niejednoznaczne. Chore ze znamiennym biatkomoczem oraz nadciSnieniem
tetniczym przed cigza, znajduja sie w grupie ryzyka trwatego pogorszenia sie
funkcji nerek po zakonczeniu cigzy; w niektérych przypadkach wymagajg one
leczenia nerkozastepczego — hemodializ lub dializ otrzewnowych [11].
Zaobserwowano pogorszenie funkcji nerek w trakcie trwania cigzy, zwtaszcza u
ciezarnych z diugoletnia cukrzycg, ktéore we wczesnym etapie cigzy
manifestowaty biatkomocz (klasa F wg white), z podwyzszonym wyjSciowym
stezeniem kreatyniny >1.4mg/dl, u ktérych w trakcie cigzy doszto do rozwoju
stanu przedrzucawkowego. U tych ciezarnych w 40% doszio do trwatego
pogorszenia fukcji nerek, tacznie z koniecznoscig zastosowania leczenia
nerkozastepczego w okresie 5-57 miesiecy po rozwigzaniu [115]. Sytuacje te
dotyczg jednak grupy pacjentek ze znaczaco wyjsciowo obnizonymi parametrami
funkcji nerek.

W badaniach obejmujacych grupy ciezarnych z zachowang prawidtowg funkcjq

nerek i prawidlowymi ich parametrami filtracyjnymi przed cigzg, nie
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zaobserwowano istotnego pogorszenia sie ich funkcji po rozwigzaniu, a wiec
odlegty wptyw cigzy na progresje zmian naczyniowych nie zostat potwierdzony
[124]. Progresja nefropatii po cigzy, mierzona nasileniem mikroalbuminurii, nie
zostata tez potwierdzona w badaniu DCCT [32]. Ze wzgledu na zaawansowanie
zmian naczyniowych w dtugoletniej cukrzycy, istnieje grupa pacjentek, ktérym
odradza sie zajscie w cigze, gtéwnie z powodu ryzyka wystgpienia potencjalnie
Smiertelnych powiktan dla matki. Sgq to chore z klinicznie jawng chorobe
niedokrwienng lub po zawale serca (klasa H wg White), z nieustabilizowanym,
niepoddajacym sie leczeniu nadcisnieniem tetniczym, z zaawansowang nefropatiq
manifestujacq sie poziomem kreatyniny w osoczu krwi zylnej >2.75mg/dl (250
pmol/l) oraz klinicznie z zespotem nerczycowym. Do tej grupy mozna takze
zaliczy¢ chore z klinicznie jawng neuropatia autonomiczng manifestujaca sie np.
gastroparezg [163]. Opisywano jednak przypadki pomysinego zakonczenia cigzy
u pacjentek dializowanych z powodu niewydolnosci nerek w przebiegu nefropatii
cukrzycowej [149, 64]. Stad ostateczng decyzje o zajsciu w cigze, po jej
poinformowaniu pozostawiamy ciezarnej.

1.2. Nadcis$nienie tetnicze w ciagzy

Nadcisnienie tetnicze w cigzy wystepuje u okoto 7-10% ciezarnych i stanowi
czynnik ryzyka powiktan okotoporodowych zaréwno dla matki jak i dla ptodu [1,
148]. Za nadcisnienie tetnicze w cigzy przyjeto sytuacje, w ktdrej u ciezarnej po
2-krotnym pomiarze cisnienia krwi w odstepie 6-godzinnym, uzyskano wartosci
rbwne lub przekraczajace 140/90mmHg [1]. W Tabeli 1l przedstawiono
obowigzujgcg obecnie klasyfikacje nadciSnienia tetniczego w cigzy wg
Europejskiego Towarzystwa Nadcisnienia Tetniczego (ESH 2007) oraz
Europejskiego Towarzystwa Kardiologicznego (ESC 2007) [1].

Tabela |l. Klasyfikacja nadcisnienia tetniczego w cigzy (ESH/ESC 2007) [1].

Nadcisnienie przewlekte Istniejace przed cigza lub rozwijajace sie przed 20 t.c,
(PNT) nie ustepuje po porodzie, przebiegajace z biatkomoczem

Nadcisnienie cigzowe (NIC) Rozwija sie po 20t.c., ustepuje po 42 dniach po
porodzie, przebiega bez biatkomoczu

Stan przedrzucawkowy Rozwija sie po 20t.c., ustepuje po 42 dniach po
(PE) porodzie, przebiega z biatkomoczem >300mg/24h
Rzucawka (E) Napad drgawek toniczno-kloniczych u ciezarnej z

nadci$nieniem tetniczym, nie zwigzany z innymi
chorobami przebiegajagcym z drgawkami

Nadcisnienie przewlekte z Istniejace przed cigza lub rozwijajace sie przed 20 t.c,
natozonym stanem nie ustepuje po porodzie, przebiegajace z biatkomoczem
przedrzucawkowym wystepujgcym po 20t.c.

Nadci$nienie nieokreslone Brak okreslenia poczatku wystgpienia nadcisnienia,
przed porodem konieczna weryfikacja 42 dni po porodzie
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W Tabeli 111 przedstawiono podziat nadcisnienia tetniczego w cigzy w zaleznosci

od czasu jego wystgpienia oraz obecnosci lub braku biatkomoczu [13].

Tabela 11l. Uproszczony schemat klasyfikacji nadcisnienia tetniczego w cigzy, w
zaleznosci od czasu jego wystapienia oraz obecnosci biatkomoczu [13].
> cr .. .
c Nadcisnienie tetnicze
o . Stan
o) przewlekte z natozonym
o Przedrzucawkowy
N O stanem przedrzucawkowym
S
£
R
® 2 . . L o
0 S Nadcisnienie tetnicze Nadcisnienie tetnicze indukowane
£ przewlekte cigzg
Q
Z
20 tydzien cigzy po 20 tygodniu cigzy

Czas trwania cigzy w momencie wystgpienia nadcisnienia tetniczego

Etipatogeneza stanu przedrzucawkowego nie jest jednoznacznie okreslona.
Postuluje sie role zmniejszonego przeptywu tozyskowego, bedacego skutkiem
niepetnej inwazji trofoblastu w Sciany tetnic spiralnych, w rozwoju tego
powiktania [44, 153]. Inwazja trofoblastu obejmuje liczne interakcje pomiedzy
cytokinami, enzymami, molekutami adhezyjnymi (VCAM-1, ICAM-1) i
naczyniowym czynnikiem wzrostu (sSVEGF), ptytkowym czynnikiem wzrostu
(PDGF), ktoérych koncowym efektem jest przebudowa naczyn z wysokooporowych
na niskooporowe [90]. Ma to na celu przystosowanie macicy do zwiekszonego
przeptywu krwi w trakcie cigzy [90, 91]. Postulowana jest takze rola czynnikéw
genetycznych, polimorfizmow genow-kandydatow, takich jak gen
angiotensynogenu, konwertazy angiotensyny (ACE), syntazy tlenku azotu
(eNOS), reduktazy metylenotetrahydrofolianu (MTHFR), ktérych zaburzona
ekspresja moze prowadzi¢ do wystgpienia nadcisnienia [126]. Podkresla sie takze
role czynnikébw immunologicznych, w szczegdélnosci zaburzenia w interakcjach
limfocytobw Thl, Th2 i komoérek NK, aktywacje komoérek zapalnych, ktérych
koncowym efektem moze by¢ uszkodzenie srédbtonka naczyn [19, 125]. Ponadto
niepetna inwazja trofoblastu moze by¢ wynikiem nietolerancji obcych antygenéw
przez uktad immunologiczny matki [120]. Postuluje sie takze role stresu
oksydacyjnego, utleniania lipidow przez aktywne rodniki tlenowe w odpowiedzi
na niedokrwienie tozyska oraz zmniejszonego stezenia antyoksydantow w

patogenezie stanu przedrzucawkowego [52, 134].
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Sposrod  wszystkich  postaci  nadcisnienia  tetniczego w cigzy, stan
przedrzucawkowy (PE), czyli wspéfistnienie nadci$nienia tetniczego z obrzekami i
biatkomoczem = 300mg/24h, stanowi najczestszq oraz najpowazniejszq
przyczyne powiktan zwigzanych z podwyzszonym cisnieniem tetniczym. Okresla
sie czestos¢ wystepowanie PE na okoto 7-8% wszystkich cigz [129]. Do
najczesciej spotykanych powiktan PE dla matki zalicza sie: zespdt rozsianego
wykrzepiania wewngtrznaczyniowego (DIC), krwawienia do centralnego ukfadu
nerwowego, siatkowki, niewydolno$¢ watroby i nerek, obrzek ptuc oraz
przedwczesne oddzielenie fozyska. Natomiast do najczestszych powikfan
ptodowych naleza: wewnatrzmaciczne zahamowanie wzrostu ptodu (IUGR),
matowodzie, przedwczesne oddzielenie {ozyska, wystgpienie porodu
przedwczesnego i obumarcie pftodu [79, 103]. Uzasadnia to koniecznosc
wdrozenia odpowiedniego leczenia u matki, monitorowania stanu ptodu, a takze
identyfikacje ciezarnych z grupy ryzyka.

Ryzyko wystgpienia samego PE, jak i jego powiktan, moze by¢ zwiekszone, jezeli
ciezarna choruje takze na cukrzyce typu 1, szczegdélnie wtedy, gdy kontrola
metaboliczna w I trymestrze cigzy byfa niewfasciwa [130]. Potwierdzono, ze
podwyzszony odsetek hemoglobiny glikowanej w pierwszej potowie cigzy w
istotny sposob zwieksza ryzyko wystgpienia stanu przedrzucawkowego po 20
tygodniu cigzy, natomiast podwyzszony odsetek HbA;c w 2 potowie cigzy nie
zwiekszat ryzyka wystgpienia PE. Warto zauwazy¢, Ze nie zaobserwowano

powyzszych zaleznosci dla samego nadcisnienia indukowanego cigzg [50].

1.3. Leptyna oraz receptor leptyny

Leptyna (z gr. leptos - szczupty) jest hormonem polipeptydowym, bedacym
produktem tzw. genu otytosci ob. Produkt genu ob opisany zostat po raz pierwszy
w 1994 roku przez Zhanga i wsp. w badaniach dotyczacych pozycyjnego
klonowania przeprowadzonych na myszach [164]. Gen Ob u myszy potozony jest
na chromosomie 6. U ludzi homologiczny gen (gen LEP) znajduje sie na ramieniu
dtugim chromosomu 7 (7q31.3) i skfada sie z 3 odcinkdw kodujacych (eksony) i
2 odcinkéw nie kodujacych (introny), zbudowany jest z ok. 20 tysiecy par zasad.
W genie tym wykazano istnienie Kkilku polimorfizméw m.in. polimorfizmu
funkcjonalnego V110M, polimorfizmdéw w regionie promotorowym -188 C/A oraz
-2548 G/A. Jednym z najwczesniej poznanych polimorfizméw jest delecja

guaniny w kodonie 133 genu leptyny, co zostato opisane u dwodjki dzieci, u
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ktérych przy bardzo matym stezeniu leptyny jednoczesnie wystepowata otytosc,
nadmierne taknienie przy prawidtowej temperaturze ciata, prawidtowym poziomie
kortyzolu i glukozy [102]. Leptyna jest biatkiem o ciezarze gatunkowym 16kDa,
sktadajacym sie z 167 aminokwaséw. Wytwarzana i wydzielana jest gtdwnie
przez adipocyty biatej tkanki ttuszczowej [142]. W ostatnim czasie udowodniono
takze mozliwos¢ syntezy leptyny i jej receptora w fozysku oraz niektdrych
nowotworach pochodzenia trofoblastycznego [85]. Leptyna uwazana jest dzisiaj
za hormon sytosci. Hamuje wydzielanie neuropeptydu Y w podwzgdrzu oraz
prowadzi do zmniejszenia taknienia, dajac organizmowi sygnat ,sytosci”.
Jednoczesnie prowadzi do nasilenia proceséw metabolicznych i zwiekszenia
zuzycia energii. Zdaniem niektérych autoréw w czasie przemian ewolucyjnych
leptyna powstata jako czynnik zabezpieczajacy organizm przed gtodem lub
Smiercig w okresach braku pokarmu lub przed nadmierng otytoscig w okresach,
kiedy dysponowano nadmierng iloscig pozywienia [59]. Leptyna reguluje ilos¢
tkanki ttuszczowej w ustroju, wywiera wptyw na mase ciata redukujac jgq, ma
zwigzek z regulacjg ci$nienia krwi, pobudza wydzielanie GnRH oraz FSH i LH, ma
wptyw na zwiekszong hematopoeze szpikowg oraz procesy zwigzane z rozrodem
[4]. Strukture przestrzenng leptyny przedstawiono na Rycinie 1 [51].

Rycina 1. Struktura przestrzenna leptyny [99].

www.3dchem.com

Rola leptyny zarowno w metabolizmie, jak i procesach rozrodczych cztowieka nie
zostata dotad jednoznacznie okreslona. Przyjmuje sie, ze dziatanie tego hormonu
jest plejotropowe, wptywajgace na wiele szlakdw metabolicznych. Wczesne
badania nad stezeniem i ekspresjq leptyny w narzadach cztowieka ujawnity, ze

wraz ze wzrostem ilosci tkanki tluszczowej w organizmie ros$nie takze stezenie
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leptyny w surowicy krwi, co stato sie podstawg hipotezy, ze adipocyty biatej
tkanki ttuszczowej stanowig bogate zrédio tego hormonu. W badaniach Weigle'a i
wsp., jak i w wielu innych projektach, udowodniono powyzszg hipoteze [158,
142, 59]. Wszystkie swoje dziatania leptyna wywiera przez specyficzne
receptory. Poczatkowo sadzono, ze biologiczne dziatanie leptyny polega na
pobudzaniu receptoréw zlokalizowanych w podwzgoérzu [133]. Obecnie wiadomo
jednak, ze receptory te znajdujq sie takze w wielu innych tkankach, m.in. w
tkance ttuszczowej, watrobie, zotadku $ledzionie, ptucach, sercu, grasicy,
miesniakach macicy, gruczole sutkowym, tozysku i endometrium, jajnikach i
jadrach [27, 145]. W podwzgdrzu biologiczne dziatanie leptyny opiera sie na
zasadzie petli ujemnego sprzezenia zwrotnego pomiedzy stezeniem tego
hormonu w surowicy krwi a ekspresja jego receptora [132]. Wyraza sie ono
przede wszystkim spadkiem faknienia, zwiekszeniem wydatku energetycznego,
aktywacjg ukfadu wspdiczulnego, gtdwnie poprzez hamowanie wydzielania
neuropeptydu Y, ktéry ma dziatanie przeciwstawne do leptyny, a wiec m.in.
nasila apetyt [158]. Leptyna ma wiec dziatanie regulujgce przyrost masy ciata,
ktére to dziatanie jest uwarunkowane zaréwno prawidtowg strukturg samego
hormonu, jak i funkcjonalnoscig jego receptora.

Receptor leptyny jest receptorem polipeptydowym, stanowigacym produkt
translacji genu LEPR, ktory znajduje sie na chromosomie 1 (1p31) i skfada sie z
20 odcinkéw kodujacych (eksondw) [148]. Receptor ten nalezy do rodziny
receptoréw cytokinowych klasy pierwszej (podobnie jak receptor dla interferonu,
interleukiny 2 oraz hormonu wzrostu) [8].

Znanych jest kilka izoform receptora leptyny, ktére oznaczono jako Ob-Ra, Ob-
Rb, Ob-Rc, Ob-Rd, Ob-Re. Cztery pierwsze izoformy sg to tzw. izoformy dtugie,
sktadajgce sie z 3 podjednostek: N-koncowej podjednostki zewnatrzbtonowej,
odpowiedzialnej za wigzanie ligandu oraz podjednostek $rédbtonowej i
wewnatrzkomorkowej (C-konicowej), ktére petnig role transdukcji sygnatu do
wnetrza komorki, poprzez kinaze tyrozyny Janusa (JAK-STAT) [21, 42].
Natomiast izoforma krotka Ob-Re jest forma receptora pozbawiong podjednostek
srodbtonowej i wewnatrzkomérkowej. Wedtug niektérych badaczy jest to
izoforma wydzielnicza, pozbawiona zdolnosci transdukcji sygnatu dokomorkowo,
a wiec nie majgca udziatu w biologicznej funkcji leptyny, a jedynie petnigca role
transportera (jako biatko wigzace leptyne) tego hormonu w surowicy krwi,

sprzyjajac jednoczesnie jej biostabilnosci [8]. Obecnie uwaza sie, ze tylko
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izoformy dlugie sa funkcjonalnymi receptorami leptyny, a w szczegdlnosci
izoforma Ob-Rb reprezentowana w podwzgorzu [7].

U ludzi zidentyfikowano cztery izoformy receptora leptyny: naleza do nich
izoforma difuga receptora sktadajaca sie z 1165 aminokwasow oraz trzy izoformy
krétkie bedgce wynikiem alternatywnego splicingu [150]. We krwi udowodniono
takze wystepowanie postaci rozpuszczalnej receptora leptyny [108]. Obecnie
uwaza sie, ze tylko izoforma dtuga jest funkcjonalnym receptorem leptyny i moze
bra¢ udziat w przekazywaniu sygnatu komoérkowego w podwzgdrzu, gdzie
anorektyczne dziatanie leptyny wyrazone jest najbardziej [38, 78]. Wszystkie
diugie izoformy receptora leptyny sg biatkami transbtonowymi, jeden raz

przechodzacymi przez btone komérkowg (Rycina 2) [8].

Rycina 2. Izoformy receptora leptyny (modyfikacja wtasna) [55].
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Najczesciej badanymi polimorfizmami genu receptora leptyny sg polimorfizmy
funkcjonalne, jak Q223R (A/G) w eksonie 6 oraz Lys109Arg (A/G) w eksonie 4
[63]. Oprécz tego wymienia sie mutacje cichg T/C w kodonie 343 oraz G/A w
kodonie 1019 genu receptora. Ponadto znanych jest takze kilka innych
polimorfizméw w obrebie genu receptora leptyny, znajdujacych sie zaréwno w
rejonie promotorowym oraz poza nim.

W niniejszej pracy wzieto pod uwage role polimorfizmu -2548 G/A,
zlokalizowanego w regionie promotorowym genu leptyny, wobec postulowanego
jego wptywu na wzrastanie ptodu i stezenie leptyny [2]. W polimorfizmie tym

dochodzi do wymiany guaniny na adenine w pozycji -2548 regionu
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promotorowego genu leptyny. Na Rycinie 3 przedstawiono schemat genu leptyny

z wystepujacymi w nim polimorfizmami pojedynczych nukleotydéw (SNP).

Rycina 3. Polimorfizm genetyczny genu leptyny. W regionie 5~ promotorowym
badany polimorfizm -2548 G/A.
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Natomiast w polimorfizmie genu receptora leptyny 668 A/G dochodzi do wymiany
adeniny na guanine w pozycji 668 tancucha nukleotydowego tego genu.
Rezultatem tej wymiany jest zamiana aminokwasu kwasu glutaminowego na
kwas asparginianowy w pozycji 223 tancucha peptydowego (GIn223Arg lub wg
innej nominacji Q223R).

Poziom krazacej leptyny rosnie zaréwno u chtopcéw, jak i u dziewczat wraz z
rozpoczeciem sie okresu dojrzewania [22]. Wyzsze stezenia leptyny
zaobserwowano u dorostych zdrowych kobiet w poréwnaniu do mezczyzn,
natomiast u kobiet po menopauzie lub w okresie okotomenopauzalnym stezenie
leptyny jest nizsze [122]. Podczas prawidtowego cyklu miesigczkowego
zaobserwowano, ze poziom leptyny rosnie podczas fazy folikularnej, osigga
szczyt w Srodkowej czesci fazy lutealnej, po czym spada w fazie lutealnej do
wyjsciowych wartosci [118].

W pewnych sytuacjach obserwuje sie uposledzone dziatanie leptyny na przyrost
masy ciata, uwarunkowane prawdopodobie brakiem prawidtowej odpowiedzi ze
strony receptora albo nieprawidlowg budowg samej leptyny. Moze byc to
spowodowane obecnoscig mutacji w genie leptyny lub jej receptora, co zostato
wskazane w badaniach Chena i wsp. oraz Clementa i wsp. [21, 23]. W grupie
badanych myszy ze zmutowang, homozygotyczng formg receptora db/db oraz
mutacjqg w genie leptyny (homozygoty ob/ob) obserwowano wczesny rozwdj
otytosci olbrzymiej z powodu nasilonej hyperfagii, znikomego wydatku

energetycznego oraz nasilonej insulinoopornosci. Dodatkowym efektem tych
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mutacji byta nieptodnos$¢. Natomiast wstrzykniecie egzogennej leptyny myszom
ze zmutowanym genem leptyny catkowicie odwracato ten defekt i manifestowato
sie spadkiem apetytu, spadkiem masy ciata oraz zwiekszonym wydatkiem
energetycznym. Redukowato to takze insulinoopornos¢ oraz przywracato
badanym zwierzetom zdolnos¢ rozrodu poprzez zwiekszenie wydzielania LH,
zwiekszenie masy jajnikdbw i macicy oraz dzieki korzystnym zmianom
histologicznym w tych narzadach [24, 53, 6]. Myszy z genotypem
homozygotycznym ob/ob sg nieptodne z powodu braku cyklicznosci cyklu
miesigczkowego, natomiast wstrzykniecie egzogennej leptyny usuwato ten
defekt, co moze potwierdzaé fakt, ze leptyna jest polipeptydem regulatorowym,

réowniez w ukfadzie rozrodczym [20].

1.3.1. Rola leptyny w patomechanizmie niektorych powikian
towarzyszacych ciazy

Role leptyny rozwaza sie w aspekcie rozwoju osteoporozy, otytosci, nadcisnienia
tetniczego, nowotwordéw trzonu macicy jak réwniez w cigzy i podczas laktacji. W
pofoznictwie role leptyny i jej receptoréw obserwuje sie zarédwno w cigzy
fizjologicznej, jak i powiktanej cukrzycq <cigzowg i przedcigzowa,
wewngtrzmacicznym zahamowaniem wzrastania ptodu, nadciSnieniem tetniczym,
przewlektym badz indukowanym cigzq [147, 77, 162, 105]. Charakterystyczny
profil wydzielania leptyny podczas cigzy o przebiegu prawidtowym oraz
znamienne rdznice w jej poziomach w cigzy powiktanej cukrzyca, nadcisnieniem
tetniczym czy zaburzeniami wzrastania ptodu sugerujg role tego hormonu, jako
czynnika wptywajgcego na wystgpienie tych powiktan [156].

Stezenie leptyny oraz profil jej wydzielania w cigzy fizjologicznej analizowano na
modelu zwierzecym oraz ludzkim. Obserwacje te potwierdzity, ze stezenie
leptyny jest wyzsze w okresie cigzy i laktacji w poréwnaniu do kobiet
nieciezarnych [104]. Na podstawie badan m.in. Tamasa i wsp. oraz Tamury i
wsp. wykazano, ze poziom tego hormonu jest najnizszy we wczesnej cigzy,
rosnie 2,7-razy w II trymestrze, osigga plateau w III trymestrze, i ulega
gwattownemu obnizeniu w okresie 24 godzin po porodzie do wartosci

obserwowanych przed cigzg [29, 30].
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1.3.2. Leptyna a nadci$nienie tetnicze w ciagzy

Badanie roli leptyny, rozpuszczalnej frakcji jej receptora oraz polimorfizméw tego
receptora w odniesieniu do nadci$nienia indukowanego cigzg oraz stanu
przedrzucawkowego podejmowato jak dotad niewielu autoréw [69, 113]. Przy
uzyciu takich metod jak hybrydyzacja in-situ, RT-PCR czy Western Blotting
wykazano ekspresje receptora leptyny takze w tozysku/trofoblascie [48, 95, 80].
Stad niektérzy autorzy postulujg role tego hormonu w patogenezie nadcisnienia
indukowanego cigzg. Przemawia za tym m.in. fakt, iz oprdcz ekspresji receptora
leptyny w tozysku, w komorkach cytotrofoblastu zachodzi takze biosynteza samej
leptyny, ktéra jest transportowana do krazenia zaréwno matczynego oraz
ptodowego [95]. Dotyczy to zardwno cigzy o przebiegu fizjologicznym, powiktanej
nadcisnieniem tetniczym, jak i cukrzyca wymagajaca leczenia insuling [80]. W
badaniach Muy-Rivery i wsp. wykazano, ze stezenie leptyny i rozpuszczalnej
frakcji jej receptora w surowicy krwi, w cigzy powiktanej stanem
przedrzucawkowym byta 3-krotnie wyzsza niz w cigzy o przebiegu fizjologicznym
[105]. Réwniez w cigzy powiktanej stanem przedrzucawkowym w stosunku do
cigzy o przebiegu prawidtowym stwierdzano ponad trzykrotne podwyzszenie
indeksu wolnej leptyny, opisywanego jako iloraz stezenia wolnej leptyny do
rozpuszczalnej frakcji jej receptora (krotkiej izoformy Ob-Re). Natomiast
ekspresja wydzielniczej izoformy receptora leptyny w surowicy krwi w obu
grupach pacjentek byfa podobna. W pracy tej badano takze wystepowanie
polimorfizmu (TTTC)n w regionie 3-koncowym genu leptyny, okreslajac jako allel
I wariant o ilosci powtdérzen krotszej niz 160 par zasad, a jako allel 1l
powtdrzenia dtuzsze niz 160 par zasad. Wykazano, ze ryzyko wystgpienia stanu
przedrzucawkowego byto prawie 4-krotnie wyzsze u kobiet z podwyzszonym
poziomem leptyny w surowicy oraz z wariantem 1/11 polimorfizmu leptyny w
poréwnaniu do wariantu 1/l. Z badan tych wynika, ze w patogenezie stanu
przedrzucawkowego moze bra¢ udziat nie tylko sam podwyzszony poziom
hormonu, ale takze niektére warianty jego genu. Zaobserwowano wiec, ze
zaréwno stezenie leptyny jak i frakcji rozpuszczalnej jego receptora mogq by¢
markerami oceniajacymi ryzyko wystgpienia stanu przedrzucawkowego [105].
Wyniki tych badan obserwowane wprawdzie na nieduzej liczbie pacjentek, s
jednak zgodne z innymi badaniami zajmujacymi sie tym problemem [18, 101].

Ekspresja zaréwno leptyny, jak i jej izoformy dtugiej w tozysku, sugeruje
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autokrynny mechanizm dziatania tego hormonu w patogenezie nadcisnienia
indukowanego cigzg [48, 36].

W dostepnej literaturze mozna znalez¢ doniesienia, w ktorych badano, czy
wystepowanie niektérych polimorfizméw genu leptyny oraz genu jej receptora
moze wptywac na przebieg cigzy. Badania dotyczace wystepowania
polimorfizméw receptora leptyny u kobiet ciezarnych prowadzili Rigo i wsp. a
dotyczyly one wptywu wystepowania polimorfizmdéw Lys109Arg (A326G) oraz
GIn223Arg (A668G) receptora leptyny na ciezko$¢ stanu przedrzucawkowego. W
grupie 124 ciezarnych wykazano, ze posta¢é homozygotyczna (genotyp
Arg223Arg) lub heterozygotyczna (genotyp GIn223Arg) polimorfizmu GIn223Arg
wigze sie z wystgpieniem ciezkiej postaci stanu przedrzucawkowego 2-krotnie
czesciej niz posta¢ genotypu GIn223GIn. Natomiast polimorfizm receptora
Lys109Arg nie wptywat w znaczacy sposob na rozwéj tego powiktania [119].

W badaniach Williamsa i wsp. wykazano, ze w grupach kobiet ciezarnych, u
ktorych rozwingt sie stan przedrzucawkowy, stezenie leptyny korelowato ujemnie
ze wspodiczynnikiem masy ciata (BMI) przed cigzg oraz z bezwzgledng iloscig
tkanki ttuszczowej. Najwyzsze poziomy leptyny zaobserwowano u szczuptych
kobiet, u ktérych rozpoznano stan przedrzucawkowy [160]. Inni badacze
wykazali natomiast, ze stezenie leptyny w I trymestrze cigzy nie rézni sie
pomiedzy grupami kobiet z i bez stanu przedrzucawkowego, a nawet moze by¢
nizsze w grupie kobiet z tym powiktaniem [94, 75].

Niektore polimorfizmy pojedynczych nukleotydéw w genie leptyny mogg miec
zwigzek z wystepowaniem nadcisnienia cigzowego oraz stanu
przedrzucawkowego. W pracy Drewsa i wsp. wykazano zwigzek nadekspresji
wariantu AA polimorfizmu -2548 G/A oraz allelu A w grupie ciezarnych z

nadcisnieniem indukowanym cigzg i stanem przedrzucawkowym [34].

1.3.3. Leptyna a cigqza powiktana cukrzyca

W surowicy kobiet z cigzg powiktang cukrzyca cigzowqg zaobserwowano wyzsze
poziomy leptyny, jak i wyzsze stezenia rozpuszczalnej formy receptora leptyny w
porownaniu do cigzy o przebiegu fizjologicznym. Zmiany te obserwuje sie
szczegblnie pomiedzy 29-33 tygodniem cigzy. Wykazano takze dodatnig
korelacje pomiedzy poziomem matczynej leptyny a poziomem glukozy w 1
godzinie doustnego testu obcigzenia 50g glukozy [83]. W cigzy powiktanej

cukrzycq przedcigzowa wymagajacq leczenia insuling zaobserwowano wzrost
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leptynemii wprost proporcjonalny do dawki insuliny [33]. Ponadto w przypadkach
cigz powikianych cukrzycq przedcigzowg wymagajacq leczenia insuling, ze
wspotistniejacg makrosomig ptodu, zaobserwowano znamiennie wyzsze poziomy
leptyny we krwi pepowinowej w poréwnaniu do grupy kobiet bez tego powiktania
[140]. Sugeruje to regulatorowg role leptyny w akumulacji tkanki ttuszczowej u
ptodu, szczegdlnie zaznaczong w przypadkach ptodowej makrosomii w tej grupie
ciezarnych. W przypadkach cigzy wymagajacej stosowania glikokortykoterapii,
zaobserwowano wyzsze stezenia leptyny we krwi pepowinowej i u noworodka w
poréwnaniu do cigzy cukrzycowej, nie wymagajacej takiego leczenia [141].

W pracach Kofaczynskiego i wsp. badano wptyw stosowania insuliny na ekspresje
genu leptyny w warunkach in vitro w kulturach tkanki ttuszczowej oraz in vivo u
ludzi, przy uzyciu klamry hiperglikemicznej [71]. Zaobserwowano, ze w
dtugotrwatym stanie hiperglikemii, zastosowanie insuliny wptywato na wzrost
ekspresji genu leptyny, co manifestowato sie podwyzszeniem stezenia tego
hormonu w surowicy krwi. Natomiast krotkotrwate stany hiperglikemii nie
wptywaty na wystgpienie tego efektu.

Badania dotyczace ekspresji genu leptyny w ftozysku w cigzy powikianej
cukrzyca, wymagajacej leczenia insuling wykazaty 3-5 krotny wzrost jego
ekspresji w poréwnaniu z grupg kontrolng oraz dodatnig korelacje ze stezeniem
leptyny i insuliny w krwi pepowinowej, bez istothego wptywu na stezenie tych

substancji w surowicy krwi [80].

1.3.4. Leptyna a inne zaburzenia metaboliczne

Badania nad wymienionymi polimorfizmami genu leptyny i genu jej receptora
prowadzono réwniez pod katem wystepowania otytosci w réznych populacjach. W
pracy Wanga i wsp. przeprowadzonej w grupie ponad 200 otytych cztonkdéw
populacji Tajwanu badano zalezno$¢ pomiedzy otytoscia a wystepowaniem
poszczegdlnych polimorfizméw genu leptyny. Wykazano, ze homozygota LEP -
2548 G/G moze byc¢ zwigzana z rozwojem patologicznej otytosci. Natomiast nie
stwierdzono zwigzku pomiedzy wystepowaniem tej jednostki chorobowej a
polimorfizmem LEPR GIn223Arg [157].

Wykazano rowniez korelacje wystepowania zaburzen lipidowych w grupie
pacjentow zaréwno otytych, jak i z prawidlowgq masa ciata z pewymi
polimorfizmami genu leptyny i jej receptora. W pracy van der Vleuetena i wsp.

badano wptyw wystepowania polimorfizmu w receptorze dla leptyny LEPR
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GIn223Arg na rozwiniecie sie wrodzonej rodzinnej hiperlipidemii (FCH). W
badaniu tym przeprowadzonym na duzej grupie pacjentéw (664 osob, 158 z
rozpoznang FCH), stwierdzono wyzsze ryzyko wystgpienia FCH u o0sdéb z
genotypami GIn223Arg lub GIn223GIn w pordéwnaniu z grupg pacjentéow z
genotypem Arg223Arg [154].
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CEL PRACY

Celem rozprawy byto zbadanie zwigzku leptyny z przebiegiem cigzy u

kobiet chorujgcych na cukrzyce typu 1. Z uwagi na towarzyszace czesto cukrzycy

powikfania naczyniowe, m. in. nadci$nienie i zaburzenia funkcji nerek w pracy

zaplanowano odniesienie wynikow w grupie chorych z cukrzycg do grupy

ciezarnych z nadcisnieniem oraz do grupy kontrolnej, ktorg stanowity zdrowe

ciezarne, bez zadnych powiktan cigzy.

Cel ten realizowano w oparciu o analize:

a.

stezenia leptyny w surowicy u pacjentek z cigzag powiktang cukrzycqg typu
1.

stezenia leptyny u ciezarnych z nadcisnieniem tetniczym indukowanym
cigzg lub nadcisnieniem tetniczym przewlektym.

ekspresji polimorfizmu substytucyjno-insercyjnego regionu
promotorowego genu leptyny -2548 G/A oraz ekspresji polimorfizmu
substytucyjnego-insercyjnego genu receptora leptyny 668 A/G w
wymienionych grupach ciezarnych.

ekspresji genu leptyny i genu receptora leptyny w {ozysku w
wymienionych grupach ciezarnych.

wptywu stezenia badanego hormonu w surowicy ciezarnej na przebieg
cigzy w wymienionych grupach ciezarnych.

zaleznos$ci pomiedzy wystepowaniem wymienionych polimorfizméw genu
leptyny i genu receptora leptyny a przebiegiem cigzy w wymienionych
grupach ciezarnych.

zaleznosci pomiedzy poziomem ekspresji genu leptyny i genu receptora
leptyny w tozysku a przebiegiem cigzy w wymienionych grupach

ciezarnych.
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111. MATERIAL

Badaniem objeto 220 ciezarnych hospitalizowanych w Klinice Potoznictwa i
Choroéb Kobiecych Katedry Ginekologii i Potoznictwa Uniwersytetu Medycznego im
Karola Marcinkowskiego w Poznaniu w latach 2005-2009. Pacjentki zostaty
szczegbtowo poinformowane o zakresie badania (Formularz Informacyjny dla
pacjentki), jego celu oraz wyrazity pisemng zgode na udziat w badaniu
(Formularz Swiadomej Zgody na udziat w badaniu). Na prowadzenie
przedstawionych ponizej badan uzyskano zgode Komisji Bioetycznej dziatajacej
przy Uniwersytecie Medycznym im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu (uchwata
nr 1219/06). Na realizacje badania uzyskano grant promotorski nr N N407 2783
33. Strukture badanych grup przedstawiono ponizej.

3.1. Charakterystyka grup badanych i protokét wykonywanych badan

3.1.1. Ciezarne z cukrzyca

100 ciezarnych z rozpoznang przed cigza cukrzyca typu 1, w cigzy klasyfikowang
wg P. White [99]. Dodatkowo te grupe badang podzielono retrospektywnie na
podgrupy:

a. bez powiktan naczyniowych cukrzycy

b. z retinopatig oraz nefropatig cukrzycowq

- z prawidtowym przebiegiem cigzy,

- z nadcisnieniem przewlektym istniejgcym przed cigza,

- z nadcisnieniem indukowanym cigza,

c. z zaburzeniami we wzrastaniu ptodu

d. ze wspodtistniejgcycm nadcisnieniem tetniczym

(SGA — zbyt mate dla danego wieku cigzowego, ponizej 10 percentyla,

LGA — zbyt duze dla danego wieku cigzowego, powyzej 95 percentyla)

U wszystkich ciezarnych chorujacych na cukrzyce zebrano dane z wywiadu
pofozniczego i ogdlnolekarskiego. Zastosowany schemat postepowania w cigzy
obejmowat okresowe kontrole w Poradni Przyszpitalnej oraz co najmniej 3-krotne
przyjecia do Kliniki Potoznictwa i Choréb Kobiecych. Podczas kazdej hospitalizaciji,
ciezarna przechodzita szkolenie ukierunkowane na doskonalenie samokontroli w

zakresie wyrdéwnania metabolicznego, stosowania diety cukrzycowej z
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uwzglednieniem podazy kalorycznej dostosowanej do naleznej masy ciata
(kcal/kg). Kontrole wyrownania metabolicznego prowadzono przy uzyciu
osobistych glukometréw, oznaczajac glikemie w krwi witosniczkowej. Jako
wartosci prawidtowe wyréwnania metabolicznego przyjeto: glikemia na czczo 60-
90mg/dl, 1 godzine po positku ponizej 140mg/dl, 2 godziny po positku ponizej
120mg/dl, w godzinach nocnych 60-80mg/dl. Ciezarne chorujace na cukrzyce
typu 1 leczone byly za pomoca intensywnej czynnosciowej insulinoterapii przy
uzyciu wstrzykiwczy typu pen lub osobistej pompy insulinowej. Jako $rodka
leczniczego uzywano rekombinowanych Iludzkich insulin diugo i krotko
dziatajacych oraz analogéw insulin (LisPro, AspArt). U wszystkich ciezarnych
przeprowadzono wymienione w Tabeli IV badania dodatkowe wg

przedstawionego schematu.

Tabela IV. Protokdt badan wykonywanych u ciezarnych z cukrzyca.

Parametr | trymestr Il trymestr 11 trymestr/
Okotoporodowo

tEER_2656488AC/5éA Pobranie jednokrotne

Leptyna + | + | +
tgisgitoko Pobranie po porodzie

BMI (kg/m?) + + +
RR (mmHg) + + +
Dobowy profil glikemii (mg/dl) + + +
HbAc (%) + + +
Cholesterol catkowity (mg/dl) + + +
Cholesterol LDL (mg/dl) + + +
Cholesterol HDL (mg/dl) + + +
Triglicerydy (mg/dl) + + +
Klirens kreatyniny (ml/min) + + +
Kreatynina (mg/dl) + + +
Dobowa utrata biatka (g/24h) + + +
Dawka insuliny (U) + + +

Na Wykresie 1 przedstawiono badane ciezarne wg klasyfikacji White. Do klasy B
nalezato 25 ciezarnych, klasy C - 39 ciezarnych, klasy D — 16 ciezarnych, klasy R
— 9 ciezarnych, klasy F — 4 ciezarne, klasy R/F — 5 ciezarnych, po jednej

ciezarnej do klas Hi T.
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Wykres 1. Przynaleznos¢ ciezarnych do klas cukrzycy wg White w momencie
objecia opiekg potozniczg.

45

40 .
35
30
25
25
20 +—
16
15 +—
10 +— -
5
5 1 | 4
1 1
o — —
B c D R F R/F H T

W Tabeli V przedstawiono charakterystyke kliniczng ciezarnych z cukrzyca.
Sredni wiek badanych ciezarnych wynosit 28 lat a $redni czas objecia opieka
pofozniczg wynosit 9 tydzien cigzy.

Tabela V. Charakterystyka kliniczna ciezarnych z cukrzycg (N=100).

Parametr opisujacy Srednia + SD Min. Max.
Wiek (lata)* 28 x5 18 42
Wzrost (cm) 164 £ 7 150 180
Masa ciata (kg) 66 + 12 47 113
Poczatek opieki (tydzien cigzy)* 9+ 4 5 37
BMI przed cigzg (kg/m?)* 24,6 £ 4,7 17,9 425
BMI okotoporodowo (kg/m?)* 28,9 + 4,8 20,1 43,6
Przyrost masy ciata w cigzy

(kg)* 12 6 21
(;zas trwania cukrzycy (lata)* 12 +7 2 39
Sredni wiek wystgpienia

cukrzycy (lata)* 17£9 2 29
Liczba ciezarnych z obcigzonym

wywiadem rodzinnym w 27 - -
kierunku cukrzycy*

* - podano wartos¢ $rednig, odchylenie standardowe (SD), warto$¢ minimalng (Min), maksymalng (Max)

W Tabeli VI przedstawiono dane dotyczace poczatku opieki nad ciezarnymi w
zaleznosci od klasy cukrzycy wg White. Najwczesniej objeto opieka pacjentki z
dtugoletnig cukrzyca, z powiktaniami naczyniowymi w obrebie nerek i narzadu

wzroku (klasa R/F wg White, 8 tydzien cigzy). Najpdzniej zgtaszaty sie do Kliniki
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ciezarne z wyktadnikami jedynie nefropatii cukrzycowej ($rednio 15 tydzien

cigzy, klasa F wg White).

Tabela VI. Poczgtek opieki nad ciezarnymi w zaleznosSci od klasy cukrzycy wg
White. (N=100).

Sredni t.c.

White Do 12 t.c. 13-23 t.c 24-28 t.c. > 28t.c w danej

grupie*

B 17 6 1 1 12+ 6

C 31 6 1 1 11 +6

D 13 2 0 1 12 +6

F 3 0 0 1 15+ 6

R 7 0 2 0 12+ 6

R/F 5 0 0 0 8x2
H 1 0 0 0 7
T 1 0 o 0 11

Suma 78 14 4 4 12+ 6

* - podano wartoéc¢ srednig oraz odchylenie standardowe (SD)

3.1.2. Ciezarne z nadcisnieniem tetniczym (N=60)

a. z nadcisnieniem tetniczym indukowanym cigzg (N=39). Za nadcisnienie
tetnicze uznano wartosci cisnienia réwne Iub przekraczajace 140/90
mmHg, mierzone dwukrotnie w odstepie 6-godzinnym u ciezarnej po
odpoczynku. Za nadcisnienie indukowane cigzq uznano przypadki

nadcisnienia ujawniajgce sie po 20 tygodniu cigzy.

b. z nadcisnieniem tetniczym przewlektym (N=21), za ktére uznano
nadcisnienia wystepujgce przed cigzg oraz

wszystkie przypadkKi

ujawniajace sie w cigzy przed ukonczeniem 20 tygodnia.

W tej podgrupie ciezarnych wykonywano badania diagnostyczne oraz dodatkowe

wg schematu przedstawionego w Tabeli VII.
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Tabela VII. Protokdét badann wykonywanych u ciezarnych z nadcisnieniem
tetniczym.

Parametr W momencie wystgpienia
nadcisnienia tetniczego w 111 trymestr/
cigzy lub momencie Okotoporodowo

hospitalizacji w przypadku
nadcisnienia przewlektego

LEP -2548 G/A

LEPR 668 A/G Pobranie jednokrotne

Leptyna + | +

LEP tozysko

LEPR tozysko Pobranie jednokrotne po porodzie

BMI (kg/m?) + +
RR (mmHg) + +
Klirens kreatyniny (ml/min) + +
Kreatynina (mg/dl) + +
Dobowa utrata biatka + +
(g/24h)

W Tabeli VIII przedstawiono zbiorczg charakterystyke kliniczng ciezarnych w

grupie z nadci$nieniem tetniczym, bez podziatu na podtypy nadcisnienia

tetniczego.

Tabela VIII. Charakterystyka ogdlna ciezarnych z nadci$nieniem tetniczym.
Badany parametr Srednia + SD Min. Max.
Wiek (lata) 315 21 43
Wzrost (cm) 165 + 6 150 178
Masa ciata przed ciazg (kg) 70+ 14 45 120
Masa ciata okotoporodowo (kg) 85+ 19 48 138
BMI przed cigza (kg/m?) 26,0 + 4,9 16,7 42,8
BMI przed porodem (kg/m?) 31 +5,7 17,8 48,8
Maksymalne wartosci RR skurczowe (mmHg) 170 = 20 140 210
Maksymalne wartosci RR rozkurczowe (mmHg) 100 + 20 80 120
W  Tabeli IX przedstawiono charakterystyke kliniczng  ciezarnych

zakwalifikowanych do grupy z nadcisnieniem tetniczym uwzgledniajac podziat na
dwie podgrupy: z przewlektym nadcisnieniem tetniczym (PNT) oraz
nadciénieniem indukowanym cigzg (NIC). Sredni wiek badanych ciezarnych z
nadcisnieniem przewlektym wynosit 33 lata, w grupie z nadciSnieniem
indukowanym cigzg $redni wiek 28 lat, wystgpienie NIC zaobserwowano Srednio
w 30 tygodniu cigzy.
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Tabela IX. Charakterystyka kliniczna ciezarnych z nadcisnieniem tetniczym.

Parametr opisujacy Grupa z PNT Grupa z NIC p3
N=21 N=39

Wiek (lata)* 33x5 28 + 4 NS

Tydzien cigzy, w ktorym

rozpoznano NIC oraz o5 + 4 30 + 62 NS

objecie opieka w przypadku - -

PNT!

BMI przed cigzq (kg/m?)* 27,2+ 6,4 25 + 3,3 NS

?gI/mz)l okoloporodowo 33,3+ 7,2 20 + 4,0 NS

Przyrost masy ciata w cigzy 18 + 4 12 + 3 NS

(kg)*

Wiek wystgpienia

nadcisnienia tetniczego w 29 + 4 - -

przypadku PNT (lata)*

1. podano warto$¢ érednig oraz odchylenie standardowe (SD).
2 - w grupie z NIC dotyczy tygodnia cigzy, w ktérym wystapito nadcisnienie.
3_ test t-studenta

3.2. Grupa kontrolna z niepowiklianym przebiegiem cigzy (N=60)

Grupe kontrolng stanowito 60 zdrowych ciezarnych, tj. bez wspdlistniejacej
cukrzycy przedcigzowej, z wykluczong na podstawie testu OGTT 75g (24-28 t.c.)
cukrzycq cigzowg, z prawidtowym cisnieniem tetniczym przed i w trakcie trwania
cigzy, oraz bez innych istotnych powiktan w cigzy. W tej podgrupie ciezarnych
wykonywano badania diagnostyczne oraz dodatkowe wg schematu
przedstawionego w Tabeli X.

Tabela X. Protokdt badan wykonywanych u pacjentek z grupy kontrolnej.

Parametr | trymestr 1 trymestr/
Okotoporodowo

LEP -2548 G/A

LEPR 668 A/G Pobranie jednokrotne

Leptyna + | +

LEP tozysko

LEPR tozysko Pobranie jednokrotne po porodzie

BMI (kg/m?) + +

RR (mmHQ) + +

W  Tabeli XI przedstawiono charakterystyke kliniczng  ciezarnych
zakwalifikowanych do grupy kontrolnej. Sredni wiek badanych ciezarnych wynosit
28 lat.
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Tabela XI. Charakterystyka kliniczna ciezarnych z grupy kontrolnej (N=60).

Badany parametr Srednia = SD Min. Max.
Wiek (lata)® 28 + 5 18 37
Wzrost (cm) * 165 £ 5 153 179
Masa ciata przed ciazg (kg)* 62 + 8 48 85
Masa ciata okotoporodowo (kg)* 76 = 8 61 95
Przyrost masy ciata w cigzy (kg)* 14 +1 12 20
BMI w | trymestrze (kg/m?)* 225+ 3,1 16,1 29,7
BMI przed porodem (kg/m®)* 27,5+ 238 20,1 33,8
Zmiana (delta) BMI (kg/m?) 5 +4 - -
Poczatek opieki (tydzien cigzy)* 12+2 8 34

! - podano warto$¢ $rednig, odchylenie standardowe (SD), warto$¢ minimalng (Min), maksymalng (Max)

1Vv. METODYKA

4.1. Badania w surowicy Krwi

Badania w surowicy krwi zostaty wykonane w Centralnym Laboratorium
Ginekologiczno-Potozniczego Szpitala Klinicznego Uniwersytetu Medycznego w

Poznaniu, ul. Polna 33, Poznan.

4.1.1. Badanie stezenia glukozy
Oznaczenie stezenia glukozy w osoczu krwi zylnej wykonano za pomocg testu

enzymatyczno — kolorymetrycznego. Normy laboratoryjne dla tej metody to 70 —
105 mg/dl (Sl 3,9 — 5,8 mmol/l). W przypadku oznaczania glikemii we krwi
wiosniczkowej, uzywano osobistych glukometréw, w ktdre zaopatrzone byty

pacjentki.

4.1.2. Badanie odsetka hemoglobiny glikowanej (HbA1c)
Oznaczenie odsetka HbA;. wykonano w hemolizacie krwi petnej za pomocq
turbidymetrycznej metody immunoinhibicyjnej. Normy laboratoryjne dla tej

metody wynosza 3,8 — 6,3%.

4.1.3. Badanie stezenia frakcji lipidowych
Materiatem do badan stezenia frakcji lipidowych byfa surowica krwi obwodowej,

pobierana na czczo, do probéwek Monovette z wykrzepiaczem, w ilosci okoto
10ml

a. Oznaczanie cholesterolu catkowitego

Stezenie cholesterolu catkowitego w surowicy krwi wykonano za pomocq
iloSciowego enzymatycznego testu kolorymetrycznego z wykorzystaniem

esterazy cholesterolowej i oksydazy cholesterolowej, uzywajac odczynnikow
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dostarczonych przez firme Boehringer Mannheim, zgodnie z protokotem
zalecanym przez producenta. W metodzie tej natezenie barwy produktu
kohcowego jest proporcjonalne do stezenia substratu poczatkowego
(cholesterolu) dla reakcji utleniania tego zwigzku pod wptywem peroksydazy.
Normy laboratoryjne dla tej metody to zakres 50-239 mg/dl (Sl 1,3 — 6,2mmol/I)

— wartosci te odczytano na spektrofotometrze Hitachi 912.

b. Oznaczanie stezenia cholesterolu zawartego w lipoproteinach o wysokiej
gestosci (HDL — Cholesterolu)

Stezenie frakcji HDL cholesterolu oznaczane byto w iloSciowym enzymatycznym
tescie  kolorymetrycznym z  zastosowaniem  modyfikowanej  glikolem
polietylenowym esterazy cholesterolowej i oksydazy cholesterolowej, oraz
siarczanu dekstranu. Natezenie barwy produktu koncowego jest proporcjonalne
do stezenia substratu poczatkowego, czyli HDL, analogicznie jak w metodyce
oznaczania cholesterolu catkowitego. Wykorzystano zestaw odczynnikéw
dostarczonych przez firme Boehringer Mannheim. Normy laboratoryjne dla tej
metody to 45 — 65 mg/dl (SI 1,2 — 1,7mmol/l).

c. Oznaczanie stezenia cholesterolu zawartego w lipoproteinach o niskiej gestosci
(LDL - Cholesterolu)

Stezenie cholesterolu zawartego w lipoproteinach o niskiej gestosci zostato

obliczone ze wzoru:

LDL = Cholesterol catkowity [mg/dl] — Cholesterol HDL [mg/dl] - Triglicerydy/5
[mg/dl]. Normy laboratoryjne dla tej metody to 35 — 155mg/dl (SI 0,9 —
4,0mmol/l).

d. Oznaczanie stezenia triglicerydow (TG).

Stezenie trigliceryddw zostato wykonane w ilosciowym enzymatycznym tescie
kolorymetrycznym wg Wahlefelda. W tescie tym natezenie barwy produktu

koncowego odpowiedniego ciggu reakcji, jest proporcjonalne do stezenia
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triglicerydéw. Normy laboratoryjne dla tej metody to 50 — 200[mg/dI] (Sl 0,6 —
2,3 [mmol/I]) - spektrofotometr Hitachi 912.

4.1.4. Badanie parametrow nerkowych

Klirens kreatyniny obliczany byt w oparciu o stezenie kreatyniny w dwoch
probkach surowicy krwi i prébce moczu pobranej z dobowej zbiorki moczu,
zmodyfikowang metodq Jaffego z prébg slepg i kompensacjg. Oznaczono takze

dobowgq utrate biatka, oznaczong w moczu z dobowej zbidrki.

4.1.5. Badanie stezenia leptyny

Materiatem do badania stezenia leptyny byta surowica krwi obwodowej. Krew
pobierano na czczo, w ilosci 10ml, do probéwek Monovette z wykrzepiaczem.
Nastepnie krew odwirowano przez 5 minut, przy obrotach 5000 rpm/min. celem
oddzielenia elementéw morfotycznych krwi. Uzyskang surowice zamrazono w
temperaturze -20°C celem przechowania do czasu wykonania oznaczen.
Oznaczenie stezenia leptyny w surowicy krwi wykonano za pomocg zestawow do
iloSciowego oznaczenia stezenia substancji badanej metodg ELISA przy uzyciu
zestawOw Quantikine Human Leptin Immunoassay (R&D Systems), zgodnie z
odpowiednim protokotem zalecanym przez producenta. Wykonano 100-krotne
rozcienczenie badanej prébki (10uL probki oraz 990uL Kalibrator Diluent RD5P).
Dodano 100uL reagentu RD1-19 do kazdej probowki. Nastepnie dodano 100uL
badanej surowicy do kazdej probdéwki oraz inkubowano przez 2 godziny. Po
uptywie 2 godzin zaaspirowano zawartos¢ kazdej probdwki oraz ptukano 4-
krotnie. Dodano 200uL koniugatu leptyny do kazdej probdwki oraz inkubowano
przez 1 godzine. Ponownie zaaspirowano zawartos¢ kazdej probdwki oraz
ptukano 4-krotnie. Dodano 200pL substratu do kazdej probowki oraz inkubowano
przez 30 minut, ochraniajac przed swiattem. W koncowym etapie dodawano 50uL
reagentu zatrzymujacego reakcje do kazdej probéwki. Wynik odczytywano przy
dtugosci fali 450nm w ciggu 30min, korekcje przeprowadzono przy diugosci
Swiatta 540nm do 570nm. Wynik odczytywano nanoszgc otrzymane wyniki na

krzywg standardowa.
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4.1.6. Analiza statystyczna

Do analizy danych zastosowano testy odpowiednie dla rozkiadu (rozktad
normalny lub jego brak), skali danych (interwatowa, porzadkowa, nominalna)
oraz wzajemnych relacji badanych parametréw. Badanie normalnosci rozktadu
badano testami Kotmogorowa-Smirnowa, Lillieforsa i Shapiro-Wilka. W przypadku
analizy danych, ktérych rozktad byt zgodny z rozktadem normalnym stosowano
testy parametryczne: t-studenta dla dwdch préb niezaleznych, analiza ANOVA
oraz testy post-hoc dla wiecej niz dwoch préob. W przypadku braku zgodnosci
rozktadu danych z rozktadem normalnym stosowano testy nieparametryczne: U-
Manna-Whitneya dla dwéch préb, Kruskala-Wallisa dla wiecej niz dwéch prob.
Zaleznosci pomiedzy dwiema zmiennymi badano za pomoca wspdtczynnika
korelacji Pearsona. Do zbadania wptywu wielu czynnikédw na efekt koncowy
stosowano metode regresji wielorakiej oraz wykreslono krzywe ROC dla
okreslenia wartosci predykcyjnej danego testu, badajac pole pod krzywa (AUC),
czutosc¢, specyficznos¢ oraz punkt odciecia. Wspodtczynnik istotnosci statystycznej
ustalono na poziomie p<0,05. Do obliczen statystycznych uzywano programoéw
Statistica 8.0, SPSS v. 16.0, MS Excel 2003.

4.2. Badania genetyczne z surowicy krwi

Badania genetyczne w zakresie identyfikacji polimorfizméw genu leptyny oraz
genu receptora leptyny przeprowadzono w Pracowni Biologii Molekularnej Kliniki
Perinatologii i Choréb Kobiecych Ginekologiczno-Potozniczego Szpitala
Klinicznego Uniwersytetu Medycznego im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu u

wszystkich pacjentek z analizowanych podgrup.

4.2.1. Izolacja DNA

Materiat genetyczny (DNA) do badan molekularnych dla oznaczenia genotypu w
zakresie istniejgcych polimorfizmdw substytucyjno-insercyjnych genu leptyny i
genu receptora leptyny uzyskano z leukocytéw krwi obwodowej. Krew pobierano
w ilosci 10ml, do probowek Monovette z etylenodwuaminoczterooctanem
dipotasu (K,EDTA) jako antykoagulantem. Materiat zamrazono w temperaturze -
70°C. Izolacji genomowego DNA dokonano za pomocg komercyjnego zestawu

QlAamp DNA Blood mini Kit (Qiagen Inc. Germany).
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Do izolacji DNA wykorzystano krew w ilosci 200 pl. Celem rozbicia btony
komoérkowej leukocytébw dodano enzym proteolityczny proteinaze K (20ul).
Uwolnienie materiatu genetycznego uzyskano dzieki dodaniu buforu do lizy (200
ul). Nastepnie prébki ogrzewano przez 20 minut w cieplarce i dodano etanol w
ilosci 200 ul. Uzyskany materiat przeniesiono do nowych probéwek z membrang
silikonowg, po czym odwirowano przez 1 minute przy liczbie obrotow
8000rpm/min. Celem oczyszczenia DNA przemywano dwukrotnie buforami Al
oraz A2 (po 500 pl) a nastepnie ponownie odwirowano (8000 rpm — 1 minuta,
nastepnie 14000 rpm — 3 minuty). Ponownie dodawano bufor do elucji DNA (200
) i tak uzyskany materiat inkubowano w temperaturze pokojowej przez 5
minut. Ostateczne wirowanie (8000rpm - 1 minuta) spowodowato przejscie DNA

do przesaczu. Tak przygotowany materiat byt gotowy do dalszych badan.

4.2.2. Ocena jakosci otrzymanego DNA

Elektroforeze otrzymanego DNA przeprowadzono w 0,8% zelu agarozowym,
uzywajac przytozonego napiecia do elektrod 120V, przez okres 3 godzin. DNA
genomowy byt widoczny jako pojedynczy prazek.

4.2.3. Amplifikacja otrzymanego DNA

Amplifikacje DNA po jego uprzedniej izolacji opisanej powyzej, wykonano za
pomocg reakcji tanncuchowej polimerazy (PCR), ktérg przeprowadzano uzywajac
termocyklera PTC 100 Programmable Thermal Controller (MJ Research INC.)
Celem uzyskania powielonego odcinka DNA do roztworu reakcyjnego dodano
nastepujace sktadniki: probke DNA (2ul), wode sterylng, bufor zawierajacy
(NH4)2S04, MgCl,, trifosforany czterech deoksyrybonuklozydéw (dNTPs), odcinki
starterowe (primery) oraz enzym polimeraze Tag DNA, dzieki ktorej nastepuje
synteza nowej komplementarnej nici DNA. Skiad mieszaniny reakcyjnej
optymalizowano (bufory, Taq, MgCl,, dNTPs) celem uzyskania jak najlepszego
produktu reakcji PCR. Jeden cykl reakcji PCR sktada sie z 3 etapow: 1.
denaturacji DNA w wysokiej temperaturze (rozpad dwuniciowego DNA na
pojedyncze nici); 2. przytaczania odcinkéw starterowych po uprzednim
ochtodzeniu mieszaniny reakcyjnej; 3. wiasciwej replikacji przez polimeraze DNA.

Do powielenia materiatu genetycznego stosowano 35 cykli reakcji PCR, co
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spowodowato narastanie ilosci kopii w sposdb wykfadniczy (2"- gdzie n liczba
cykli). Po 35 cyklach reakcji PCR, DNA jest powielony 3,435874 x 10 razy.

W Tabelach XII, X1l oraz XIV przedstawiono skfad mieszaniny reakcyjnej PCR,

warunki przeprowadzonej reakcji oraz sekwencje starteréw zastosowanych w

reakcji.
Tabela XIl. Sktad mieszaniny reakcji PCR.
Skfadnik reakcji Producent Stg,zgnle Ilos¢ OngtOSC nal
wyijsciowe préobke (ul)
Genomowy
DNA 50 ng/pl 0,1 ug 2
Woda sterylna - - - 16,4
Bufor do PCR Fermentas, Litwa 10x 1x 2,5
MgCl, Fermentas, Litwa 25 mM 1,5mM 1,5
DTP GeneCraft, Niemcy 2,5nM 0,2mM 2
Polimeraza DNA Fermentas, Litwa 5 U/ul 1U 0,2
TIB MOLBIOL,
Starter F Polska 50pmol/ pl 10pmol 0,2
TIB MOLBIOL,
Starter R Polska 50pmol/ pl 10pmol 0,2
Suma 25 pl
Tabela XI11. Warunki przeprowadzonej reakcji PCR.
Polimorfizm Etap Temperatura Czas (min.) Ilos¢ cykli
€9
S5 Denaturacja 94 3
c < wstepna
S O Denaturacja 04 1
£ % wiasciwa
N2 i i
e g (LQ WlaLzan,le 65 1 35
oo starterow
E g Synteza 72 1,5
(@] -
o < Sy,nteza 72 7
koncowa
Denaturacja 94 3
2 é@ wstepna
L 2 Denaturacja
o8 3 ;aracy 94 1
£ 9 wiasciwa
N © © i i
£ Lo Wlazanrle 65 1 35
o=l d starterow
£ aa
= 9w Synteza 72 1,5
S g
a o Synteza
. 72 7
koncowa
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Tabela X1V. Sekwencje starteréw zastosowanych podczas reakcji PCR.

Polimorfizm Sekwencje starterow Wielkosc Literatura

produktu (pz)
5'-TTT CCT GTA
Forward | AAT TTC CCG TGA
G-3’
LEP -2548 G/A S_ADA GCA AAG 242 [106, 107]
Reverse | ACA GGC ATA AAA

A-3’

5'-AAA CTC AAC

Forward | GAC ACT CTC CTT-
31

LEPR 668 A/G 5 _TGA ACT GAC 216 [39, 107]

Reverse | ATT AGA GGT GAC-

3

Na Rycinie 4 przedstawiono produkt reakcji PCR dla genu leptyny (A) i genu
receptora leptyny (B).

Rycina 4. Produkt reakcji PCR w zakresie DNA genu leptyny (A) oraz genu
receptora leptyny (B), rozdzielone na zelu agarozowym. Tory 1 i 10 — markery
wielkosci, tory 2-9 — produkty PCR.

») (B)

I RRIT
4 : k-
S 10BN IR

25/9/2006 15:35:54 LEPRec. PCR 18/ 4/2006 15:24: 0

4.2.4. Polimorfizm dtugosci fragmentéw restrykcyjnych (RFLP)

Celem identyfikacji genotypu w zakresie genu leptyny oraz genu receptora
leptyny uzyskany produkt reakcji PCR hydrolizowano enzymami restrykcyjnymi:
w przypadku genu leptyny do identyfikacji polimorfizmu regionu promotorowego

LEP -2548 G/A wykorzystano enzym Hin6l (Fermentas, Litwa) natomiast w
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przypadku genu receptora leptyny, do identyfikacji polimorfizmu LEPR 668 A/G
wykorzystano enzym Mspl (Eurx, Polska). Wszystkie reakcje przeprowadzono
wg procedur zalecanych przez producentéw: temperatura trawienia 37°C przez
16 godzin, temperatura inaktywacji enzymu 65°C przez 20 min.

W Tabeli XV przedstawiono skfad mieszaniny reakcyjnej RFLP, natomiast w Tabeli
XVI charakterystyke enzymoéw uzytych w reakcji oraz wynik ich dziatania w
postaci produktéw uzyskanych po hydrolizie.

Tabela XV. Sktad mieszaniny reakcyjnej po trawieniu RFLP.

Skfadnik reakcji Stezenie wyjsSciowe Objetos¢ na 1 préobke (ul)
Woda sterylna - 2,5
Bufor do hydrolizy 10x 2,5
Enzym restrykcyjny 10 u/pl 1
Produkt PCR 19
Suma: 25

Tabela XVI. Charakterystyka enzymow uzytych w reakcji oraz produktu ich
dziatania.

Enzym Rozpoznawana Wielkosc Wielkos¢ produktu
restrykcyjn | Producent - produktu L
sekwencja po trawieniu
y PCR
GA 242 pz, 181 pz,
. Fermentas 5'..G/CGC..3’ 61 pz
Hin6l , Litwa 3'..CGC/G..5 242Pz | GG 181 pz, 61 pz
AA 242 pz
AG 216 pz, 134 pz,
Eurx, 5'..C/CGG...3’ 82 pz
Msp1 Polska 3'..GGC/C..5’ 216 pz | AA 216 pz
GG 134 pz, 82pz

Bufor dla LEP -2548 G/A — 10mM Tris-HCI (pH 7,5 w 22°C), 10mM MgCl,, 50mM NaCl, 1 mM dithiothreitol,
100pl BSA. Bufor dla LEPR 668 A/G — 10mM Tris-HCI (ph 7,4 w 25°C, 100mM KCI, 1mM EDTA, 1mM DTT, 0,2
mg/ml BSA, 50% Glicerol)

4.2.5. Analiza polimorfizmoéw po hydrolizie enzymami restrykcyjnymi

Zaroéwno produkt reakcji PCR jak i fragmenty tego produktu po reakcji trawienia
enzymami restrykcyjnymi poddano rozdziatowi na 2% zelu agarozowym, w
buforze TBE (Sigma Aldrich, 10xTBE, 0,89M Tris, 0,89M kwas borowy, 0,02
EDTA, pH 8,0), w komorze elektroforetycznej poziomej (Sigma-Aldrich, Polska),
pod napieciem 120V przytozonym do elektrod, przez 2 godziny. Zele z
rozdzielonym materiatem genetycznym barwiono bromkiem etydyny a nastepnie
wizualizowano w Swietle ultrafioletowym. Uzyskane obrazy zapisywano
elektronicznie do plikéw graficznych (UVI-KS4000i/Image PC, UVitec Limited,

Cambridge, UK)
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Sktad mieszaniny do elektroforezy na zelu:

- 24 pul produktu po hydrolizie + 4pl buforu obcigzajagcego (10mM Tris-HCI, pH
7,6), 0,15% orange G, 0,03% ksylenocyjanol FF, 60% glicerol, 60mM EDTA
(Fermentas, Litwa) oraz dodatkowo naktadano

- 5 pl markera wielkosci 50pz (Fermentas, Litwa)

Po zakonczeniu procesu elektroforezy uzyskano nastepujace wyniki:
Polimorfizm regionu promotorowego genu leptyny -2548 G/A

a. Heterozygota GA 242pz, 181pz, 61pz,

b. Homozygota GG 181pz, 61pz,

c. Homozygota zmutowana AA - brak miejsca ciecia dla enzymu - 242pz.
Polimorfizm genu receptora leptyny LEPR 668 A/G

a. Heterozygota AG 216pz, 134pz, 82pz,

b. Homozygota AA- 216pz,

c. Homozygota zmutowana GG 134pz, 82pz.

Na Rycinach 5 i 6 przedstawiono wyniki reakcji RFLP po rozdziale na zelu
agarozowym, przedstawiajagce warianty genetyczne genu leptyny oraz genu

receptora leptyny.

Rycina 5. Analiza polimorfizméw genu leptyny LEP -2548 G/A. Trawienie
enzymem Hin6l. Produkty rozdzielone na zelu agarozowym. Tor 1 — marker
wielkosci. Tory 2,3,7 — homozygoty GG, tory 4,5,8- homozygoty AA.
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Rycina 6. Analiza polimorfizmméw genu receptora leptyny LEPR 668 A/G. Trawienie
enzymem Mspl. Produkty rozdzielone na zelu agarozowym. Tor 8 — marker
wielkosci. Tory 1,7 — heterozygoty AG, tory 2,3,4,6 - homozygoty GG, tor 5-
homozygota AA.

OO OWN =

4.2.6. Metody statystyczne

Analize statystyczng rozktadu wystepowania poszczegdlnych polimorfizméw oraz
frekwencji wystepowania poszczegdlnych alleli, celem konfrontacji frekwencji
obserwowanych i oczekiwanych, przeprowadzono w oparciu o prawo rozkiadu
Hardy’ego-Weinberga opisywane nastepujacym réwnaniem:

p? + 2pq +g® =1, gdzie
p i g — czestos¢ wystepowania poszczegdlnych alleli badanego genu.
Prawo Hardy’ego-Weinberga okresla czesto$¢ wystepowania genotypdw w catej
populacji. Kazda populacja, w ktérej rozktad gentypdw potwiedza zalezno$é p? +
2pq +q°, niezaleznie od absolutnych wartoéci p i q, znajduje sie w stanie
genetycznej rownowagi. Niezbednym warunkiem do zaistnienia réwnowagi
Hardy’ego-Weinberga jest odpowiednia duza liczebnos¢ populacii.
Po zastosowaniu RFLP wytypowano genotypy w zakresie polimorfizmu genu
leptyny LEP -2548 G/A oraz polimorfizmu genu receptora leptyny LEPR 668 A/G.
Wyznaczono wartosci procentowe poszczegdlnych genotypéw w badanych
podgrupach, a takze wyliczono bezwzgledng ilos¢ alleli dla kazdego polimorfizmu
oraz odpowiadajace im wartosci procentowe. Uzywajac kalkulatoréow
statystycznych dostepnych na stronach internetowych:
http://ihg2.helmholtz-muenchen.de/cgi-bin/hw/hwal.pl,
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http://www.oege.org/software/hwe-mr-calc.shtml

http://cmccabe.freeshell.org/antl/hw_equilibrium.html

wyznaczono wartosci (liczebnosci) oczekiwane poszczegdlnych genotypow oraz
odpowiadajgce im rozkitady procentowe we wszystkich podgrupach pacjentek.
Nastepnie poréwnano rdéznice pomiedzy wartosciami obserwowanymi a
wyznaczonymi warto$ciami oczekiwanymi, co miato na celu okreslenie zgodnosci
ich rozkfadu z prawem Hardy’ego-Weinberga. Brak rdznic istotnych statystycznie
w rozktadzie pomiedzy wartosciami obserwowanymi a wartosciami oczekiwanymi
(test doktadny Fishera, x*-test Chi-kwadrat) poszczegélnych genotypéw oznacza,
ze rozktad taki spetnia prawo Hardy’ego-Weinberga. Natomiast stwierdzenie
roznicy istotnej statystycznie w rozktadzie genotypow obserwowanych i
oczekiwanych oznacza brak rownowagi Hardy’ego-Weinberga. Taki brak
rbwnowagi moze mieé istotny wptyw na dalsze analizy statystyczne, w
szczegolnosci, gdy grupa, ktérej test dotyczy nie jest zbyt liczna. Warunkiem
zaistnienia rownowagi Hardy’ego-Weinberga jest odpowiednia liczebnos¢
populacji, losowe kojarzenie osobnikéw, brak dryfu genetycznego, brak selekcji,

brak istotnych mutacji [73, 121].

4.3. Badania ultrasonograficzne

Badania ultrasonograficzne ptodu przeprowadzono zgodnie z Rekomendacjami
Sekcji Ultrasonografii Polskiego Towarzystwa Ginekologicznego [111]. Badania
wykonywane byty Aparatem ALOKA Alpha 10 w Pracowni Ultrasonografii
Ginekologicznego-Potozniczego Szpitala Klinicznego w Poznaniu. U kazdej
ciezarnej wykonano badanie przynajmniej 3-krotnie w trakcie trwania catej cigzy.
Pierwsze badanie przed 10 t.c. obejmowato potwierdzenie cigzy, drugie badanie
pomiedzy 11-13*° t.c. stanowito przesiewowa analize w kierunku aberracji
chromosomalnych, trzecie pomiedzy 18-22 t.c. biometrie ptodu ze szczegdtowq
oceng anatomii, kolejne badanie po 32t.c. biometrie z oceng masy ptodu i
wydolnosci jednostki ptodowo-tozyskowej (badania dopplerowskie). Mase
noworodka oceniano jako nadmierng w przypadku przekroczenia 95 percentyla
dla danego tygodnia cigzy (LGA-Large for Gestational Age) a w razie masy
powyzej 4000g rozpoznawano makrosomie ptodu. Mase rowng lub nizszg 10-
percentylowi uznawano za zbyt niska dla danego tygodnia cigzy (SGA-Small for
Gestational Age). Mase pomiedzy 10 a 95 percentylem uznawano za prawidtowq

(AGA-Apropriate for Gestational Age).
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4.4. Badania genetyczne tozyska

Materiatem do oznaczenia ekspresji genu leptyny oraz genu receptora leptyny
byta probka tozyska pobrana bezposrednio po porodzie drogami naturalnymi
badz po porodzie operacyjnym. Probki o objetosci okoto 30 ml zostaty zamrozone
w cieklym azocie, a nastepnie przechowywane w temperaturze -80°C do czasu
wykonania oznaczen. Badania genetyczne tozyska zostaty wykonane w Zakfadzie

Biotechnologii i Genetyki Instytutu Roslin i Przetworéw Zielarskich w Poznaniu.

4.4.1. Izolacja RNA z tkanki tozyska

W celu izolacji RNA wykorzystano 80mg tkanki przechowywanej w —80°C.
Pobrany materiat zalano 1ml odczynnika TriPure Isolation Reagent (Invitrogen) i
homogenizowano. Po maceracji, do probowek dodano 200ul chloroformu i
intensywnie wytrzasano, po czym wirowano 12 000xg, 4°C przez 15 min.
Nastepnie zebrano gorng faze, w ktorej znajdowat sie RNA, przeniesiono do
Swiezej probowki i dodano izopropanol w stosunku objetosciowym 1:1.
Zawartos$¢ probéwek mieszano i umieszczono na30 min. w temperaturze -80°C.
Po rozmrozeniu probdéwki z zawartoscig poddano wirowaniu w warunkach 4°C,
12 000 x g przez 10 min. Nastepnie usunieto nadsacz, a osad RNA jednokrotnie
ptukano w 1 ml 75% etanolu przygotowanego z uzyciem wody dejonizowanej i
autoklawowanej w obecnosci DEPC, mieszano i pozostawiano na lodzie w celu
kilku minut inkubacji. Tak przygotowane préby wirowano przez okres 5 min., w
warunkach 7500 x g, 4°C, po czym usunieto etanol pod komorg laminarng, gdzie
pozostawiono proby RNA w celu ich wysuszenia na okres 15 min. Po tym czasie
do probéwek podano 15 pl wody wolnej od rybonukleaz i w celu petnego
rozpuszczenia RNA probowki umieszczono w termobloku w temperaturze 65°C na
czas 5 min. Po uptywie czasu inkubacji probdwki z zawartoscig zworteksowano i

zwirowano. Proby przechowywano w -80°C.

4.4.2. Analiza jakosciowa kwasdw nukleinowych

Dla oceny jakosSciowej preparatéow postuzono sie pomiarem

spektrofotometrycznym. Preparaty RNA rozcienczono H,O w proporcji 2 pl RNA:
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98 pul H,O, zworteksowano i zwirowano. Do kalibracji spektrofotometru
wykorzystano 100 ul H,O. Odczyt przeprowadzano przy trzech dtugosciach fali:
260nm — maksimum absorpcji dla RNA

280nm — maksimum absorpcji dla biatek

320nm — absorpcja dla drobin komoérkowych (tzw. tto)

Do obliczen postuzono sie wartosciami ODygo i ODogo po odjeciu wartosci tta
(OD320).

Przyjmuje sie, ze wartos¢ OD,s (gestos¢ optyczna) réwna jest 1 dla dsDNA o
stezeniu 50ug/ml, ssDNA o stezeniu 33ug/ml oraz dla RNA o stezeniu 40ug/ml.
W zwigzku z tym stezenie kwasow nukleinowych obliczano wedtug podanego
ponizej wzoru:

Stezenie RNA [pg/ml] = OD,go* 40*R

gdzie:

R — krotnos¢ rozcienczenia.

4.4.3. Odwrotna transkrypcja

Odwrotng transkrypcje dla pozyskania cDNA przeprowadzano przy uzyciu
zestawu SuperScript First Strand Synthesis System (Invitrogen). Catg procedure
wykonywano pod komorg laminarng, na lodzie. Do 2 pg RNA rozpuszczonego w
wodzie wolnej od RNaz dodawano 1 ul mieszaniny deoksyrybonukleotydéw
(dNTP) (stezenie wyjsciowe 10mM), 1 ul oligo(dT), (stezenie wyjsciowe 50uM) i
uzupetniano woda wolng od RNaz do objetosci 10ul. Zawartos$¢ probdwki
mieszano i wirowano przez 30s, po czym umieszczano w termobloku na 5 min. w
temperaturze 65°C w celu denaturacji RNA. Nastepnie probowke przenoszono do
lodu na 1min., wirowano, ponownie umieszczano w lodzie i dodawano
nastepujace sktadniki: 2pl 10x stezonego buforu, 2 pl DTT (stezenie wyjsciowe
0,1M), 4upl MgCl, (stezenie wyjsciowe 25mM), 1 ul inhibitora rybonukleaz
(40U/ul) oraz 1 pl odwrotnej transkryptazy SuperScript 111 RT (200U/ul).
Probdéwke wstrzgsano, krotko wirowano i umieszczano w termobloku. Synteze
cDNA prowadzono w czasie 50 min. w temperaturze 50°C. Po zakonczeniu
syntezy probdwki poddawano dziataniu temperatury 85°C przez 5 min. w celu
zatrzymania reakcji. Nastepnie podawano 1ul rybonukleazy H i inkubowano

20min w temperaturze 37°C. Po zakonczeniu procedury probdowki z cDNA
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przechowywano w temperaturze 4°C. W ten sposdb uzyskany cDNA postuzyt jako

matryca do reakcji tancuchowej polimerazy w czasie rzeczywistym.

4.4.4. kancuchowa reakcja polimerazy w czasie rzeczywistym (RT-PCR)

Dla oszacowania zmian w poziomie ekspresji badanych genéw OB-R, (LEPR) i LEP
wykorzystano reakcje tancuchowej polimerazy w czasie rzeczywistym (RT-PCR).
Reakcje przeprowadzano w szklanych kapilarach, w korncowej objetosci 10 ul, z
wykorzystaniem cDNA pozyskanego w reakcji odwrotnej transkrypciji,
specyficznych par starteréw oraz zestawu Fast Start DNA Master Sybr Green |
(Roche Diagnostic). Do amplifikacji postuzyt aparat LightCycler realtime PCR
detection system (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany) natomiast
oprogramowanie LightCycler3 Run Version 5.32 i LightCycler Data Analysis
Version 3.5.28 pozwolito na analizowanie uzyskanych wynikdéw oraz poréwnanie
wzglednych réznic ilosci poczatkowej matrycy. Poziom analizowanych

transkryptow standaryzowano wzgledem genu referencyjnego — GAPDH.

Sktad mieszaniny reakcyjnej dla pojedynczej préby w celu amplifikacji
transkryptéw GAPDH oraz OB-R, (LEPR):

6,9 ul wody wolnej od RNaz

o p

0,6 ul MgCl, (stezenie koncowe 2mM)

0,25 ul starter pierwszy ( stezenie koricowe 0,5uM)

0,25 ul starter drugi ( stezenie koricowe 0,5uM)

1ul LightCycler Fast-Start Reaction Mix SYBR Green I, 10 x stezony
1 pl cDNA

- © a O

Sktad mieszaniny reakcyjnej dla pojedynczej préby w celu amplifikacji
transkryptéw LEP:
a. 7,1 pl wody wolnej od RNaz
b. 0,4 pl MgCl, (stezenie koncowe 2mM)
0,25 pl starter pierwszy ( stezenie korncowe 0,5uM)
0,25 ul. starter drugi ( stezenie koncowe 0,5uM)
1ul LightCycler Fast-Start Reaction Mix SYBR Green I, 10 x stezony
1 pl cDNA

- © a o
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Dla wszystkich gendw reakcja tancuchowa polimerazy w czasie rzeczywistym
obejmowata kilka nastepujacych po sobie etapoéw i przebiegata w okreslonych
ponizej warunkach. Tabela XVII przedstawia warunki przeprowadzonej reakcji
RT-PCR

Tabela XVII. Warunki przeprowadzania reakcji RT-PCR.

Polimorfizm Etap Temperatura (°C) Czas (s) Ilos¢ cykli
Denaturacja 95 600
wstepna
T -
% Denatlu_raCJa 95 8
2 wihasciwa
O] Wigzanie 40
. 54 6
S starteréw
O Synteza 72 8
Synteza 70 20
koncowa
Denaturacja 95 600
wstepna
o Denatlu_raCJa 95 10
u wihasciwa
c Wigzanie 60
o . 54 6
O starteréw
Synteza 72
Synteza 70 20
koncowa
~ Denaturacja 95 600
x wstepna
a -
3 Denatlu_raCJa 95 10
~ wihasciwa
7 - -
i quzan,le 58 3 60
o) starteréw
c Synteza 72
© synteza 70 20
koncowa

Reakcje przeprowadzano w cyklach obejmujacych etapy 2, 3 i 4 po czym
nastgpito topienie produktédw reakcji w wyniku wzrostu temperatury do wartosci
95°C. Sekwencje starterow GAPDH i OB-R, pochodzity z pracy Lima-Couy i wsp.
[110], natomiast LEP z pracy Liu i wsp. [111]. Startery rozpuszczano w wodzie
do stezenia 50uM. Dla celéw roboczych przygotowywano takze pozadane

objetosci starterow o stezeniu 10uM.
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Tabela XVIII. Sekwecje starterow zastosowanych podczas reakcji RT-PCR.

Gen

Sekwencje starterow (5'-3)

Autor metody

GADPH

GAA GGT GAA GGT CGG AGT C GAA
GAT GGT GAT GGG ATT TC

Lima-Couy i wsp.

[86]

OB-R, (LEPR)

CAA GAA TTG TTC CTG GGC ACA
TCA GGC TCC AAA AGA AGA GGA

Lima-Couy i wsp.

[86]

LEP

TTG GCC CTATCT TTT CTA TG
GCA TAC TGG TGA GGA TCT GT

Li i wsp. [96]

4.4.5. Zestawienie wynikéw analizy RT-PCR w czasie rzeczywistym

Poziom ekspresji badanych genéw oznaczano za pomocg reakcji PCR w czasie

rzeczywistym z uzyciem starteréw specyficznych dla oznaczanego genu i

komplementarnych do fragmentu kodujacego. Ilos¢ transkryptu wyznaczano z
krzywej wzorcowej, ktérg sporzadzono poprzez wykorzystanie rozcienczern cDNA
uzyskanego po odwrotnej transkrypcji mRNA oraz uzycie starteréw oligo(dT), w
reakcji amplifikacji cDNA analizowanych gendw. Wyniki standaryzowano wobec
genu referencyjnego GAPDH, po czym przedstawiono w postaci wykresow jako
wartos¢ wzgledng w odniesieniu do grupy kontrolnej. Ilos¢ transkryptu w prébach
kontrolnych uznano za poziom ekspresji rowny 1. Przyktadowe wykresy
przedstawiajace wyznaczanie temperatury topnienia produktu, przebieg reakcji

amplifikacji i krzywa wzorcowg dla genéw zamieszczono na Rycinie 7 i 8.

Rycina 7. Wyznaczanie temperatury topnienia produktu reakcji RT-PCR dla

poszczegolnych gendw.

GAPDH (85,15°C) LEP (85,28°C)
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Rycina 8. Przebieg reakcji PCR w czasie rzeczywistym dla poszczegélnych genéw
przy roznych stezeniach cDNA. Wyznaczanie krzywych wzorcowych.

GAPDH LEP OB-R_ LEPR

L e e E e e
2 I T - |
yyyyyyyyyyy

o
5 &
7 " gae-
. £
S-
Ertor = 000687 371
o E=do0 4
01 05 0 Y ) Y ; ) ¥ )

‘,
G ]
4 05 :
8 5 10 15 F) = E) ES © 8 LI S
= o
571 " gl
5l o £
s e 32—
n 1 871
Enor = 0.0324 2+ Error= 00405 )
(=100 1 1=100 1
) ) : : : o | | ,
35 s 03 os 4 015

05 04 03 02 01 2
Log Concentration Log Concentiation

aaaaaaaaaaaaaaaa

V. WYNIKI

W ponizszych podpunktach podano parametry wyrdwnania metabolicznego w

poszczegolnych podgrupach ciezarnych.

5.1. Wyrdéwnanie metaboliczne, wynik potozniczy, stezenie leptyny, rozkiad

genotypdéw oraz tozyskowa ekspresja genéw w badanych grupach

5.1.1. Ocena wyréwnania metabolicznego w grupie ciezarnych z cukrzycg w

poszczegdlnych trymestrach cigzy

W Tabeli XIX przedstawiono charakterystyke wyrdwnania metabolicznego w
pierwszym trymestrze cigzy w grupie ciezarnych z cukrzyca.

Najwyzsze s$rednie wartosci glikemii zaobserwowano u ciezarnych nalezacych do
klasy C wg White, najwyzszy odsetek hemoglobiny glikowanej w grupie
ciezarnych z klasg R/F oraz u pacjentki z klasg H wg White. Dobowa utrata biatka
byta najwyzsza u ciezarnych z cukrzycg powiktang nefropatiq i retinopatig
proliferacyjng (klasy F oraz R/F) i u ciezarnej z klasg H. U ciezarnej z nefropatig
oraz u ciezarnej po przeszczepie nerki (klasa T) stwierdzono obnizenie klirensu
kreatyniny. Podwyzszony poziom kreatyniny zaobserwowano u ciezarnych w

klasie R/F. W badaniach profilu lipidowego zaobserwowano najwyzsze stezania
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catkowitego cholesterolu u ciezarnych z grup H i T, cholesterolu LDL — u
ciezarnych z klasy R/F, triglicerydéw — u ciezarnych z grupy B wg White.

W Tabeli XX przedstawiono parametry wyrownania metabolicznego w drugim
trymestrze cigzy w grupie ciezarnych z cukrzyca.

Najwyzsze sSrednie wartosci glikemii stwierdzono u ciezarnych nalezacych do
klasy R/F wg White oraz u ciezarnej z grupy H, najwyzszy odsetek hemoglobiny
glikowanej natomiast w grupie ciezarnych z klasa B. Dobowa utrata biatka byta
najwyzsza u ciezarnych z nefropatiq (klasy F oraz R/F) i u ciezarnej z klasg H.
Klirens kreatyniny byt obnizony u pacjentek z nefropatiq oraz u ciezarnej po
przeszczepie nerki (klasa T). Podwyzszony poziom kreatyniny zaobserwowano u
ciezarnych nalezacych do klasy R/F oraz u ciezarnej z klasy H. W badaniach
profilu lipidowego zaobserwowano najwyzsze stezania catkowitego cholesterolu u
ciezarnych z grup F i H, cholesterolu LDL — u ciezarnych z klasy F i H,

triglicerydéw — u ciezarnych z grupy F i H wg White.
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Tabela XIX. Wyréwnanie metaboliczne w grupie badanej — ciezarne z cukrzycqg w I trymestrze cigzy.

. B C D F R R/F
White
N=25 N=39 N=16 N=4 N=9 N=5 H T
z /3 /3 /3 /3 /3 N:13 N:13
Parametr Srednia Min-Max Srednia Min-Max Srednia Min-Max Srednia Min-Max | Srednia Min-Max Srednia Min-Max
Glikemia
(mg/di)* 100 80-190 190 60-260 110 80-130 100 100-120 120 80-180 110 100-140 130 160
mg
HbA1c(%0) 7,5 5,3-12,6 7,6 4,8-12,0 80 5,4-9,9 7,9 5,8-8,9 7,7 5,1-12,3 8,5 7,3-8,9 9,7 8,4
Cholesterol LDL
95 50-230 80 4-120 90 50-130 60 60-90 100 50-110 120 80-180 120 120
(mg/dl)
Cholesterol
60 20-110 70 50-110 80 50-100 90 60-90 80 40-120 70 40-110 90 60
HDL (mg/dl)
Cholesterol
catkowity 168 110-230 160 100-220 170 130-250 160 150-190 200 120-240 180 160-300 230 200
(mg/dl)
Triglicerydy
71 40-410 70 20-150 60 30-150 60 60-80 70 50-140 80 50-110 120 100
(mg/dl)
Klirens
kreatyniny 147 90-210 130 60-220 120 60-230 80 70-150 110 90-170 50 40-80 110 40
(ml/min)
Kreatynina 0,42- 0,43- 0,43-
0,53 0,50 0,55 0,97 0,44-1,0 0,59 0,5-0,54 1,60 0,65-2,2 0,8 1,2
(mg/dl) 0,74 0,74 0,68
Dobowa utrata
) 0 0-0 0,07? 0-0,1 0,07? 0-0,07 2,17 0,8-2,7 0 0-0 1,1 0,8-5,6 5,9 0
biatka (g/24h)
80/50- 80/50- 90/50- 100/60- 90/60- 120/70-
RR (mmHg)* 100/60 100/60 110/50 100/60 110/70 130/80 140/80 120/70
150/90 120/80 120/80 120/80 130/80 140/80

1 - podano wartosci $rednie z 3 pomiaréw/dzien w trakcie pobytu ciezarnej na oddziale.

doby.

2

- podano wartosci srednie.

3

- podano wartosci u pacjentki.

4- wynik z 12 pomiaréw w ciggu
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Tabela XX. Wyréwnanie metaboliczne w grupie badanej — ciezarne z cukrzycg w II trymestrze cigzy.
. F R R/F
White
N=25 N N=16 N=4 N=9 N=5 H T
- . . . , Min- ) N=1? N=12
Parametr Srednia Min-Max Srednia Min-Max Srednia Min-Max Srednia Min-Max Srednia M Srednia Min-Max
ax
Glikemia
100 70-160 90 70-150 100 60-120 90 93-94 93 60-100 100 90-110 160 80
(mg/dly®
HbA;c (%) 6,8 5,2-11,9 6,5 3,9-9,8 6,8 4,2-7,9 5,9 5,7-6,2 6,1 5,1-7,7 5,5 4,7-6,9 6,1 6,1
Cholesterol LDL
80 60-130 90 60-130 150 90-190 180 - 102 70-200 150 90-280 350 100
(mg/dl)
Cholesterol
70 30-120 90 60-110 90 60-110 70 - 82 60-90 90 50-130 90 60
HDL (mg/dl)
Cholesterol 170
catkowity 210 130-270 210 140-270 260 190-320 290 - 206 240 340 200-490 530 180
(mg/dl)
Triglicerydy
110 60-320 130 80-190 180 95-230 220 - 170 80-260 240 140-470 440 130
(mg/dl)
Klirens
kreatyniny 120 90-200 130 40-190 120 80-160 100 74-135 114 70-150 50 20-90 110 50
(ml/min)
Kreatynina 0,36- 0,33- 0,48- 0,46-
0,44 0,51 0,55 0,70 0,6 0,5-0,9 1,9 0,6-3,5 1,60 1,40
(mg/dl) 0,58 0,79 0,67 0,87
Dobowa utrata
) 0 0-0 0,7 0,7 0 0-0 1,8 0,3-3,3 0,20 0-0,4 3,3 0,7-6,8 13,7 0
biatka (g/24h)
80/60- 80/60- 90/50- 80/60- 80/50- 100/60-
RR (mmHg)* 100/70 110/70 110/60 100/65 100/60 110/70 130/70 110/70
120/90 120/80 120/80 120/70 120/70 140/80
1 - podano wartoéci $rednie z 3 pomiardw/dzien w trakcie pobytu ciezarnej na oddziale. ? - podano wartosci u ciezarnych (po jednej ciezarnej w kazdej podgrupie). °- wynik z 12

pomiarow w ciggu doby.
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W Tabeli XXI przedstawiono charakterystyke wyrdéwnania metabolicznego w
trzecim trymestrze cigzy w grupie ciezarnych z cukrzyca.

Najwyzsze srednie wartosci glikemii stwierdzono u ciezarnych z klasy B wg White
oraz u ciezarnej z klasy H, natomiast najwyzszy odsetek hemoglobiny glikowanej
w grupie ciezarnych z klas C i D, oraz u pacjentki z klasy H. Dobowa utrata biatka
byta najwyzsza u ciezarnych z nefropatig (klasy F oraz R/F) i u 1 ciezarnej z
klasg H. Klirens kreatyniny byt obnizony u pacjentek z nefropatig (klasa F) oraz u
ciezarnej po przebytym zawale serca (klasa H). Podwyzszony poziom kreatyniny
zaobserwowano u ciezarnych w klasach R/F i F oraz u ciezarnej z klas H i T. W
badaniach profilu lipidowego zaobserwowano najwyzsze stezania catkowitego
cholesterolu u ciezarnych z klas R/F i F oraz H, cholesterolu LDL — u ciezarnych z
klasy R/F i H, triglicerydow — u ciezarnych z klasg F wg White.

W Tabeli XXIl przedstawiono zbiorczo wyréwnanie metaboliczne w grupie
ciezarnych z cukrzycg w poszczegolnych trymestrach cigzy. Zaobserwowano
tendencje do poprawy wyrdéwnania glikemii opisywanej $rednig dobowg glikemig,
oraz odsetkiem hemoglobiny glikowanej, w miare rozwoju cigzy. W zakresie
parametrow lipidowych stwierdzono wzrost stezenia wszystkich frakcji
lipidowych. Parametry nerkowe ulegty pogorszeniu w trakcie trwania cigzy, ale
wydaje sie, ze miata na to wptyw niejednorodnos¢ catej grupy ciezarnych z

cukrzyca, obejmujaca pacjentki z réznego stopnia uszkodzeniem nerek.
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Tabela XXI. Wyréwnanie metaboliczne w grupie badanej — ciezarne z cukrzycq w III trymestrze cigzy.

. R/F
White
N=24 N N=13 N=10 N N=6 H T
: . . . . Min- . N=1? N=12
Parametr Srednia Min-Max Srednia Min-Max Srednia Min-Max Srednia Min-Max Srednia M Srednia Min-Max
ax
Glikemia
100 70-170 90 7-140 90 70-100 90 70-180 90 70-110 90 80-160 110 90
(mg/dl)®
HbA;c (%) 6,4 5,1-12,1 6,5 4,9-9,2 6,5 5,2-9,4 6 57-7,1 6,2 5,4-9,3 6 5,7-6,8 6,1 7
Cholesterol LDL
110 50-250 130 80-180 170 97-265 150 110-210 103 40-200 180 60-210 250 17
(mg/dl)
Cholesterol
70 50-210 80 60-180 70 40-80 80 40-100 79 40-100 80 40-110 40 60
HDL (mg/dl)
Cholesterol 110
catkowity 220 140-370 260 190-340 280 210-410 310 200-360 233 250 340 260-390 360 260
(mg/dl)
Triglicerydy 110-
270 110-580 190 40-630 300 110-510 370 180-560 145 280 160-560 340 190
(mg/dl) 350
Klirens
kreatyniny 150 50-170 130 70-200 120 60-140 80 60-170 111 90-140 60 20-100 30 50
(ml/min)
Kreatynina 0,42- 0,44- 0,54- 0,53- 0,55- 2,62-
0,6 0,63 0,73 1,0 0,74 1,82 2,62 1,30
(mg/dl) 0,94 0,86 0,96 1,22 0,93 4,63
Dobowa utrata
] 0 0-0 0 0-0 0 0-0 4,1 0,4-7,7 0 0-0 3,4 0,9-18,3 22,2 0,9
biatka (g/24h)
100/60- 80/60- 100/60- 110/60- 100/60- 100/60-
RR (mmHg)1 110/70 110/70 110/70 120/70 120/70 120/80 100/60 110/70
140/90 140/90 135/90 130/90 130/90 160/90

1 - podano wartosci $rednie z 3 pomiaréw/dzien w trakcie pobytu ciezarnej na oddziale. - podano wartosci u ciezarnych (po jednej ciezarnej w kazdej podgrupie). ®- wynik z 12 pomiaréw

w cigqgu doby.
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Tabela XXI1. Wyrdwnanie metaboliczne w grupie ciezarnych z cukrzycg w poszczegdlnych trymestrach cigzy.

I TRYMESTR Il TRYMESTR 111 TRYMESTR
PARAMETR _ _ , - .
Srednia Min-Max Srednia Min-Max Srednia Min-Max
Glikemia dobowa
110 60-260 100 60-160 90 70-180
(mg/d)*
HbA;¢ (%) 7,9 4,8-12,6 6,6 3,9-11,9 6,6 4,9-12,5
Cholesterol LDL
90 20-180 110 20-350 140 40-260
(mg/dl)
Cholesterol HDL
70 20-1120 80 30-130 80 40-210
(mg/dl)
Cholesterol catkowity
170 100-300 240 140-530 270 110-410
(mg/dl)
Triglicerydy (mg/dl) 80 20-410 170 65-470 260 40-630
Klirens kreatyniny
130 50-220 120 20-200 110 20-200
(ml/min)
Kreatynina (mg/dl) 0,61 0,38-2,18 0,64 0,33-3,54 0,79 0,39-4,59
Dobowa utrata biatka
0,31 0-5,98 0,57 0-13,7 1,27 0-22,1
(g/24h)

1 - wynik z 12 pomiaréw w ciagu doby.
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5.1.2. Ocena wyrownania metabolicznego w grupie ciezarnych
nadcisnieniem tetniczym

W Tabeli XXIIl przedstawiono parametry metaboliczne w grupie
ciezarnych z nadcisnieniem tetniczym. W grupie ciezarnych z przewlekiym
nadcisnieniem tetniczym (PNT) zaobserwowano znamiennie wyzsze
$rednie wartosci klirensu kreatyniny oraz triglicerydéw w poréwnaniu do
grupy ciezarnych z nadci$nieniem indukowanym cigzg (NIC). W grupie
pacjentek z NIC najwyzszg byta dobowg utrate biatka (12,4g/24h)
stwierdzono u pacjentki z ciezkim stanem przedrzucawkowym. Nie
zaobserwowano istotnych réznic w profilu lipidowym pomiedzy ciezarnymi
z obu grup. Ponadto zaobserwowano istotnie wyzszg mase ciata oraz
niezamiennie wyzszy wskaznik BMI u ciezarnych z przewlektym
nadciSnieniem tetniczym w pordwnaniu do grupy z nadcisnieniem

indukowanym cigza.

Tabela XXIIl. Parametry metaboliczne w grupie ciezarnych =z
nadcisnieniem tetniczym w okresie okotoporodowym.
Grupa z PNT Grupa z NIC
Parametr N=21 N=39 pl
opisujacy Srednia Min. Max Srednia Min. Max.
Klirens
kreatyniny 160 90 250 110 30 220 <0,05
(ml/min)
Kreatynina
(ma/di) 0,5 0,4 0,9 0,4 0,4 3,3 NS
Dobowa
utrata biatka 0,4 0 0,6 0,4 0 12,4 NS
(g/24h)
Cholesterol
catkowity 280 200 400 280 50 850 NS
(mg/dD
Cholesterol
HDL (ma/d) 70 50 110 70 50 380 NS
Cholesterol
LDL (ma/d) 150 70 220 130 60 510 NS
Triglicerydy 360 120 430 310 140 810 <0,05
(mg/dD
Mas(ig‘:)'a+a 93 58 138 78 48 103 | <0,001
BMI (kg/m?) 33,3 20,5 48,8 29,2 17,8 37,1 NS

! - test t-studenta.
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5.1.3. Wynik potozniczy w grupie ciezarnych z cukrzycq

U 89 ciezarnych z cukrzycqg cigza zakonczyfa sie powodzeniem, u 11 ciezarnych
doszto do obumarcia cigzy. Wynik potozniczy w tej grupie ciezarnych, z
uwzglednieniem klasy cukrzycy wg White przedstawiono w Tabeli XXIV.
Najwiekszg liczbe niepowodzen w cigzy zanotowano w grupie pacjentek z
cukrzycq klasy B i R/F. Najwyzszg s$redniag mase urodzeniowg noworodka
zaobserwowano u ciezarnych klasy D wg White, ale najwieksze dziecko w catej
podgrupie urodzita ciezarna z cukrzyca klasy B (5200g). Zwracajq uwage niskie
masy urodzeniowe noworodkéw ciezarnych klas H i T — cigze rozwigzane
przedwczesnie ze wskazan zagrozenia zycia ciezarnej. Jedynie u ciezarnych
nalezacych do klas B, C i D cigze ukonczono na drodze porodu naturalnego. U
ciezarnych z powiktaniami naczyniowymi (klasy R, F, R/F, H, T) wykonywano
ciecie cesarskie. U 5 ciezarnych pordéd ukonczono operacyjnie drogg pochwowg
za pomoca Wwyciggacza prozniowego lub kleszczy potozniczych, z powodu
objawow zagrozenia zycia ptodu w II okresie porodu. Nie zaobserwowano
wyraznych réznic w pourodzeniowym stanie noworodka opisywanym gazometrig

krwi pepowinowej.
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Tabela XX1V. Wynik potoZzniczy w grupie ciezarnych z cukrzycg z uwzglednieniem klas cukrzycy wg White.

Klasy cukrzycy wg White

Cata grupa
Parametr B C D F R/F H T
N=100
N=25 N=39 N=16 N=9 N=4 N=5 N=1 N=1
Liczba cigz zakonczonych
89 (89) 20 (80) 36(92) 14(87) 9(100) 4(100) 4(80) 1(100) 1(100)
powodzeniem N(%0)
Liczba cigz zakonczonych
_ _ 11 5 (20) 3(8) 2(13) 0(0) 0(0) 1(20) 0(0) 0(0)
niepowodzeniem N(%)
Sredni tydzien cigzy w 37 37 38 37 37 37 34 i,
przypadku porodu (t.c.)* (30-42) (31-42) (33-41) (33-40) (30-39) (36-38) (32-37)
Sredni tydzien cigzy w 15
przypadku obumarcia 6.37 17 (9-35) 20 (6-37) 9 (8-10) - - 7 - -
cigzy (t.c.)* ( )
3490 3560 3170
3400 3550 3130 2140
Masa noworodka (g)* (2490- (2110- (2080- 1550 1130
(1020-5200) (1020-5200) (1310-4410 (1490-3490)
5030) 4690) 4010)
PSN N(%) 26 (29) 10 (50) 13 (36) 3 (21) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
CC N(%) 58 (65) 9 (45) 19 (52) 11 (81) 9 (100) 4 (100) 4 (100) 1 (100) 1 (100)
VAC/FOR N(%) 5 (6) 1 (5) 4 (12) 0 (79) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
Ap. 1% 8 (1-10) 8 (1-10) 8 (2-10) 8 (5-10) 8(5-10) 8(6-10) 9 (6-10) 6 8
Ap. 5 9 (1-10) 9 (1-10) 9 (6-10) 9 (8-10) 9 (7-10) 9 (9-10) 9 (8-10) 7 8
7,27 7,26 7,28 7,25 7,25 7,23 7,30
pH_zyta_pepowinowat 7,35 7,25
(6,93-7,49) (7,02-7,41) | (7,04-7,49) | (7,09-7,38) | (6,93-7,38) | (7,17-7,35) | (7,22-7,35)
-5,84 -3,85 -3,15 -1,5 -2,8 -2,73
BE_zytg_pepowinowa® -3,76 (6,0; -16,6) 0,7 -1,4
(1,6; -16,6) (1,4;-13,1) (6,0;-9,7) (4,6;-9,3) (1,3;-7,4) (1,8;-8,2)
7,22 7,20 7,23 7,19 7,23 7,19 7,26
pH_tetnica pepowinowa® 7,27 7,22
(6,97-7,38) (7,03-7,36) | (6,98-7,38) | (7,03-7,31) | (6,97-7,34) | (7,02-7,34) | (7,20-7,31)
-3,48 -4,17 -3,98 -3,37 -1,81 -2,90 -2,20
BE_tetnica_pepowinowa® 0,7 -2,5
(6,0; -17,0) 0,7; -12,6) (2;-17,0) (0;-10) (6;-12) (0;-6) (2;-8)
1. podano wartos$¢ $rednig oraz wartosci minimalne i maksymalne.
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W Tabeli XXV przedstawiono charakterystyke oraz wyréwnanie metaboliczne w |
trymestrze cigzy w grupie pacjentek z cukrzycg w zaleznosci od wyniku
potozniczego — cigze zakonczone powodzeniem Ilub niepowodzeniem oraz
wystgpieniem wady u ptodu. Ciezarne, u ktérych doszto do niepowodzenia cigzy
byty gorzej wyréwnane metabolicznie w I trymestrze cigzy (HbAic) w poréwnaniu
do pozostatych podgrup. Ciezarne, ktére urodzity dziecko z wadg, miaty najnizszy
poziom leptyny w I trymestrze, najwyzszg mase ciata przed cigzq oraz najwyzszy
poziom triglicerydow. Nie zaobserwowano rdéznic w Sredniej dobowej glikemii,
stezeniu LDL, HDL i cholesterolu oraz wywiadzie cukrzycowym w opisywanych

podgrupach ciezarnych.

Tabela XXV. Charakterystyka oraz wyréwnanie metaboliczne w I trymestrze cigzy
w grupie ciezarnych z cukrzycq w zaleznosci od wyniku potozniczego.

zak(t:)ir?cz:ona Cigza zakonczona Wada u ptodu
Parametr . niepowodzeniem up Pt
powodzeniem (N=11) (N=4)
(N=89) B
Czas trwania DM 12 12 10 NS
(2-29) (2-23) (3-19)
Wiek wystgpienia 57 30 30 NS
cukrzycy (18-42) (22-38) (26-38)
BMI (kg/mz) 246" 25,1 308 <0052
(17,9-42.,5) (18,2-38,9) (20-40) :
C D
Hbayc (%) 7,9 8,6 7.1 3
1 (4,8-12,6) (6,7-10,8) (5,8-9,2) <0,05
MBG (mg/dl) 110 120 130 NS
(60-260) (80-160) (100-180)
(1,16-97,72) (11,51-40,70) (4,54-26,98) :
LDL (mg/dl) 90 80 80
(20-180) (60-100) (60-90) NS
HDL (mg/dl) 70 60 60 NS
(20-120) (30-90) (30-80)
T-Chol (mg/dl) 170 160 170 NS
(100-300) (130-210) (160-180)
Triglicerydy 80° 100" 160 —0.05°
(mg/dl) (20-270) (40-410) (50-320) :

1 _ ANOVA oraz test post-hoc (Scheffe). 2 —A vs. B

S _Cvs.D “—Evs.F °—G,Hvs. |
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5.1.4. Wynik potozniczy w grupie ciezarnych z nadciSnieniem tetniczym oraz w

grupie kontrolnej

W grupie pacjentek z nadcisnieniem tetniczym tylko w jednym przypadku doszto
do obumarcia cigzy w 26 tygodniu. Sredni wiek cigzy w momencie porodu w obu
podgrupach wynosit 37 tydzien. Wyniki przedstawiono w Tabeli XXVI.

Znamiennie Wwyzszgq mase

urodzeniowg zaobserwowano u ciezarnych =z

przewlektym nadci$nieniem tetniczym. Odsetek cie¢ cesarskich i poroddéw
drogami naturalnymi byt porownywany w obu podgrupach. U jednej ciezarnej
zakonczono pordd za pomocg wyciggacza prozniowego. Nie stwierdzono istotnych
réznic w pourodzeniowym stanie zdrowia noworodkéw opisywanym mediang skali
Apgar oraz gazometrii krwi pepowinowej.

W analizowanej grupie ciezarnych zdrowych nie zaobserwowano niepowodzen
cigzy. Pordd odbyt sie srednio w 38 tygodniu cigzy. U ponad potowy pacjentek
pordod odbyt sie drogami naturalnymi, u jednej poréd ukonczono za pomocqy
wyciggacza prozniowego. Stan pourodzeniowy noworodkdéw opisywany za
pomocq skali Apgar i gazometrii krwi pepowinowej byt prawidiowy (Tabela

XXVI).

Tabela XXVI. Wynik potozniczy w grupie badanej z przewlektym nadcisnieniem
tetniczym (PNT) oraz nadcisnieniem indukowanym cigzg (NIC).

PNT NIC

2
Parametr N=21 N=39 P
Liczba cigz zakonczonych
powodzeniem N(%) 21 (100) 38 (99) }
Liczba cigz zakonczonych 0 1 }
r]iepowodzeniem N(%)
pi?g;&lfzd;c'ﬁg dﬂq(zt’_'c‘_’; L 37 (32-40) 37 (29-41) NS
Sredni tydzien cigzy w
przypadku obumarcia cigzy - 26 -
(t.c)*t
Masa noworodka (g) * 3250 (1680-5070) 2760 (760-4020) <0,05
PSN N(%) 11 (52) 18 (48) NS
CC N(%0) 10 (48) 19 (50) NS
VAC N(%) 0 1(2) NS
FOR N(%) 0 0 NS
Ap. 1* 9 (8-10) 9 (1-10) NS
Ap. 5* 9 (8-10) 9 (5-10) NS
pH_zyta_pepowinowa® 7,32 (7,23-7,41) 7,29 (7,08-7,40) NS
BE_ zyta_pepowinowa® -1,06 (2,8;-4,3) -2,29 (2,5;-11,0) NS
pH_ tetnica_pepowinowa® 7,27 (7,17-7,46) 7,24 (7,02-7,34) NS
BE_ tetnica_pepowinowa® -1,74(3,0;-7,4) -2,54 (1,6;-10,1) NS

1 - podano wartos$¢ $rednig oraz wartosci minimalne i maksymalne, ? - test t-studenta
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Tabela XXVII. Wynik potozniczy w grupie kontrolnej zdrowych ciezarnych.

Parametr Grupa kontrolna N=60
Liczba cigz zakonczonych powodzeniem (N) 60
Liczba cigz zakonczonych niepowodzeniem (N) 0
TydzieA cigzy w przypadku porodu (t.c.)* 38(34-41)
Masa noworodka (g) * (2353(;3-24(2160)
PSN N(%) 34 (57)
CC N(%0) 25 (42)
VAC N(%) 1(2)
Ap. 1! 9 (3-10)
Ap. 5 9(8-10)
pH__ Zzyta_pepowinowa’ 7,31 (7,11-7,45)
BE_ zyta_pepowinowa® -2,63 (3,10;-950)
pH_ tetnica_pepowinowa® 7,25 (7,13-7,38)
BE_ tetnica_pepowinowa® -3,21(1,90;-10,20)

1 - podano wartos¢ érednig oraz wartosci minimalne i maksymalne.

W Tabeli XXVIIlI przedstawiono poréwnanie wynikéw potozniczych pomiedzy

podgrupg ciezarnych z cukrzyca oraz wspotistniejgcym nadcisnieniem tetniczym,

grupg ciezarnych z nadcisnieniem tetniczym oraz z grupg kontrolna.

Tabela XXVIII. Poréwnanie wynikdw potozniczych pomiedzy badanymi grupami

ciezarnych.
C“‘.‘fzyca. ‘ NIC + PNT Grupa
Parametr nadcisnieniem IN=60/ kontrolna P
/N=22/ B /N=60/
Liczba cigz zakonczonych
powodzeniem N(%o) 22(100) 59(98) 60(100) NS®
Liczba cigz zakonczonych
niepowodzeniem N(%) 0 1 0 "
Sredni tydzien ciazy w
przypadku porodu (t.c.)* 37 (32-42) 37 (29-41) 39(34-41) NS
Sredni tydzien ciazy w
przypadku obumarcia - 26 - -
cigzy (t.c.)*
Masa noworodka (g”* 2980" 3060° 3520¢ 0.052
(1490-4410) (790-5070) | (2350-4460) =0
PSN N(%0) 3 (13) 29 (48) 29 NS
CCN(%) 17 (77) 29 (48) 25 NS
VAC/FOR N(%) 2(10) 2 (4) 3 NS
Ap. 1t 8 (2-10) 9 (1-10) 9 (3-10) NS
Ap. 5¢ 9 (6-10) 10 (5-10) 10 (8-10) NS
H_ zyta owinowat 7,28 7,30 7,31 NS
pH_ zyta_p&p (7,10-7,41) (7,08-7,41) (7,11-7,45)
BE_ zyta_pepowinowa® -3,53 (-9,70;1,80) -2 (-11;2,8) -3 (-9,5;3,1) NS
pH_ tetnica_pepowinowa® 7,22 (7,02-7,36) 7,26 (7,02-7,46) 7,25(7,13-7,38) NS
. . -3,31 -2 -4
BE_ tetnica_pepowinowa® (-9,90:1.70) (-10,1:3) (-10,2:0,9) NS

1 - podano warto$¢ érednig oraz warto$ci minimalne i maksymalne, 2 A,B vs. C, test Anova oraz post-hoc NIR. 3-

test Chi?
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Wykres 2. Srednia masa urodzeniowa noworodka w poszczegollnych podgrupach
ciezarnych.
3800

3700

3600 |

3500 |

3400 |

3300 |

3200 |

3100 |

Masa urodzeniowa noworodka (g)

3000 |

2900 |

2800 r -

2700 : : :
Cukrzyca + Nadcisnienie Tetnicze Grupa Kontrolna

Nadcisnienie Tetnicze

Test NIR; zmienna Masy_neonatus

Prawdopodobienstwa dla testéw post-hoc

Biad: MS miedzygrupowe = 4346E2, df = 121,00

DMHT_HT_C Cukrzyca i Nadcisnienie Grupa kontrolna
Nadcisnienie 3059,6 3523,6

Nr podkl. 2981,0
1 Cukrzyca i Nadcis$nienie 0,649470 0,002328
2 Nadcisnienie 0,649470 0,000486
3 Grupa kontrolna 0,002328 0,000486

Zaobserwowano znamiennie wyzszg mase urodzeniowg noworodkdéw z grupy
kontrolnej w poréwnaniu z noworodkami matek, ktére w trakcie cigzy chorowaty
na nadci$nienie tetnicze, zaréwno z, jak i bez cukrzycy. W zakresie parametréw
opisujacych stan urodzeniowy noworodkdw nie zanotowano istotnych rdznic

pomiedzy badanymi grupami.

5.1.5. Stezenie leptyny (ng/ml) w grupie ciezarnych z cukrzycg w

poszczegdlnych trymestrach cigzy, z uwzglednieniem klasy cukrzycy wg White

W Tabeli XXIX przedstawiono zmienno$¢ stezenia leptyny w poszczegdlnych

trymestrach cigzy, z uwzglednieniem klasy cukrzycy wg White.
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Tabela XXIX. Stezenie leptyny w grupie badanej ciezarnych z cukrzycq w
zaleznosci od czasu trwania cukrzycy i obecnosci powiktari naczyniowych.

Parametr/klasa I trymestr Il trymestr Okotoporodowo .
cukrzycy wg L D L P
White [12 tydzien] [23 tydzien] [36 tydzien]
23,65 15,95% 28,45° )
Klasa B <0,05
(4,2-45,5) (2,3-87,4) (8,0-56,2)
27,76 32,15 28,32
Klasa C NS
(1,20-85,0) (3,2-95,9) (3,6-57,6)
16,05 30,51 25,56
Klasa D NS
(5,8-97,7) (2,4-93,8) (5,3-54,5)
29,71° 30,53° 48,35° 5
Klasa F <0,05
(9,9-30,3) (18,2-42,9) (8,2-70,8)
10,38 15,65 20,33
Klasa R/F NS
(4,2-41,2) (4,8-19,26) (8,9-38,9)
17,79° 28,35° 25,53 .
Klasa R <0,05
(4,5-70,5) (10,3-59,2) (5,5-43,6)
Klasa H 44,61 44,39 26,81 -
Klasa T 18,08 8,56 14,82 -
Cata grupa
ciezarnych z 27,69 (1,2-97,7) 31,14 (2,3-95,9) 27,66 (3,6-70,8) NS
cukrzyca

1. Test ANOVA i post-hoc NIR

Wykres 3. Okotoporodowe stezenie leptyny w grupie ciezarnych z cukrzycg w
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Test NIR; Stezenie leptyny w Il trymestrze cigzy.

White KlasaB | Klasa C | KlasaD | Klasa F |Klasa R/F | Klasa R | Klasa H
28,454 | 28,320 | 25,560 | 48,357 20,333 25,535 | 26,813
Klasa B 0,976494  0,603412| 0,045396 0,308203 0,648282 0,919388

Klasa C|| 0,976494
Klasa Djf 0,603412  0,584343
Klasa F|[ 0,045396/ 0,038139 0,025688

Klasa R/F| 0,308203 0,293986 0,526038 0,017148
Klasa R|f 0,648282 0,639587 0,997074 0,032822
Klasa HI1 0,919388 0,92516Q 0,938932 0,239833

0,584343 0,038139
0,025688

0,293986  0,639587| 0,925160
0,526038 0,997074 0,938932
0,017148) 0,032822 0,239833
0,555493| 0,708272

0,938848

0,555493
0.708272 0.938848

N (O (OB W IN ([~

W catej grupie ciezarnych z cukrzycg stezenie leptyny nie rdznito sie istotnie
statystycznie w poszczegdlnych trymestrach cigzy, natomiast analizujgc stezenie
tego zwigzku z podziatem na klasy cukrzycy wg White, zaobserwowano
nastepujace réznice: stezenie leptyny w III trymestrze cigzy byto najwyzsze w
grupie ciezarnych z cukrzyca klasy F i réznito sie istotnie od stezenia leptyny u
pacjentek z pozostatych klas, z wyjatkiem H i T (wykres 3).

5.1.6. u ciezarnych z nadci$nieniem

Stezenie leptyny w surowicy krwi

tetniczym

W Tabeli XXX przedstawiono stezenie leptyny (ng/ml) w grupie badanej z

nadcisnieniem tetniczym.

W tej grupie ciezarnych zaobserwowano nieco wyzsze stezenie leptyny w
momencie objecia opiekg i okotoporodowo w grupie ciezarnych z PNT w
porownaniu do grupy z NIC. ROznice te nie osiggnety jednak istotnosci
statystycznej. Wyzsze stezenie leptyny w okresie okotoporodowym stwierdzono u
ciezarnych z nadcisnieniem przewlektym.

Tabela XXX. Stezenie leptyny w poszczegdlnych trymestrach cigzy w grupie
badanej z nadci$nieniem tetniczym.

Grupa z PNT Grupa z NIC P
Parametr N=21 N=39
opisujacy — —

Objecie opiekg | Okotoporodowo Wystgpienie NIC Okotoporodowo
(25 t.c.) (36 t.c.) (30 t.c.) (36 t.c.)

A C B D NSZ

Leptyna® 20,60 26,49 18,33 23,83
(ng/dl) (2,8-55,4) (5,7-77,9) (3,5-87,6) (4,1-93,7)

1 - warto$¢ $rednia oraz min. i max. 2 — A vs. B oraz C vs. D, test t-studenta, A vs. C — p<0,05
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5.1.7. Stezenie leptyny u ciezarnych z i bez stanu przedrzucawkowego

W Tabeli XXXI przedstawiono stezenie leptyny w momencie rozpoznania stanu
przedrzucawkowego i okotoporodowo oraz odpowiadajace im stezenia leptyny u
ciezarnych bez tego powikfania

Tabela XXXI. Stezenie leptyny u ciezarnych z i bez stanu przedrzucawkowego.

Parametr Stan przedrzucawkowy Bez stanu przedrzucawkowego
rozpoznanie okotoporodowo rozpoznanie okotoporodowo
Leptyna 39,786" 34,322° 24,98° 31,31°
(ng/ml) (9,62-87,55) (7,38-77,88) (2,75-65,96) (4,12-93,74)
2 26,0 30,2 25,0 30,7
BMI (ka/m?) | 19.7.32.1) 22.1-37,1) (16,7-42,5) (17,8-48,9)
novl\\//lc?rsé)?jka 2290° 3270°
(@) (790-3580) (1680-5070)
] 35° 38"
Poréd (t.c.) (26-41) (32-41)

Avs. C — p<0,05, B vs. D— NS, E vs. F, p<0,05, test Manna-Whitneya, G vs. H — p<0,05, test Chi?

U ciezarnych, u ktérych rozwingt sie stan przedrzucawkowy stwierdzono istotnie
wyzsze stezenie leptyny w momencie jego wystgpienia w poréwnaniu do
odpowiadajacego mu stezenia leptyny u ciezarnych bez tego powiktania.
Natomiast w okresie okotoporodowym stwierdzono takze wyzsze stezenie leptyny
w poréwnaniu do ciezarnych bez tego powiktania, ale rdéznica ta nie byta
znamienna statystycznie. Ciezarne ze stanem przedrzucawkoym urodzity
wczesniej i noworodki charakteryzowaty sie nizszg masa urodzeniowa. Warto
podkreslic wysokie stezenia leptyny w momencie rozpoznania PE u ciezarnych z
najciezszym przebiegiem tej choroby — noworodki urodzone najwczesniej i o
najnizszej masie ciata. Natomiast w okresie okotoporodowym stezenie leptyny
byto wyzsze u ciezarnych, ktére urodzity dzieci o wyzszej masie ciata. Podobnie
tozyskowa ekspresja genu leptyny i jej receptora byta pozytywnie skorelowana z

masg ciata. Powyzsze zaleznosci przedstawiono na Rycinach 9, 10i 11.
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Rycina 9. Stezenie leptyny w momencie rozpoznania stanu przedrzucawkowego
(r=-0,04, p<0,05).

Correlation: r = -,5421
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Rycina 10. Stezenie leptyny w okresie okotoporodowym u ciezarnych ze stanem
przedrzucawkowym (r=0,20, p<0,05).

Correlation: r = ,20834
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Rycina 11. Ekspresja genu leptyny w fozysku u ciezarnych ze stanem

przedrzucawkowym (r=0,56, p<0,05).

Correlation: r = ,56811
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5.1.8. Stezenie leptyny (ng/ml) w surowicy krwi u ciezarnych z grupy kontrolnej.

W Tabeli XXXI1 podano wartosci stezenia leptyny w grupie zdrowych ciezarnych.

Tabela XXXII. Stezenie leptyny w poszczegdlnych trymestrach cigzy w grupie

kontrolnej.
Zdrowe ciezarne (N=60) P
Parametr opisujacy Objecie opieka Okotoporodowo
(12 t.c.) (36 t.c.) NS2
Leptyna® 20,69 19,57
(ng/d1) (2,1-93,1) (1,94-90,1)

1 - podano warto$¢ srednig oraz wartos$ci maksymalne i minimalne, ?- test t-studenta

W tej podgrupie ciezarnych takze nie stwierdzono istotnych statystycznie réznic

w stezeniu leptyny w kolejnych badanych okresach cigzy.
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5.1.9. Poréwnanie stezen leptyny pomiedzy badanymi podgrupami w

poszczegdlnych trymestrach cigzy

Tabela XXXIIl. Stezenie leptyny w poszczegdlnych trymestrach cigzy we
wszystkich podgrupach ciezarnych.
Parametr/aruna | pobranie Il pobranie 11l pobranie
grup (12 t.c.) (23 t.c.) (36 t.c.)
. 27,69 31,14 27,66"
Ciezarne z cukrzycg
(1,2-97,7) (2,3-95,9) (3,6-70,8)
Ciezarne z brak oznaczen w I 25,13 30,77°
nadcisnieniem trymetrze cigzy (2,75-87,55) (4,12-93,74)
Zdrowe ciezarne 20,69 19,57¢
& (2,1-93,1) (1,94-90,1)
P <0,001" <0,001" <0,01°

1_ test t-studenta ? — test Anova, testy post-hoc, A vs. C, B vs. C

Zaobserwowano istotnie wyzsze stezenie leptyny w I trymestrze cigzy w grupie
ciezarnych z cukrzycg w pordéwnaniu do grupy zdrowych ciezarnych. Ponadto
grupa ciezarnych z cukrzycg charakteryzowata sie wyzszym stezeniem leptyny w
II trymestrze cigzy w pordwnaniu do grupy ciezarnych z nadciSnieniem
tetniczym. Natomiast w trzecim trymestrze cigzy (Srednio 36 tydzien cigzy we
wszystkich podgrupach) najwyzsze wartosci stwierdzono w grupie ciezarnych z
nadcisnieniem tetniczym i cukrzyca, ktore byly znamiennie wyzsze w poréwnaniu

do grupy kontrolnej.

5.1.10. Ocena rozktadu genotypdw i alleli polimorfizméw LEP -2548 G/A oraz
LEPR 668 A/G w grupie ciezarnych z cukrzycag

Zbadano zgodnos$¢ rozkfadu genotypéw LEP -2548 G/A oraz LEPR 668 A/G z

prawem Hardego-Weinberga poprzez ocene rdéznicy pomiedzy warto$ciami

obserwowanymi a oczekiwanymi.
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Tabela XXXIV. Analiza rozktadu genotypow LEP -2548 G/A oraz LEPR 668 A/G w
grupie pacjentek z cukrzycy.

polimorfizm | Genot Wartos$¢ obserwowana Wartos$¢ oczekiwana Istotnosé
P N(%) N(%)
GG 25 25 23,6 23,6
p=0,05
LEP (test Chi?
-2548 G/A GA 47 47 49,9 49,9 oraz
doktadny
Fishera)
AA 28 28 26,5 26,5
Suma 100 100 100 100
Allel G 97 48,5 - -
Allel A 103 51,5 - -
Suma 200 100 - -
AA 27 27 26,1 26,1 P>0,05
(test Chi?
LEPR oraz
668 A/G AG 48 48 49,9 49,9 doktadny
Fishera)
GG 25 25 24,0 24,0
Suma 100 100 100 100
Allel A 102 51 - -
Allel G 98 49 - -
Suma 200 100 - -

Na podstawie obliczen dokonanych za pomocg kalkulatoréw internetowych
stwierdzono, ze rozkfad genotypdw polimorfizmoéw LEP -2548 G/A oraz LEPR 668
A/G nie odbiega od rozktadu opisywanego prawem Hardego-Weinberga. Nie
zaobserwowano istotnej statystycznie roéznicy w rozktadzie genotypow
obserwowanych z oczekiwanymi. Dotyczyto to zaréwno liczebnosci jak i
procentowego rozktadu danej cechy zaréwno w zakresie LEP -2548 G/A jak i
LEPR 668 A/G. Zaobserwowano przewage allelu A w obu genotypach, ktory
wynika z przewagi liczebnosci heterozygot i homozygot AA. Rozktad w genotypéw
w grupie badanej ciezarnych z cukrzycg spetniat zatozenia rozktadu zgodnego z

prawem Hardy’ego-Weinberga.

5.1.11. Ocena rozkfadu genotypdw oraz alleli LEP -2548 G/A oraz LEPR 668
A/G w grupie ciezarnych z nadcisnieniem tetniczym

W Tabeli XXXV przedstawiono rozktad genotypdéw i alleli polimorfizméw LEP -

2548 G/A oraz LEPR 668 A/G w grupie ciezarnych z nadcisnieniem tetniczym bez

wspotistniejacej cukrzycy. Zbadano zgodnos$¢ rozkitadu z prawem Hardy’ego-
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Weinberga poprzez oceng roznicy pomiedzy wartosciami obserwowanymi a
oczekiwanymi.

Tabela XXXV. Analiza rozktadu genotypow LEP -2548 G/A oraz LEPR 668 A/G w
grupie pacjentek z nadcisnieniem tetniczym.

Polimorfizm | Genot Wartos$¢ obserwowana Wartos$¢ oczekiwana Istotnosé
yp N(%) N(%)
GG 17 28,3 16,5 27,5
p=>0,05
LEP (test Chi?
_2548 G/A GA 29 48,3 29,9 49,8 oraz
doktadny
Fishera)
AA 14 23,3 13,6 22,5
Suma 60 100 60 100
Allel G 63 52,5 - -
Allel A 57 47,5 - -
Suma 120 100 - -
AA 17 28,3 17,1 28,4
p>0,05
-2
LEPR (test Chi
AG 30 50,0 29,9 49,7 oraz
668 A/G
doktadny
Fishera)
GG 13 21,7 13,0 13,1
Suma 60 100 60 100
Allel A 64 53,3 -
Allel G 56 46,7 -
Suma 120 100 - -

Na podstawie obliczen dokonanych za pomocg kalkulatoréw internetowych
stwierdzono, ze rozkfad genotypdéw polimorfizmdw LEP -2548 G/A oraz LEPR 668
A/G nie odbiega od rozkiadu opisywanego prawem Hardy’ego-Weinberga. Nie
zaobserwowano istotnej statystycznie roéznicy w rozktadzie genotypow
obserwowanych z oczekiwanymi. W tej podgrupie ciezarnych dotyczyto to takze
zaréwno liczebnosci jak i procentowego rozktadu danej cechy. W zakresie LEP -
2548 G/A zaobserwowano przewage allelu G, ktéra wynika z przewagi
heterozygot i homozygot GG. Natomiast w zakresie LEPR 668 A/G dominowat
allel A, ktoérego dominacja wynika z przewagi heterozygot i homozygot AA.
Rozktad w genotypdéw w grupie kontrolnej ciezarnych z nadci$nieniem tetniczym
bez wspotistniejacej cukrzycy, réwniez spetnia zatozenia rozktadu zgodnego z

prawem Hardego-Weinberga.
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5.1.12. Ocena rozkfadu genotypdw oraz alleli LEP -2548 G/A oraz LEPR 668
A/G w grupie kontrolnej

W Tabeli XXXVI przedstawiono rozkifad genotypdéw i alleli polimorfizméw LEP -
2548 G/A oraz LEPR 668 A/G w grupie ciezarnych cjentek zdrowych z cigzg
niepowiktang. Zbadano zgodnos¢ rozktadu z prawem Hardego-Weinberga poprzez

oceng réznicy pomiedzy wartosSciami obserwowanymi a oczekiwanymi.

Tabela XXXVI. Analiza rozktadu genotypéw LEP -2548 G/A oraz LEPR 668 A/G w
grupie kontrolnej.

polimorfizm | Genot Wartos¢ obserwowana Wartos¢ oczekiwana Istotnodé
P N(%) (%)
GG 14 23,3 17,1 28,3
p>0,05
LEP (test Chi?
-2548 G/A GA 36 60,0 29,9 49,7 oraz
doktadny
Fishera)
AA 10 16,7 13,0 13,0
Suma 60 100 60 100
Allel G 64 53,3 - -
Allel A 56 46,7 - -
Suma 120 100 - -
AA 12 20 16,0 26,7
P<0.05
-2
LEPR (test Chi
AG 38 63,3 29,9 49,9 oraz
668 A/G
doktadny
Fishera)
GG 10 16,7 14,1 23,4
Suma 60 100 60 100
Allel A 62 51,6 - -
Allel G 58 48,7 - -
Suma 120 100 - -

Na podstawie obliczen dokonanych za pomoca kalkulatoréw internetowych
stwierdzono, ze rozktad genotypow polimorfizmdéw LEP -2548 G/A nie odbiega od
rozktadu opisywanego prawem Hardego-Weinberga. Nie zaobserwowano istotnej
statystycznie réznicy w rozktadzie genotypéw obserwowanych z oczekiwanymi. W
tej podgrupie ciezarnych dotyczylo to takze zardéwno liczebnosci jak i

procentowego rozktadu polimorfizmu LEP -2548 G/A. Zaobserwowano przewage
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allelu G, ktéra wynika z liczebnosci heterozygot i homozygot GG. Natomiast
rozktad genotypédw w zakresie LEPR 668 A/G nie spetniat zatozen Hardego-
Weinberga. Zaobserwowano istotng statystycznie rdznice pomiedzy liczebnoscig
oraz rozktadem obserwowanym z odpowiadajgcymi im  warto$ciami
oczekiwanymi. Zaburzenie rozktadu polegato na zbyt licznej reprezentacji
genotypu heterozygotycznego AG w tej podgrupie ciezarnych. W zakresie LEPR
668 A/G dominowat allel A. Brak zgodnosci rozktadu z prawem H-W moze
wynika¢ z braku spetnienia jednego Iub kilku warunkéw niezbednych do

zaistnienia tej rownowagi.

5.1.13. Ilosciowa analiza ekspresji genu leptyny w tozysku

Na wykresie 4 przedstawiono poziom ekspresji leptyny w tozysku w
poszczegollnych grupach pacjentek. Za wartos¢ referencyjng ustalono poziom
ekspresji w grupie zdrowych pacjentek, z cigza niepowikiang (100%) i do niego
odnoszono wartosci obserwowane w grupach pacjentek z powiklang cigzg
(cukrzyca lub nadcisnieniem). Przedstawiono srednie wartosci poziomu ekspresji

oraz standardowy btad $redniej (SEM).

Wykres 4. Poziom ekspresji genu leptyny w tozysku w poszczegdlnych grupach
pacjentek.
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Poziom ekspresji genu leptyny w tozysku w poszczegdlnych grupach pacjentek.

Podgrupa Poziom ekspresji leptyny w fozysku .
, P
Srednia(%) | Standardowy btad $redniej (SEM%)
Zdrowe pacjentki 100" 6,4666
NS?
Nadciénienie tetnicze | 109,2857° 17,561 <0,05°
Cukrzyca 150,1054° 9,303

1 - test ANOVA oraz testy post-hoc (Scheffe i NIR) 2— A vs. B, p=NS. ® - Avs C, B vs. C, p<0,05

Nie zaobserwowano réznicy w ekspresji genu leptyny w fozysku pomiedzy grupg
ciezarnych zdrowych a grupg z nadci$nieniem tetniczym. Natomiast poziom
ekspresji leptyny w tozysku byt istotnie statystycznie wyzszy w grupie pacjentek
z cukrzyca typu 1 w stosunku do grupy kontrolnej oraz do grupy z nadci$nieniem
tetniczym.

5.1.14. Ilosciowa analiza ekspresji genu receptora leptyny w tozysku

Na wykresie 5 przedstawiono poziom ekspresji receptora leptyny w tozysku w
poszczegdlnych grupach pacjentek. Podobnie za wartos¢ referencyjng ustalono
poziom ekspresji w grupie zdrowych pacjentek, z cigzg niepowiktang (100%) i do
niego odnoszono wartosci obserwowane w grupach pacjentek z powikfang cigzg
(cukrzycg lub nadcisnieniem). Przedstawiono $rednie wartosci poziomu ekspresji

oraz standardowy btad $redniej (SEM).
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Wykres 5. Poziom ekspresji genu receptora leptyny w tozysku w poszczegdlnych
grupach pacjentek.
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Poziom ekspresji genu receptora leptyny w tozysku w poszczegdlnych grupach

pacjentek.
Grupa Poziom ekspresji receptora leptyny w tozysku
. . Standardowy bfad $redniej pt
[0)
Srednia% (SEM%b)
Zdrowe pacjentki 100 8,9074
Nadcisnienie 114,1841 7,5814 NS
tetnicze
Cukrzyca typu 1 119,0107 4,8885

T _ test ANOVA, brak istotnych réznic.

Wykazano, iz w tozysku kobiet z cukrzyca i nadci$nieniem poziom ekspres;ji
receptora leptyny byt wyzszy w stosunku do grupy kobiet z prawidtowg cigza, ale

réznica ta nie osiggneta istotnosci statystycznej.

5.2. Analiza tozyskowej ekspresji genu leptyny i genu receptora leptyny w

zaleznosci od wyniku potozniczego

Ze wzgledu na zrdznicowanie kliniczne pacjentek z cukrzycg wynikajgce z czasu
trwania choroby, wyréwnania metabolicznego i wspdtistnienia powikfan
naczyniowych, podzielono badane ciezarne na podane ponizej podgrupy, w

ktérych przeanalizowano poziom ekspresji LEP i LEPR w tozyskach.
W podgrupie pierwszej (1) wyodrebniono ciezarne: a) z cukrzycg typu 1 oraz z

prawidtowym wzrastaniem ptodu (AGA — Appropriate for Gestational Age) — w

grupie tej analizie poddano 20 tozysk (N=20), b) ciezarne z nadmiernym
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wzrastaniem ptodu (LGA- Large for Gestational Age) - w grupie tej analizie
poddano 12 tozysk (N=12), c) ciezarne z opdznionym wzrastaniem ptodu (SGA —
Small for Gestational Age) - w grupie tej analizie poddano 16 tozysk (N=16).
Wyniki porédwnywano z wartosciami obserwowanymi w tozyskach zdrowych
ciezarnych z prawidtowg masa urodzeniowg noworodka - w grupie tej analizie
poddano 15 tozysk (N=15). Wyniki podano jako wartosci bezwzgledne

pomnozone przez 100 celem uzyskania wartosci procentowych.

Na wykresach 6 i 7 i tabeli przedstawiono ekspresje genu leptyny i jej receptora
w grupie ciezarnych z cukrzyca w zaleznosci od masy urodzeniowej noworodka.

Wykres 6. Poziom ekspresji genu leptyny w tozysku w podgrupie 1.
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Wykres 7. Poziom ekspresji genu receptora leptyny w tozysku w podgrupie 1.
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Ekspresja genu leptyny i genu receptora leptyny w grupie ciezarnych z cukrzycg
z uwzglednieniem masy urodzeniowej howorodka.

Poziom ekspresji genu

Grupa leptyny w tozysku pt
Srednia% SEM%
Grupa Iiontrolna 100 6.4666 )
(N=15) <0,001% | _ 1512 ,
DM + AGA (N=20) 146,6366 16,1199 : <0,001
DM +LGA (N=12) 173,1692 20,044
DM + SGA (N=16) 139,3286 13,241

Poziom ekspresji genu

receptora leptyny w fozysku P
Srednia% SEM%
Grupa Iiontrolna 100 8.9074
(N=15) <0,001 | _j 5012 .
DM + AGA (N=15) 124,3801 8,1859 ’ NS
DM + LGA (N=20) 121,8105 9,2619
DM + SGA (N=16) 111,5114 8,5166

1 - test ANOVA i post-hoc Scheffego, ?- podgrupy z cukrzyca w stosunku do grupy kontrolnej, ® - AGA i LGA w
stosunku do grupy kontrolnej, 4 - pomiedzy grupami z cukrzycq i w stosunku do grupy kontrolnej

Poziom ekspresji genu leptyny w tozyskach ciezarnych z cukrzycg byt znamiennie
wyzszy w stosunku do grupy kontrolnej, niezaleznie od obserwowanej masy
noworodka, co moze wskazywac¢ na wplyw samej cukrzycy na ekspresje tego
genu. Najwyzsze wartosci zaobserwowano w podgrupie ciezarnych z nadmierng z
LGA. Natomiast w zakresie ekspresji genu receptora leptyny w tozysku w tej
podgrupie, zaobserwowano istotnie wyzszg ekspresje receptora leptyny w
grupach z LGA i AGA w stosunku do grupy kontrolnej. Grupa z SGA nie roznita sie
ekspresjg w stosunku do grupy kontrolnej. Pomiedzy grupami z cukrzycg takze
nie stwierdzono istotnych réznic w ekspresji receptora leptyny w zaleznosci od
wzrastania ptodu, co moze sugerowac brak jej wptywu te ekspresje. Jednakze
tendencje do wyzszych wartosci zaobserwowano w grupach z cukrzyca i LGA oraz
AGA a najnizszych z SGA
Z podgrupy | wyodrebniono ciezarne, ktére miaty co najmniej nadwage w okresie
okotoporodowym (BMI > 25 kg/m?) i u ktérych zmiana BMI (A BMI) wynosita co
najmniej 5 kg/m?. W tak wyodrebnionej podgrupie przeanalizowano relacje masy
urodzeniowej noworodka do ekspresji genu leptyny i genu receptora leptyny w

tozysku. Wyniki podano na rycinach 12 i 13.
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Rycina 12. Ekspresja genu leptyny w tozysku w podgrupie ciezarnych z cukrzycg i
nadwagg w relacji do masy urodzeniowej noworodka (r=0,81, p<0,05).
Correlation: r = ,81695

5500
5000 |
4500
4000
3500
3000
2500

2000

Masa urodzeniowa noworodka (g)

1500 | .

1000 | [ . 95% przedziat ufnosci

500 ——
02 04 06 08 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32

Ekspresja genu leptyny.

Rycina 13. Ekspresja genu receptora leptyny w ftozysku w podgrupie
ciezarnych z cukrzycg i nadwagg w relacji do masy urodzeniowej
noworodka (r=0,57, p<0,05).

Correlation: r = ,57369
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Stwierdzono wysoki stopien korelacji ekspresji genu leptyny w tozysku w relacji
do masy urodzeniowej noworodka w grupie ciezarnych z cukrzycg i nadwaga.
Natomiast ekspresja genu receptora leptyny w tozysku w tej grupie ciezarnych

rowniez wykazata te sama tendencje aczkolwiek o nizszym stopniu korelacji. W
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pozostatych grupach ciezarnych analizowanych korelacji nie stwierdzono. Co
ciekawe, nie zaobserwowano korelacji pomiedzy stezeniem Ileptyny w III

trymestrze cigzy a ekspresjg wymienionych genéw w tozysku.

W podgrupie drugiej (Il) analizie poddano 31 tozysk (N=31) ciezarnych z
cukrzycqg bez powiktan naczyniowych oraz 18 tozysk (N=18) z wspdtistniejacymi
powiktaniami naczyniowymi pod postacig retinopatii oraz nefropatii cukrzycowej
(klasy R, F, R/F) oraz nadcisnienia tetniczego. Wyniki poréwnywano z
wartosciami obserwowanymi w tozyskach pacjentek zdrowych (z grupy
kontrolnej) - w grupie tej analizie poddano 15 fozysk (N=15). Wyniki podano na

wykresach 8 i 9 oraz ponizszej tabeli.

Wykres 8. Poziom ekspresji genu leptyny w toZzysku w podgrupie II.
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Wykres 9. Poziom ekspresji genu receptora leptyny w tozysku w podgrupie II.
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Analiza ekspresji genu leptyny i genu receptora leptyny w grupie ciezarnych z
cukrzycg z powikfaniami naczyniowymi.

Poziom ekspresji leptyny w tozysku

Grupa L Standardowy btad p
Srednia% éredniej (SEM%)
Grupa kontrolna
(N=15) 100 6,4666 <0.,012
DM (N=31) 154,9586 13,2412 <0,013
" . 4
DM + powiktania 141,7472 11,2188 NS

naczyniowe (N=18)

Poziom ekspresji receptora leptyny w

tozysku P
Grupa kontrolna
(N=15) 100 8,9074 NS
DM (N=31) 116,536 6,2306 NS
DM + powiktania 123,2727 8,0005 NS

naczyniowe (N=18)

1 - test ANOVA i post-hoc Scheffego, >~ DM bez powikan naczyniowych w stosunku do grupy kontrolnej, * - DM
oraz DM z powiktaniami naczyniowymi w stosunku do grupy kontrolnej, * — DM w stosunku do DM z

powikfaniami naczyniowymi.

Stwierdzono istotnie wyzsze poziomy ekspresji genu leptyny w tozysku u
ciezarnych z cukrzycg z i bez powiklan naczyniowych w stosunku do grupy
kontrolnej. Ekspresja genu leptyny byta najwyzsza w grupie z cukrzycg bez
powikan naczyniowych, ale nie osiggnetfa istotnosci statystycznej w stosunku do
grupy z powikfaniami naczyniowymi. Natomiast w zakresie ekspresji receptora

leptyny w catej podgrupie ciezarnych nie zaobserwowano istotnych rdznic.

W podgrupie trzeciej (111) analizie poddano tozyska ciezarnych z nadci$nieniem
tetniczym (przewlektym oraz indukowanym cigzg) bez wspdtistniejacej cukrzycy
(N=19), ciezarnych z cukrzyca typu 1 z powiktaniami naczyniowymi, owiktang
dodatkowo nadcisnieniem tetniczym (N=15). Wyniki porownywano z wartos$ciami
obserwowanymi w tozyskach pacjentek zdrowych - w grupie tej analizie poddano
15 tozysk (N=15).

Wyniki podano na wykresach 10 i 11 oraz w ponizszej tabeli.

Wykres 10. Poziom ekspresji genu leptyny w tozysku w podgrupie III.
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Wykres 11. Poziom ekspresji genu receptora leptyny w tozysku w podgrupie III.
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Analiza ekspresji genu leptyny i genu receptora leptyny w grupie ciezarnych z
cukrzycg ze wspotistniejacym nadcisnieniem tetniczym oraz z nadci$nieniem
tetniczym bez cukrzycy.

Poziom ekspresji leptyny w tozysku
Grupa . o Standardowy btad pt
Srednia% $redniej (SEM%)
Grupa Iiontrolna 100 6.4666 ,
(N=15) NS <0.05%
NT (N=19) 109,2857 17,561 NS? ’
DM + NT (N=18) 141,7472 11,2188
Poziom ekspresji receptora leptyny w P
tozysku
Grupa kontrolna 2
(N=15) 100 8,9074 NS
NT (N=19) 114,1841 7,5814 NS® | <0,05%
DM + NT (N=18) 1232727 8,0005

1 - test ANOVA i post-hoc Scheffego, ? - grupa kontrolna w stosunku do grupy z
nadciénieniem tetniczym (NT), - grupa z nadci$nieniem tetniczym (NT) w stosunku do
grupy z cukrzyca i nadci$nieniem tetniczym (DM+NT), * - DM+NT w stosunku do grupy
kontrolnej

W tej podgrupie ciezarnych stwierdzono najwyzszy poziom ekspresji zaréwno
genu leptyny jak i receptora leptyny w grupach z cukrzycg ze wspotistniejgcym
nadci$nieniem tetniczym i powiktaniami naczyniowymi. Ekspresja ta byfa istotnie
statystycznie wyzsza w tej grupie w stosunku do ekspresji u ciezarnych
zdrowych. Natomiast pomiedzy grupami z nadcisnieniem tetniczym bez cukrzycy

i z cukrzycg nie stwierdzono istotnych réznic w ekspresji badanych genéw.
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5.3. Wptyw polimorfizmu genetycznego leptyny i jej receptora (LEP -2548 G/A
oraz LEPR 668 A/G) na przebieg cigzy w poszczegdlnych podgrupach ciezarnych

Ze wzgledu na mozliwos¢ wystepowania 3 réoznych genotypow zaréwno w obrebie
genu leptyny (homozygota GG, heterozygota GA i homozygota AA), jak i w
obrebie genu receptora leptyny (homozygota AA, heterozygota AG i homozygota
GG), przeanalizowano wptyw wystepowania kazdego z tych genotypéw na

przebieg cigzy oraz wynik potozniczy.

5.3.1. Wplyw LEP -2548 G/A oraz LEPR 668 A/G na poziom leptynemii w
poszczegdlnych trymestrach cigzy i ekspresji LEP/LEPR w tozysku w grupie

ciezarnych z cukrzycq

Tabela XXXVII przedstawia zmienno$¢ stezenia leptyny w przebiegu cigzy u
ciezarnych chorujgacych na cukrzyce typu 1 w zaleznosci od wystepujacego
genotypu w zakresie LEP -2548 G/A oraz LEPR 668 A/G. Ponadto
przeanalizowano ekspresje LEP i LEPR w tozyskach u tych ciezarnych.

Nie zaobserwowano istotnych réznic w stezeniu leptyny w I i III trymestrze cigzy
w zaleznosci od obserwowanego genotypu. Znaleziono natomiast istotne rdznice
w stezeniu leptyny w II trymestrze cigzy w zaleznosci od genotypu: GG_GG vs.
GA_AG (p=0,037), GG_GG vs. AA_AA (p=0,034), GA_AG vs. AA_AG (p=0,01)
oraz AA_AA vs. AA_AG (p<0,05)
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Tabela XXXVII. Leptynemia i toZyskowa ekspresja LEP/LEPR w przebiegu cigzy u ciezarnych z cukrzycq w zaleznosci od
genotypu LEP -2548 G/A oraz LEPR 668 A/G.

Genotyp N
Leptyna | Leptyna Il Leptyna Il Ekspresja LEP w Ekspresja LEPR w
trymestr — 12 t.c. | trymestr — 23t.c. | trymestr — 36 t.c. tozysku tozysku
-2548 G/A | 668 A/G. 100 (ng/mi)* (ng/mi)* (ng/mi)*
GG AA 5 25,72 + 14,00 21,40 = 16,70 27,24+ 29,17 121,498+48,935 156,874+28,207
GG AG 12 18,43 + 11,60 35,20 + 24,70 26,39 + 9,52 128,662+48,379 | 110,313+27,782
GG GG 8 36,73 + 26,55 47,27 = 31,28 37,30 + 16,83 352,660 113, 526
GA AA 15 26,34 + 17,74 36,19 + 23,54 28,14 + 16,23 162,303+68,370 124,779+34,985
GA AG 25 32,85 + 26,15 22,42 + 20,48 26,06 + 15,74 138,265+67,161 106,971+32,759
GA GG 7 22,36 + 13,69 29,67 = 22,37 22,45 + 15,54 BD BD
AA AA 7 23,60 + 13,50 14,32 = 16,39 26,99 + 15,15 BD BD
AA AG 11 30,24 + 29,27 47,78 = 38,15 30,95 + 20,78 189,898+41,875 137,559+23,566
AA GG 10 25,27 *14,17 28,95 + 26,75 25,73 £ 7,34 145,709+58,041 120,530+32,306

1 - podana wartos$¢ $rednig oraz SD, BD — brak oznaczen w wystepujacym genotypie.
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Wykres 12. Stezenie leptyny w II trymestrze ciqzy ciezarnych z cukrzycg w
zaleznosci od genotypu.

Pionowe stupki oznaczajg 0,95 przedziaty ufnosci
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GG AA GGAG GGGG GAAA GAAG GAGG AAAA AAAG
Genotyp

AA GG

Nr podkl.

Test NIR; zmienna Leptyna_DM2
Prawdopodobienstwa dla testéw post-hoc
MS miedzygrupowe = 634,14, df = 69,000

Genotyp_DM

GA_AA
21,378

GG_AG
35,259

GG_GG
47,270

GA_AA
36,193

GA_AG
22,418

GA_GG
29,670

AA_AA
14,324

AA_AG
47,783

AA_GG
28,948

[CcRie-RENRI NI NIF-NUIICRI SR

GA AA
GG_AG
GG_GG
GA_AA
GA_AG
GA_GG
AA_AA
AA AG
AA GG

0,326511
0,094023
0,272907
0,934460
0,588350
0,659201
0,064351
0,621174

0,326511

0,368619
0,933181
0,208211
0,675022
0,140669
0,295093
0,635962

0,094023
0,368619

0,382058
0,037589
0,230213
0,034203
0,969279
0,211852

0,272907
0,933181
0,382058

0,138670
0,606084
0,107343
0,300257
0,566899

0,934460
0,208211
0,037589
0,138670

0,538132
0,522481
0,014443
0,579240

0,588350
0,675022
0,230213
0,606084
0,538132

0,317739
0,176781
0,960535

0,659201
0,140669
0,034203
0,107343
0,522481
0,317739

0,019976
0,340883

0,064351
0,295093
0,969279
0,300257
0,014443
0,176781
0,019976

0,160371

0,621174
0,635962
0,211852
0,566899
0,579240
0,960535
0,340883
0,160371

Analiza ekspresji

LEP w fozysku ciezarnych z cukrzyca wykazata najwyzszy

poziom ekspresji u ciezarnych z genotypem GG_GG, ktory roznit sie istotnie

statystycznie w stosunku do wszystkich pozostatych podgrup. Ponadto u

ciezarnych z tym genotypem zaobserwowano najwyzszy $redni poziom leptyny w

surowicy Kkrwi

przez caty okres trwania cigzy, w stosunku do pozostatych

genotypéw. Podobng tendencje zaobserwowano u ciezarnych z genotypem

AA_AG — nadekspresja genu leptyny w tozysku korelowata w podwyzszonym

stezeniem leptyny w surowicy krwi przez caty okres trwania cigzy.
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Wykres 13. Analiza ekspresji LEP w tozysku ciezarnych z cukrzyca w zaleznosci

od genotypu.

Pionowe stupki oznaczajg 0,95 przedziaty ufnosci
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GGAA GGAG GGGG GAAA GAAG AAAG AAGG
Genotyp
Test NIR; zmienna LEP_DM
Prawdopodobienstwa dla testow post-hoc
MS miedzygrupowe = ,38138, df = 30,000
Genotyp DM | GAAA | GGAG | GGGG | GAAA | GAAG | AAAG | AAAG
Nr podkI. 1,2150 | 1,2866 | 3,5266 | 1,6230 | 1,3826 | 1,8990 | 1,4571
1 GG AA 0,899727 0,004676 0,409878 0,723262 0,195562 0,642754
2 GG AG| 0,899727 0,003767  0,427355 0,809842 0,184659 0,708104
3 GG GGl 0,004676 0,003767 0,006816| 0,002220 0,022500/ 0,004642
4 GA AA| 0,409878 0,427355 0,006816 0,393229 0,439304 0,640804
5 GA AG| 0,723262 0,809842 0,002220 0,393229 0,122587| 0,820364
6 AA AG| 0,195562 0,184659 0,022500 0,439304 0,122587 0,266862
7 AA GG| 0,642754 0,708104 0,004642 0,640804 0,820364 0,266862

Po przeanalizowaniu ekspresji LEPR w tozysku ciezarnych z cukrzycg

stwierdzono najwyzszy poziom ekspresji w grupie ciezarnych z genotypem

GA_AA a najnizszy w grupie z genotypem GA_AG (p=0,04).

Ekspresja w

pozostatych podgrupach nie rdéznita sie miedzy sobg istotnie. Natomiast u

ciezarnych z genotypem homozygotycznym GG_GG i heterozygotycznym AA_AG

nie stwierdzono podwyzszonych wartosci ekspresji receptora leptyny w tozysku,

w przeciwienstwie do genu leptyny.
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Wykres 14. Analiza ekspresji LEPR w toZzysku ciezarnych z cukrzycq w zaleznosSci
od genotypu.

Pionowe stupki oznaczajg 0,95 przedziaty ufnosci
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Genotyp
Test NIR; zmienna LEPR_DM
Prawdopodobienstwa dla testow post-hoc
Btad: MS miedzygrupowe = ,10060, df = 30,000
Genotyp_DM GG _AA | GG_AG | GG_GG | GA AA | GA AG | AA_AG AA GG
Nr podkl. 1,5687 1,1031 1,1353 1,2478 1,0697 1,3756 1,2053
1 GG_AA 0,118295 | 0,273332  0,210375 0,047019  0,472350 0,180993
2 GG_AG|[ 0,118295 0,930682 | 0,505680 0,870435 0,248752 0,662324
3 GG_GG| 0,273332  0,930682 0,740334 | 0,843495 | 0,494451 0,841604
4 GA_AA| 0,210375 | 0,505680 0,740334 0,221166  0,485161 0,815816
5 GA_AG|/ 0,047019 0,870435 0,843495 0,221166 0,076808 0,422996
6 AA_AG | 0,472350 0,248752  0,494451  0,485161  0,076808 0,402665
7 AA GG 0,180993  0,662324 | 0,841604 0,815816 0,422996 0,402665
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5.3.2. Parametry metaboliczne w I trymestrze cigzy u ciezarnych z cukrzycg w
zaleznosci od genotypu LEP -2548 G/A oraz LEPR 668 A/G

W zwigzku z mozliwym wptywem polimorfizméw genetycznych na metabolizm
organizmu, przeanalizowano wptyw LEP -2548 G/A oraz LEPR 668 A/G na
parametry metaboliczne w poszczegdlnych trymestrach cigzy u ciezarnych z

cukrzyca.

W I trymestrze cigzy nie zaobserwowano istotnych réznic pomiedzy
poszczegdlnymi genotypami ciezarnych z cukrzycq a stezeniem cholesterolu,
cholesterolu HDL i LDL, klirensem kreatyniny, dobowg utratg biatka oraz BMI.
Stwierdzono natomiast mozliwy wptyw niektérych polimorfizmoéw na wyrdéwnanie
glikemii w I trymestrze cigzy opisywane odsetkiem hemoglobiny glikowanej, a

takze na stezenie kreatyniny oraz triglicerydéw (p<0,05).

Wykres 15. Odsetek hemoglobiny glikowanej w I trymestrze cigzy a genotyp u
ciezarnych z cukrzycq.
Pionowe stupki oznaczajg 0,95 przedziaty ufnosci
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Test NIR; zmienna Hba1C_1Prawdopodobienstwa dla testéw post-hoc
Btad: MS miedzygrupowe = 3,4528, df = 80,000

Genotyp_DM
Nr podkKI.

GG AA
8,7200

GG AG
7,1333

GG GG
7,1429

GA AA
7,9143

GA AG
8,3727

GA GG
8,3800

AA AA
8,5167

AA AG
6,6444

AA GG
7,7111

GG AA
GG AG
GG GG
GA AA
GA AG
GA GG
AA AA
AA AG
AA GG

© |00 |N O |0A|WIN |-

0,112614
0,151094
0,407727
0,707004
0,773091
0,857050
0,048608
0,333276

0,112614

0,991428
0,288580
0,066760
0,211178
0,140438
0,552417
0,482766

0,151094
0,991428

0,372494
0,131143
0,258911
0,187654
0,596027
0,54567¢

0,407727
0,288580
0,372494

0,472615
0,631779
0,508361
0,113648
0,798668

0,707004
0,066760
0,131143
0,472615

0,993716
0,866857
0,021205
0,370895

0,773091
0,211178
0,258911
0,631779
0,993716

0,903629
0,097928
0,520529

0,85705C
0,140438
0,187654
0,508361
0,866857
0,90362¢

0,059492
0,413207

0,048608
0,552417
0,596027
0,113648
0,021205
0,097928
0,059492

0,226905

0,333276
0,482766
0,545679
0,798668
0,370895
0,520529
0,413207
0,226905

Wykazano istotne statystycznie rdoznice w odsetku HbA;:. pomiedzy genotypami

GG AA, GA AG oraz AA AG. Najwyzszy odsetek HbA,c stwierdzono u ciezarnych z

genotypem GG AA a najnizszy AA AG. Ciezarne z genotypem GG AA miaty takze

najwyzszg ekspresje genu receptora leptyny w tozysku a najnizszg genu leptyny.

Sredni czas trwania cukrzycy w tej grupie to 12 lat, u 2 ciezarnych obserwowano

powiktania naczyniowe. Natomiast ciezarne z genotypem AA AG miaty najwyzsze

stezenie leptyny w II trymestrze cigzy oraz wysoki poziom ekspresji genu leptyny

w tozysku. Sredni czas trwania cukrzycy w tej podgrupie to 8 lat, zadna ciezarna

nie miata powiktan naczyniowych.

Wykres 16. SteZenie triglicerydow w I trymestrze cigzy u ciezarnych z cukrzyca a

genotyp.

Pionowe stupki oznaczajg 0,95 przedziaty ufnosci
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Test NIR; zmienna DM_TG_1 Prawdopodobienstwa dla testéw post-hoc

MS miedzygrupowe = 3170,9, df = 80,000

Genotyp_ DM | GG_AA | GG_AG | GG_GG | GA_AA | GA_AG | GA_GG | AA_AA | AA_AG | AA_GG
Nr podkl. 123,56 | 101,78 | 73,171 | 72,518 | 66,414 | 90,140 | 97,578 | 80,900 | 83,311
1 GG_AA 0,469637 0,130404 0,085733 0,043802 0,350867 0,448316 0,178210 0,203734
2 GG_AG 0,469637 0,288571 0,190238 0,083908 0,698714 0,881654 0,402839 0,459100
3 GG_GG 0,130404 0,288571 0,980059 0,782838 0,608229 0,438239 0,786059 0,721802
4 GA_AA 0,085733 0,190238 0,980059 0,752012 0,549755 0,364478 0,728451 0,654916
5 GA_AG 0,043802 0,083908 0,782838 0,752012 0,397607 0,233043 0,517452 0,450457
6 GA_GG 0,350867 0,698714 0,608229 0,549755 0,397607 0,827870 0,769377 0,828434
7 AA_AA 0,448316 0,881654 0,438239 0,364478 0,233043 0,82787C 0,575708 0,632022
8 AA_AG 0,178210 0,402839 0,786059 0,728451 0,517452 0,769377 0,575708 0,927854
9 AA GG 0,203734 0,459100 0,721802 0,654916 0,450457 0,828434 0,632022 0,927854

Stezenie triglicerydéw byto najwyzsze w grupie ciezarnych z genotypem GG AA a

najnizsze w grupie GA AG. Ponownie genotyp GG AA wydaje sie mie¢ wptyw na

podwyzszone wartosci parametréw lipidowych.

Wykres 17. Stezenie kreatyniny w I trymestrze cigqzy w grupie ciezarnych z
cukrzycag a genotyp.

Pionowe stupki oznaczajg 0,95 przedziaty ufnosci
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Test NIR; zmienna DM_Krea_1 Prawdopodobienstwa dla testow post-hoc
MS miedzygrupowe =,07129, df = 77,000
Genotyp DM | GG_AA | GG_AG | GG_GG | GA_AA | GA AG | GA GG | AA AA | AA AG | AA_GG
Nr podkl. ,83600 | ,49636 | ,53667 | ,60286 | ,65182 | ,83200 | ,59400 | ,50778 | ,54222
1 GG_AA 0,020887 0,067936 0,097781 0,167815 0,981163| 0,155871 0,030513 0,052121
2 GG_AG 0,020887 0,766940 0,325302 0,118962 0,022388 0,499803 0,924472 0,703411
3 GG_GG 0,067936 0,766940 0,612862 0,351980 0,071616 0,723840 0,837883 0,968610
4 GA_AA 0,097781 0,325302 0,612862 0,593243 0,103569 0,949395 0,407141 0,596570
5 GA_AG 0,167815 0,118962 0,35198C 0,593243 0,177124 0,663265 0,176720 0,302799
6 GA GG 0,981163 0,022388 0,071616 0,103569 0,177124 0,162733 0,032535 0,055324
7 AA _AA 0,155871 0,499803 0,723840 0,949395  0,663265 0,162733 0,564297 0,729027
8 AA_AG 0,030513 0,924472 0,837883 0,407141 0,176720 0,032535 0,564297 0,785073
9 AA GG 0,052121 0,703411 0,968610 0,596570 0,302799 0,055324 0,729027 0,785073
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Wykazano istotne réznice pomiedzy genotypami GG AA vs. GG AG oraz GG AG
vs. GA GG (p<0,05). Najwyzsze stezenie kreatyniny zaobserwowano u
ciezarnych z genotypem GG AA a najnizsze z GG AG. Fakt podwyzszonego
stezenia kreatyniny w grupie ciezarnych GG AA modgt takze wynika¢ z faktu

obecnosci ciezarnych z powikfaniami naczyniowymi w tej podgrupie.

5.3.3. Wyrdéwnanie metaboliczne w II trymestrze cigzy u ciezarnych z cukrzyca w
zaleznosci od genotypu LEP -2548 G/A ORAZ LEPR 668 A/G

W II trymestrze cigzy nie zaobserwowano istotnych rdéznic pomiedzy
poszczegblnymi genotypami ciezarnych z cukrzycaq w zakresie: klirensu
kreatyniny, dobowej utraty biatka, $redniej dobowej glikemii, triglicerydow,
cholesterolu catkowitego, kreatyniny oraz dobowej utraty biatka. Wykazano
natomiast wptyw polimorfizméw GG AA i AA AG na wyréwnanie glikemii w 11
trymestrze cigqzy opisywanej odsetkiem hemoglobiny glikowanej (p<0,05).
Stwierdzono takze istotne rdéznice w BMI, s$rednim RR skurczowym i

rozkurczowym.

Wykres 18. Odsetek hemoglobiny glikowanej w II trymestrze cigzy a genotyp u
ciezarnych z cukrzycaq.

Pionowe stupki oznaczajg 0,95 przedziaty ufnosci
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Test NIR; zmienna Hba1C_2 (dm_stat) Prawdopodobienstwa dla testéw post-hoc

MS miedzygrupowe = 1,7142, df = 69,000

Genotyp_ DM | GG_AA | GG_AG | GG_GG | GA_AA | GA_AG | GA_GG | AA_AA | AA_AG | AA_ GG
Nr podkl. 8,0400 | 6,6111 | 7,2833 | 6,3250 | 6,5300 | 7,1200 | 6,5800 | 6,0900 | 6,2000
1 GG_AA 0,054437 0,343202 0,016367 0,024083 0,270408 0,082299 0,008271 0,023255
2 GG_AG 0,054437 0,333374 0,62177C 0,877789| 0,488241 0,966142 0,389352 0,553275
3 GG_GG 0,343202 0,333374 0,147756€ 0,220604 0,837382 0,378080 0,08198€ 0,156328
4 GA_AA 0,016367 0,62177C 0,147756 0,669404 0,257919 0,715559 0,676374 0,849128
5 GA_AG 0,024083 0,87778S 0,220604| 0,669404 0,370582 0,939339 0,388557 0,589915
6 GA_GG 0,270408 0,488241 0,837382 0,257919 0,370582 0,516483 0,155433 0,249868
7 AA_AA 0,082299 0,966142 0,378080C| 0,715558 0,939339 0,516483 0,49671C 0,633232
8 AA_AG 0,008271 0,389352 0,081986/ 0,676374 0,388557 0,155433 0,49671C 0,871233
9 AA_ GG 0,023255 0,553275 0,156328 0,849128 0,589915 0,249868& 0,633232 0,871233

Podobnie jak w I trymestrze cigzy, najwyzszy odsetek hemoglobiny glikowanej

stwierdzono u ciezarnych z genotypem GG AA, ktéry byt istotnie statystycznie

wyzszy w poréwnaniu do ciezarnych z genotypami GA AA, GA AG, AA AG, oraz

AA GG. Ciezarne z genotypem AA AG byty najlepiej wyrownane metabolicznie w

tym okresie cigzy.

Wykres 19. WskazZnik masy ciata w grupie ciezarnych z cukrzycg w II trymestrze
cigzy a genotyp.

Pionowe stupki oznaczajg 0,95 przedziaty ufnosci
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Test NIR; zmienna DM_BMI_2 (dm_stat) Prawdopodobienstwa dla testéw post-hoc

Genotyp_ DM | GG_AA | GG_AG | GG_GG | GA_AA | GA_AG | GA_GG | AA_ AA | AA_AG | AA_GG
Nr podkl. 20,140 | 27,260 | 26,928 | 25,829 | 27,711 | 28,662 | 25,032 | 21,303 | 26,368
1 GG_AA 0,035537 0,044156 0,043822 0,003516 0,006563 0,138537 0,687250 0,028638
2 GG_AG 0,035537 0,925081 0,640571 0,870430 0,664259 0,529783 0,074446 0,770617
3 GG_GG 0,044156 0,925081 0,719652 0,777014 0,591781 0,592411 0,090908 0,854656
4 GA_AA 0,043822 0,640571 0,719652 0,379303 0,299245 0,794480 0,103172 0,829243
5 GA_AG 0,003516 0,870430 0,777014 0,379303 0,686563 0,336771 0,011344 0,528652
6 GA_GG 0,006563 0,664259 0,591781 0,299245 0,686563 0,266600 0,016707 0,398625
7 AA_AA 0,138537 0,529783 0,592411 0,794480 0,336771 0,266600 0,254033 0,662864
8 AA_AG 0,687250 0,074446 0,090908 0,103172 0,011344 0,016707 0,254033 0,070172
9 AA GG 0,028638 0,770617 0,854656 0,829243 0,528652 0,398625 0,662864 0,070172

89



Najnizszg wartos¢ BMI zaobserwowano w grupie ciezarnych z genotypem GG AA i
wartos¢ ta rdéznita sie istotnie od wartosci obserwowanych w podgrupach z
genotypami GG AG, GG GG, GA AA, GA AG, GA GG oraz AA GG. Wartosc

najwyzsza zaobserwowano w podgrupie ciezarnych z genotypem GA GG.

5.3.4. Wyréwnanie metaboliczne w III trymestrze cigzy u ciezarnych z cukrzyca
w zaleznosci od genotypu LEP -2548 G/A oraz LEPR 668 A/G

Nie zaobserwowano istotnych statystycznie réznic w wyréwnaniu metabolicznym
u ciezarnych z cukrzycg w zaleznosci od istniejgcego polimorfizmu leptyny i jej
receptora. Jedynie $rednia warto$s¢ BMI u ciezarnych z genotypem GA AA byla
najwyzsza w catej podgrupie i wynosita 28,9 kg/m? oraz réznita sie istotnie od
najnizszej obserwowanej w tej podgrupie wartosci (18,7 kg/m2) u ciezarnych z

genotypem AA AA.

5.3.5. Wptyw matczynego polimorfizmu LEP -2548 G/A oraz LEPR 668 A/G na

wynik potozniczy w podgrupie ciezarnych z cukrzyca.

Wobec postulowanej roli polimorfizmu genetycznego leptyny w regulacji
wzrastania ptodu, przeanalizowano jego wptyw na mase urodzeniowg noworodka
w badanych podgrupach.

Zaobserwowano wptyw polimorfizméw leptyny i jej receptora na mase

urodzeniowg noworodka.
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Wykres 20. Masa urodzeniowa noworodka w grupie ciezarnych z cukrzycg w
zaleznosci od genotypu matki.

Pionowe stupki oznaczajg 0,95 przedziaty ufnosci
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Test NIR; zmienna DM_masa (dm_stat)
Prawdopodobienstwa dla testow post-hoc
MS miedzygrupowe = 7175E2, df = 82,000
Genotyp_ DM | GG_AA | GG_AG | GG_GG | GA_AA | GA_AG | GA_GG | AA_AA AA_AG | AA_GG
Nr podkl. 3110,0 3389,0 3620,0 3266,7 3270,9 2547,1 4108,0 3647,3 3478,8
1 GG_AA 0,549254 0,294002  0,721137 0,702390  0,259745 0,066052  0,242992  0,447275
2 GG_AG 0,549254 0,566911 ' 0,724422  0,715640 0,046991 | 0,125050 | 0,487245 0,823797
3 GG_GG 0,294002 ' 0,566911 0,343485 | 0,321104 0,016529  0,315186 | 0,944925 0,739597
4 GA AA 0,721137 | 0,724422  0,343485 0,988102  0,067078  0,057894 0,260954 @ 0,568945
5) GA AG 0,702390 ' 0,715640 0,321104  0,988102 0,052325 ' 0,049395 | 0,232343 | 0,553932
6 GA GG 0,259745 ' 0,046991 ' 0,016529 0,067078 | 0,052325 0,002299 | 0,008745 | 0,036589
7 AA_AA 0,066052 ' 0,125050 0,315186 | 0,057894 | 0,049395 0,002299 0,316197 ' 0,196187
8 AA_AG 0,242992 ' 0,487245  0,944925  0,260954 | 0,232343 | 0,008745  0,316197 0,669647
9 AA GG 0,447275  0,823797  0,739597 @ 0,568945 | 0,553932 0,036589 @ 0,196187  0,669647

Najwyzszgq mase

urodzeniowg noworodkéw stwierdzono u

ciezarnych z

genotypem AA AA a najnizsza u ciezarnych z genotypem GA GG. Masy

urodzeniowe roznity sie istotnie wzgledem genotypéw opisanych w powyzszej

tabeli. Jedynie ciezarne o genotypie GA AA oraz GG AA urodzity dzieci o masie

nie odbiegajacej od masy pozostatych noworodkéw. W badanej

populacji

ciezarnych zaréwno z genotypami GA GG oraz AA AA nie zbadano ekspresji genu

i genu receptora leptyny w tozysku. Ciezarne z genotypem AA AA miaty takze

wysoki odsetek hemoglobiny glikowanej oraz wysokg s$rednig glikemie w 12-

godzinnym profilu w I trymestrze cigzy.
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5.3.6 Wptyw LEP -2548 G/A oraz LEPR 668 A/G na wyréwnanie metaboliczne w

grupie ciezarnych z nadcisnieniem tetniczym

W zwigzku z mozliwym wptywem polimorfizméw genetycznych na gospodarke
metaboliczng organizmu przeanalizowano wptyw LEP -2548 G/A oraz LEPR 668
A/G na parametry metaboliczne w poszczegdlnych trymestrach cigzy u
ciezarnych z nadcisnienie tetniczym.

W tej podgrupie ciezarnych nie znaleziono istotnych rdznic w stezeniu
parametréow lipidowych (LDL, HDL, T-CHOL oraz triglicerydéw) w zaleznosci od
genotypu pacjentki, zarébwno w momencie rozpoznania nadci$nienia
indukowanego cigzg jak i objecia opiekg w przypadku nadci$nienia przewlektego,
ani w okresie okotoporodowym (ANOVA p>0,05, post-hoc NIR — brak istotnych
réznic)

Zaobserwowano natomiast istotne rdznice w stezeniu leptyny w tej podgrupie
ciezarnych, zaréwno w momencie rozpoznania nadci$nienia indukowanego
cigza/objecia opiekg w przypadku nadci$nienia przewlektego, oraz w okresie
okotoporodowym. Powyzsze wyniki przedstawiono na wykresie oraz tabelach
ponizej.

Wykres 21. Stezenie leptyny w momencie rozpoznania nadcisnienia

indukowanego cigzq jak i nadcisnienia przewlektego, oraz w okresie
okotoporodowym.
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W momencie rozpoznania NIC i objecia opieka w przypadku PNT zaobserwowano

istotne réznice w stezeniu leptyny w zaleznosci od istniejgcego genotypu leptyny

i jej receptora. Wyniki przedstawiono w tabeli ponizej.

Test NIR; zmienna Leptyna_1

Prawdopodobienstwa dla testow post-hoc

MS miedzygrupowe = 268,69, df = 50,000

Genotyp_HT | GG_AA | GG_AG | GA_AA | GA_AG | GA_GG | AA_AA | AA_AG | AA_GG
Nr podkI. 22,805 | 18,461 | 26,674 | 22,514 | 22,424 | 56,567 | 29,724 | 12,614
1 GG_AA 0,625813 0,663928 0,966831 0,965874 0,003733 0,438146 0,280695
2 GG_AG 0,625813 0,389633 0,602282| 0,677192 0,001853 0,239637 0,558436
3 GA_AA 0,663928 0,389633 0,592676 0,655314| 0,012896 0,748612 0,162812
4 GA_AG 0,966831 0,602282| 0,592676 0,990799 0,001631| 0,355260 0,237837
5 GA_GG 0,965874 0,677192 0,655314 0,990799 0,004881 0,444145 0,327727
6 AA_AA 0,003733 0,001853| 0,012896 0,001631 0,004881 0,024702 0,000586
7 AA_AG 0,438146 0,239637| 0,748612 0,355260 0,444145 0,024702 0,090922
8 AA GG 0,280695 0,558436/ 0,162812 0,237837 0,327727 0,000586 0,090922

W okresie okotoporodowym istotne réznice zaobserwowano jedynie w przypadku

genotypu AA_GG vs. AA_GG. Najwyzsza wartos¢ leptyny w okresie
okotoporodowym miaty ciezarne o genotypie AA_GG.

Test NIR; zmienna Leptyna_2

Prawdopodobienstwa dla testow post-hoc

Btad: MS miedzygrupowe = 450,85, df = 50,000

Genotyp_ HT | GG_AA | GG_AG | GA AA | GA AG | GA_GG | AA AA | AA AG | AA GG
Nr podkl. 19.003 | 35668 | 23.700 | 33190 | 37.125 | 22,997 | 29.176 | 46.415
1 GG_AA 0,152394 0,683837 0,122151 0,120342 0,782273 0,379238 0,027906
2 GG_AG 0,152394 0,333637 0,805501 0,905890 0,402724 0,598766 0,407196
3 GA_AA 0,683837 0,333637 0,347628 0,278728 0,962837 0,657017 0,083380
4 GA_AG 0,122151 0,805501 0,347628 0,695936 0,445034 0,690112 0,223682
5 GA_GG 0,120342 0,905890 0,278728 0,695936 0,351250 0,519708 0,473298
6 AA_AA 0,782273 0,402724 0,962837 0,445034 0,351250C 0,682420 0,137282
7 AA AG 0,379238 0,598766 0,657017 0,690112 0,519708 0,682420 0,186047
8 AA GG 0,027906 0,407196 0,083380 0,223682 0,473298 0,137282 0,186047

W zakresie ekspresji LEP i LEPR w tozysku ciezarnych z nadcisnieniem tetniczym

nie zaobserwowano

Stwierdzono

natomiast

istotnych

istotne

poszczegllnych genotypach.

roznice w

roznic w zaleznosci

zakresie

od genotypu

ekspresji

matki.

LEPR w

93



Wykres 22. Ekspresja LEPR w grupie ciezarnych z nadcisnieniem w zaleznosci od

genotypu.

Pionowe stupki oznaczajg 0,95 przedziaty ufnosci
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Test NIR; zmienna LEPR

Prawdopodobienstwa dla testow post-hoc

MS miedzygrupowe = ,07385, df = 10,000

Genotyp HT | GG_AA | GG_AG | GA AA | GA AG | GA GG | AA AA | AA AG | AA GG
Nr podkI. 1,0169 | 15929 | ,63229 | ,92027 | 1,1918 | ,97961 | 1,3517 | 1,2813
1 GG_AA 0,114212 0,274679 0,672359 0,496884 0,912933 0,246130 0,353650
2 GG_AG 0,114212 0,031471  0,044893 0,230064 0,141613| 0,485288 0,371148
3 GA_AA 0,274679 0,031471 0,349679 0,104888 0,387391 0,055958 0,079765
4 GA_AG 0,672359 0,044893| 0,349679 0,187956 0,843852 0,080476 0,134813
5 GA_GG 0,496884 0,230064 0,104888 0,187956 0,514178 0,533716/ 0,725976
6 AA AA 0,912933 0,141613 0,387391 0,843852 0,514178 0,289679 0,386077
7 AA AG 0,246130 0,485288 0,055958 0,080476 0,533716 0,289679 0,800650
8 AA GG 0,353650 0,371148 0,079765 0,134813 0,725976 0,386077 0,800650

Najwyzszy poziom ekspresji zaobserwowano u ciezarnych z genotypem GG AG a

najnizszy GA AA.

5.3.7. Wptyw matczynego polimorfizmu LEP -2548 G/A oraz LEPR 668 A/G na

wynik potozniczy w grupie ciezarnych z nadcisnieniem tetniczym

Wobec postulowanej roli

polimorfizmu genetycznego

leptyny w

regulacji

wzrastania ptodu, przeanalizowano jego wptyw na mase urodzeniowg noworodka

w grupie ciezarnych z nadcisnieniem tetniczym.

Analiza masy urodzeniowej noworodkow w tej grupie ciezarnych wykazata wptyw

niektorych polimorfizmoéw leptyny i jej receptora na mase urodzeniowa.
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Wykres 23. Masa urodzeniowa noworodka w grupie ciezarnych z nadcisnieniem w
zaleznosci od genotypu.
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Test NIR; zmienna NIC_masa
Prawdopodobienstwa dla testéw post-hoc
MS miedzygrupowe = 6291E2, df = 49,000
Genotyp_HT | GG_AA | GG_AG | GG_GG | GA_AA | GA_AG | GA_GG | AA_AA | AA_AG | AA_GG
Nr podkl. 31425 | 3271,7 | 4110,0 | 2981,7 | 27535 | 3192,0 | 3483,3 | 2531,7 | 2744,0
1 GG_AA 0,764281 0,129284 0,708937 0,258264 0,913276 0,528561 0,160215| 0,382462
2 GG_AG 0,764281 0,201567 0,529499 0,175180 0,868940 0,707507 0,112528 0,277292
3 GG_GG 0,129284 0,201567 0,087734 0,026507 0,172833 0,390989 0,018482| 0,044887
4 GA_AA 0,708937 0,529499 0,087734 0,547502 0,663361 0,375445 0,330598 0,622924
5 GA_AG 0,258264 0,175180 0,026507 0,547502 0,282528 0,148144 0,558532 0,981255
6 GA_GG 0,913276 0,868940 0,172833 0,663361 0,282528 0,617253 0,175427 0,376189
7 AA_AA 0,528561 0,707507 0,390989 0,375445 0,148144 0,617253 0,096077/ 0,207844
8 AA_AG 0,160215  0,112528 0,018482 0,330598 0,558532 0,175427 0,096077 0,660365
9 AA GG 0,382462 0,277292 0,044887 0,622924 0,981255 0,376189 0,207844  0,660365

Najwyzszgq mase urodzeniowa noworodka zaobserwowano u ciezarnych z

genotypem GG GG a najnizsze z genotypem AA AG oraz AA GG.

5.3.8. Wptyw matczynego polimorfizmu LEP -2548 G/A oraz LEPR 668 A/G na

przebieg cigzy i wynik potozniczy w grupie kontrolnej

Wobec postulowanego wptywu polimorfizmu genetycznego na przebieg cigzy,
przeanalizowano jego wptyw na przebieg cigzy w grupie kontrolnej.

Polimorfizmm genetyczny leptyny i jej receptora miat wptyw na BMI zaréwno w |
trymestrze cigzy, jak i w okresie okotoporodowym. Najwyzszy wskaznik masy
ciata w I trymetrze cigzy cechowat ciezarne z genotypem GA_AA a najnizszy z
genotypami GG_GG oraz GA_GG. Tendencje te utrzymywaty sie az do okresu

okotoporodowego.
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Wykres 24. Wskaznik masy ciata w grupie kontrolnej w I trymestrze i w okresie

okotoporodowym z uwzglednieniem genotypu.
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Wptyw polimorfizmu leptyny i jej receptora na wartos¢ BMI w grupie kontrolnej w

miare rozwoju cigzy przedstawiono na ponizszych tabelach. W I trymestrze cigzy

istotne roznice w BMI stwierdzono jedynie pomiedzy ciezarnymi z genotypem GG

GG, GA AA, GA GG a w okresie okotoporodowym wptyw ten byt bardziej

widoczny.

Test NIR; zmienna C_BMI_1

Prawdopodobienstwa dla testow post-hoc

MS miedzygrupowe = 9,9160, df = 42,000

Genotyp_kontr | GG_AA | GG_AG | GG_GG | GA_AA | GA_AG | GA GG | AA_AA | AA AG
Nr podkI. 21,564 | 23,697 | 19,846 | 25,332 | 22,478 | 19,000 | 22,845 | 23,250
1 GG_AA 0,438668 0,517694 0,160065 0,696520 0,420110 0,641004 0,515647
2 GG_AG 0,438668 0,075411 0,443073 0,480306 0,092415 0,704125 0,827159
3 GG_GG 0,517694  0,075411 0,008641  0,098987 0,749970 0,162970 0,081409
4 GA_AA 0,160065  0,443073 0,008641 0,074387 0,020739 0,245677 0,281042
5 GA_AG 0,696520/ 0,480306 0,098987 0,074387 0,142346 0,830999 0,597154
6 GA_GG 0,420110/ 0,092415 0,749970 0,020739 0,142346 0,165939/ 0,105822
7 AA_AA 0,641004 0,704125 0,162970/ 0,245677 0,830999 0,165939 0,843116
8 AA AG 0,515647 0,827159 0,081409 0,281042 0,597154 0,105822 0,843116
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Test NIR; zmienna C_BMI_2

Prawdopodobienstwa dla testow post-hoc

MS miedzygrupowe = 6,9871, df = 42,000

Genotyp_kontr | GG_AA | GG_AG | GG_GG | GA_AA | GA_AG | GA_GG | AA_AA | AA_AG
Nr podkl. 25,091 | 28,276 | 25,394 | 29,434 | 27,768 | 23,168 | 28,218 | 28,405
1 GG_AA 0,171407  0,891539 0,056195 0,177524 0,470844 0,179157 0,132117
2 GG_AG 0,171407 0,111582 0,517377 0,725425 0,031024 0,975417 0,940070
3 GG_GG 0,891539 0,111582 0,020100/ 0,077025 0,319732  0,118746 0,066894
4 GA_AA 0,056195 0,517377 0,020100 0,210387 0,007045 0,496746 0,523927
5 GA_AG 0,177524  0,725425 0,077025  0,210387 0,023176| 0,755641 0,603522
6 GA_GG 0,470844 0,031024 0,319732 0,007045 0,023176 0,032876| 0,019598
7 AA AA 0,179157 0,975417 0,118746| 0,496746 0,755641 0,032876 0,913256
8 AA AG 0,132117 0,940070 0,066894 0,523927 0,603522 0,019598 0,913256

Nie zanotowano natomiast istotnych roznic w stezeniu leptyny oraz ekspresji jej
genu i receptora w tozysku w zaleznosci od wystepujacego genotypu
matczynego. Podobnie nie zaobserwowano istotnych rdéznic w masie
urodzeniowej noworodka oraz w jego stanie po porodzie opisywanym gazometrig

krwi pepowinowej.

5.4. Modele regresji wielorakiej i krzywe ROC w przewidywaniu masy

urodzeniowej noworodka w poszczegdlnych grupach ciezarnych

W grupie ciezarnych z cukrzycg wyszczegdlniono 2 podgrupy ciezarnych:
pierwsza z homozygotycznym genotypem zaréwno -2548 G/A oraz 668 A/G i
druga, w ktérej co najmniej w jednym z badanych polimorfizmoéw wystepowat

wariant heterozygotyczny.

5.4.1. Analiza wptywu czynnikdw metabolicznych na mase noworodka w grupie

ciezarnych z cukrzycg z wariantem homozygotycznym -2548 G/A oraz 668 A/G.

Przeanalizowano wptyw wyrdwnania metabolicznego podczas catej cigzy,
opisywanego za pomocg stezenia leptyny w poszczegdlnych trymestrach cigzy,
sredniej dobowej glikemii w 24-godzinnym profilu oraz odsetka hemoglobiny
glikowanej na punkt koncowy, jakim byta masa urodzeniowa noworodka w tej
podgrupie ciezarnych. Srednia masa urodzeniowa noworodkdéw w tej podgrupie

wynosita 3600g.
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Tabela XXXVIII. Wptyw czynnikdw metabolicznych na mase urodzeniowg
noworodka w grupie ciezarnych z wariantem homozygotycznym -2548 G/A oraz
668 A/G.

Regresja zmiennej zaleznej — parametr masa noworodka (homozygoty)

Parametr skoryg. R? B p
Leptyna | trymestr -12,450 <0,05
Leptyna Il trymestr -9,174 NS
Leptyna 11 trymestr % -5,725 NS
Glikemia | trymestr ﬁ -47.,189 <0,05
Glikemia Il trymestr E 27,123 NS

Glikemia 11 trymestr 8 -39,168 <0,05
HbAc | trymestr o 333,569 <0,05
HbAc Il trymestr -421,578 NS
HbA.c 11l trymestr 290,301 NS

W modelu analizujgcym wptyw wyrdwnania metabolicznego opisywanego
stezeniem leptyny, poziomem glikemii i odsetkiem hemoglobiny glikowanej w
poszczegdlnych trymestrach cigzy na mase noworodka, wykazano istotny wptyw
stezenia leptyny i glikemii w I trymestrze cigzy oraz odsetka hemoglobiny
glikowanej w | trymestrze cigzy. Ponadto istotnym czynnikem byfa takze
glikemia w III trymestrze cigzy.

Model analizujacy wptyw stezen leptyny i profilu lipidowego w poszczegdinych
trymestrach cigzy wykazat istotng zalezno$¢ masy ciata noworodka od stezenia
LDL w 11 trymestrze cigzy (R?=0,63192254, B=57,289, p<0,05).

Natomiast model uwzgledniajacy wartosci czynnikow metabolicznych (glikemia,
odsetek HbA,;, profil lipidowy) oraz wartosci BMI ciezarnej z wszystkich
trymestréw cigzy, bez uwzgledniania stezenia leptyny w surowicy krwi, wykazat
istotny wptyw BMI z II trymestru cigzy (p<0,05) oraz LDL z II trymestru cigzy

(p<0,05) na mase urodzeniowg noworodka.

Tabela XXXIX. Wptyw czynnikdw metabolicznych na mase urodzeniowg
noworodka.

Regresja zmiennej zaleznej — parametr masa noworodka (homozygoty)

Parametr skoryg. R? B p
BMI Il trymestr 42,29 <0,05
LDL Il trymestr 0,81869348 46,31 <0,05
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W tej grupie homozygotycznych ciezarnych, model uwzgledniajacy wplyw
ekspresji LEP i LEPR w tozysku na mase urodzeniowg noworodka wykazat staby

wptyw tych czynnikéw.

5.4.2. Analiza wptywu czynnikdw metabolicznych na mase noworodka w grupie
ciezarnych z cukrzyca i z co najmniej jednym wariantem heterozygotycznym -
2548 G/A oraz 668 A/G

Przeanalizowano wptyw wyrdwnania metabolicznego podczas catej cigzy,
opisywanego za pomocg stezenia leptyny w poszczegdlnych trymestrach cigzy,
sredniej dobowej glikemii w 24-godzinnym profilu oraz odsetka hemoglobiny
glikowanej na punkt koncowy, jakim byta masa urodzeniowa noworodka w tej
podgrupie ciezarnych. Srednia masa urodzeniowa noworodkéw w tej podgrupie
wynosita 3270g.

Tabela XL. Wptyw czynnikéw metabolicznych na mase urodzeniowg noworodka w
grupie ciezarnych z co najmniej jednym wariantem heterozygotycznym -2548
G/A oraz 668 A/G.

Regresja zmiennej zaleznej — parametr masa noworodka (heterozygoty)

Parametr skoryg. R? B P
Leptyna | trymestr 10,81 <0,05
Leptyna Il trymestr 0,125 NS
Leptyna Il trymestr % 15,586 <0,05
Glikemia | trymestr % 3,987 NS
Glikemia Il trymestr g -20,408 <0,05

Glikemia 111 trymestr % 0,547 NS
HbA,c | trymestr o -95,660 NS
HbA,c Il trymestr 196,952 NS
HbA.c 11l trymestr -1,391 NS

W tym modelu stwierdzono istotny wptyw stezenia leptyny zaréwno w I jak i w
111 trymestrze cigzy, oraz glikemii w II trymestrze cigzy na mase noworodka.

Analiza wptywu stezenia leptyny w poszczegdlnych trymestrach cigzy w
potgczeniu z profilem lipidowym w poszczegdlnych trymestrach cigzy nie
wykazata istotnego wptywu tych parametréw na mase urodzeniowg noworodka w
tej podgrupie ciezarnych. Podobnie poziom ekspresji LEP i LEPR w tozysku nie

wykazat wptywu na mase urodzeniowa noworodka w tej podgrupie.
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5.4.3. Przydatno$¢ poszczegdlnych parametréw opisujacych wyrdéwnanie
metaboliczne w predykcji masy urodzeniowej noworodka w grupie ciezarnych z

cukrzycqg z wariantem homozygotycznym w zakresie -2548 G/A oraz 668 A/G

Analizy przeprowadzono dla wszystkich parametrow metabolicznych w kazdym z
trzech trymestrow cigzy. Wyniki przedstawiono jako wykresy krzywych ROC,
proponujac optymalny punkt odciecia dla poszczegdlnych wartosci, wartos¢ pola
pod krzywg (AUC) oraz opisujgc dany test za pomoca parametréw takich jak
czuto$¢ i specyficznos¢. Wartos¢ znamienng prognostycznie wykazano dla:
stezenia leptyny w I trymestrze cigzy, hemoglobiny glikowanej w Il trymestrze
Cigzy oraz masy ciata ciezarnej w III trymestrze cigzy.

Wykres 25. Przydatnosc stezenia leptyny w I trymestrze cigzy w predykcji masy
urodzeniowej noworodka (AUC 0,62, czutos¢ 0,75; specyficznos¢ 0,5; punkt
odciecia 28,127 ng/ml).

Wykres ROC
Wspdtczynnik kierunkowy =1,00
Proponowany punkt odcigcia: 28,127
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Wykres 26. Przydatnos¢ hemoglobiny glikowanej w III trymestrze cigzy w
predykcji masy urodzeniowej noworodka (AUC 0,66, czutos$¢ 0,23; specyficznosé
0,91; punkt odciecia 7,9%).

Wykres ROC

Wspotczynnik kierunkowy =2,79
Proponowany punkt odciecia: 7,900
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Wykres 27. Przydatnos¢ masy ciata ciezarnej w III trymestrze cigzy w predykcji
masy urodzeniowej noworodka (AUC 0,63; czutos¢ 0,25; specyficznos$¢ 0,93;
punkt odciecia 98kg).

Wykres ROC
Wspotczynnik kierunkowy =2,79
Proponowany punkt odciecia: 98,000
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Pozostate parametry opisujgce wyrdwnanie metaboliczne w tej podgrupie
ciezarnych w kazdym z trzech trymestréw cigzy cechowaty sie niskg czutoscig i
specyficznoscia i nie wykazaty przydatnosci w prognozowaniu masy ciata

noworodka.

5.4.4. Przydatno$¢ poszczegdélnych parametréw opisujacych wyrdéwnanie
metaboliczne w predykcji masy urodzeniowej noworodka w grupie ciezarnych z
cukrzyca i z co najmniej jednym wariantem heterozygotycznym w zakresie -2548
G/A oraz 668 A/G

Analizy przeprowadzono dla wszystkich parametrow metabolicznych w kazdym z
trzech trymestrow cigzy. Wyniki przedstawiono jako wykresy krzywych ROC,
proponujac optymalny punkt odciecia dla poszczegdlnych wartosci, wartos¢ pola
pod krzywg (AUC) oraz opisujgc dany test za pomoca parametréw takich jak
czutosc¢ i specyficznosc.

Wykres 28. Przydatnosc stezenia leptyny w poszczegdlnych trymestrach cigzy w
predykcji masy urodzeniowej noworodka.
Wykres ROC poréwnanie
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Jedynie poziom leptyny w I trymestrze cigzy wykazywat ograniczong przydatnosc
W prognozowaniu masy urodzeniowej noworodka (AUC 0,61), jednakze
proponowany punkt odciecia (23,8 ng/ml) cechowat sie nizszg czufoscig i
specyficznoscia niz analogiczny punkt w grupie ciezarnych z wariantami

homozygotycznymi -2548 G/A i 668 A/G. Stezenie leptyny w pozostatych
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trymestrach cigzy nie wykazywato istotnej przydatnosci w predykcji masy
urodzeniowej u noworodka — Leptyna w Il trymestrze cigzy AUC 0,52, leptyna w
ITI trymestrze cigzy AUC 0,51.

Na ponizszych wykresach przedstawiono przydatnosé LDL w II trymestrze cigzy,
cholesterolu catkowitego w III trymstrze cigzy w predykcji masy urodzeniowej

noworodka w tej podgrupie ciezarnych.

Wykres 29. Przydatnos¢ stezenia LDL w II trymestrze cigzy w predykcji masy
urodzeniowej noworodka (AUC 0,64; czutos¢ 0,56; specyficznos¢ 0,67; punkt
odciecia 128mg/dl).

Wykres ROC
Wspétczynnik kierunkowy =2,23
Proponowany punkt odciecia: 128,600
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Wykres 30. Przydatnosc¢ stezenia cholesterolu catkowitego w III trymestrze cigzy
w predykcji masy urodzeniowej noworodka (AUC 0,63; czutos¢é 0,62;
specyficznos¢ 0,67; punkt odciecia 302mg/dl).

Wykres ROC
Wspédtczynnik kierunkowy =2,23
Proponowany punkt odciecia: 302,500
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5.4.5. Ocena wptywu najczesciej wystepujacego polimorfizmu -2548 G/A i 668
A/G na przebieg cigzy w poszczegdlnych grupach

W kolejnym etapie pracy przeanalizowano wplyw najczesciej wystepujacego

polimorfizmmu w catej badanej populacji na przebieg cigzy we wszystkich grupach.

Najczesciej wystepujacym genotypem w catej badanej grupie ciezarnych byt
genotyp GA AG. Przeanalizowano przebieg cigzy we wszystkich podgrupach

ciezarnych z tym genotypem.

Ciezarne z cukrzycg charakteryzowaty sie znamiennie wyzszym wskaznikiem
masy ciata w I trymestrze cigzy w poréwnaniu do ciezarnych zdrowych (p<0,05).
W zakresie pozostatych parametréw metabolicznych i antropometrycznych w tych
grupach ciezarnych, istotnych rdéznic nie stwierdzono. Ponadto nie stwierdzono
wptywu genotypu GA AG na parametry metaboliczne i antropometryczne w Il

trymestrze ciqzy w zadnej z badanych w tym okresie grup ciezarnych.

Wykres 31. Indeks masy ciata w I trymestrze cigzy w grupie ciezarnych z
cukrzycq typu 1 i zdrowych z genotypem GA AG.
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Zaobserwowano istotnie wyzsze stezenie leptyny w I trymestrze cigzy w grupie
ciezarnych z cukrzycg w poréwnaniu do grupy zdrowych ciezarnych o tym samym

genotypie.
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Wykres 32. Stezenie leptyny w I trymestrze cigzy w grupie ciezarnych z cukrzycg
typu 1 i zdrowych z genotypem GA AG.
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Przeanalizowano takze wptyw genotypu GA AG na parametry w Ill trymestrze

cigzy i okotoporodowo we wszystkich grupach ciezarnych.

Najwyzsze stezenie leptyny w III trymestrze cigqzy zaobserwowano w grupie
ciezarnych z nadcisnieniem tetniczym, ktdre rdéznito sie znamiennie od grupy

ciezarnych z cukrzycg i zdrowych.

Wykres 33. Stezenie leptyny w III trymestrze cigzy we wszystkich grupach
ciezarnych z genotypem GA AG.
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Ekspresja genu leptyny w tozysku
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Ciezarne z omawianym genotypem, =z nadciSnieniem tetniczym miaty
jednoczesnie najnizszy poziom ekspresji genu leptyny i genu receptora leptyny w
tozysku, ktory roznit sie znamiennie od ich ekspresji w grupie ciezarnych z
cukrzycq i zdrowych. Ponadto ciezarne te urodzity dzieci z najnizszq masg ciata w

porownaniu do ciezarnych z pozostatych grup.

Wykres 34. Ekspresja genu leptyny (LEP) i genu receptora leptyny (LEPR) w
tozysku w poszczegdlnych grupach ciezarnych z genotypem GA AG.
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Wykres 35. Masa urodzeniowa noworodka w poszczegolnych grupach ciezarnych
z genotypem GA AG.
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V1. DYSKUSJA

6.1. Wzrastanie ptodu w cigzy powikfanej cukrzycq i nadcisnieniem tetniczym

Jak dotad nie do konca poznane mechanizmy zaburzen wzrastania ptodu w cigzy
powiktanej cukrzycg i nadcisnieniem tetniczym. Rozwdj ptodu w tych jednostkach
chorobowych moze by¢ powiklany w sposdb dwojaki — zaréwno w postaci
nadmiernego, jak i opdznionego wzrastania ptodu. Pomimo zgodnosci wielu
autoréw, co do faktu, ze ptodowa hiperinsulinemia spowodowana matczyng
hiperglikemig jest gtdwnym czynnikem indukujgcym nadmierne wzrastanie
ptodu, nie zostaly jak dotychczas poznane jasne mechanizmy wzrastania ptodu
[82]. Pionierskie prace nad wystepowaniem zaburzen we wzrastaniu ptodu w
cigzy powikfanej cukrzyca prowadzit Pedersen oceniajac diugosé¢ i mase ciata
noworodkéw matek z cukrzycq po porodzie [110]. Badania dotyczace
wyrownania metabolicznego w trakcie trwania cigzy i jego wptywu na mase ptodu
daty wyniki sprzeczne. Wg niektérych autoréw, wpltyw na wystgpienie
makrosomii w tej grupie ciezarnych ma podwyzszony odsetek hemoglobiny
glikowanej zaréwno w I jak i w III trymestrze cigzy, a takze okotoporodowo
[109, 60, 135]. Z kolei badania innych autoréw wykazaty, ze glikemia oraz
odsetek hemoglobiny glikowanej byty w niewielkim stopniu skorelowane z
podwyzszong masg urodzeniowg noworodka, natomiast czynnikiem silnie
wptywajacym na jej wystgpienie byta popositkowa glikemia [25]. W pracy tej
podano potencjalne ograniczenia roli odsetka hemoglobiny glikowanej jako
parametru uzytecznego w predykcji masy ciata noworodka, podkreslajac, ze nie
odzwierciedla on przejsciowych i krétkotrwatych wzrostow glikemii, sg takze
silnie skorelowane z nadmiernego wzrastania ptodu [25]. Warto podkresli¢, ze u
ciezarnych z typem 1 cukrzycy, leczonych za pomocg intensywnej insulinoterapii,
nawet nieznaczna hiperglikemia zwieksza ryzyko wystgpienia makrosomii ptodu.
Podobne zjawisko zabserwowano takze u ciezarnych z cukrzycg cigzowa [76].

W ostatnich latach pojawity sie prace dowodzace, ze nie tylko hiperglikemia
matczyna prowadzi do nadmiernego wzrastania ptodu. Sugeruje sige, ze
nadmierny transport przeztozyskowy innych substancji takich jak lipidy i
aminokwasy, moze mieé¢ réwniez znaczacy udziat w regulacji wzrastania ptodu
[40]. W pracach oceniajgcych wptyw stezenia triglicerydéow w II trymestrze cigzy
na mase urodzeniowg noworodka zaobserwowano, ze ich podwyzszone stezenie

byto takze dodatnio skorelowane z odsetkiem makrosomii [66]. Dlatego tez
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prawdopodobnie pomimo ciagtej poprawy wyréwnania gospodarki
weglowodanowej i zblizenia glikemii do poziomu ciezarnych zdrowych, odsetek
makrosomii u ciezarnych chorujacych na cukrzyce typu 1 jest ciggle wyzszy niz u
ciezarnych zdrowych.

W cigzach powiklanych nadci$nieniem tetniczym, a w szczegdlnosci jego
najciezszg postaciq, czyli stanem przedrzucawkowym, zaburzenia wzrastania
ptodu majg charakter opdznionego wzrastania ptodu [94]. Nie do konca poznany
jest mechanizm, w wyniku ktérego dochodzi do rozwoju nadci$nienia
indukowanego cigzq oraz stanu przedrzucawkowego. W badaniach dotyczacych
wptywu zwigzkéw aktywnych metabolicznie, ktére moga by¢ zwigzane z
rozwojem tego powiktania znajduje sie takze leptyna. W licznych badaniach
potwierdzono wptyw podwyzszonego stezenia leptyny w I trymestrze cigzy na
wystgpienie tego powiktania [97, 113, 129, 160]. Niektére warianty polimorfizmu
genu leptyny i jej receptora mogg miec¢ takze wptyw na jego wystgpienie [34,
53].

6.2. Liczebnos$¢ badanych grup ciezarnych i ich dobér

W genetycznych badaniach asocjacyjnych dobdr i liczebnosé grupy stanowig
zasadnicze czynniki mogace mie¢ wptyw na wyniki przedstawianych analiz. W
niniejszej pracy, wszystkie ciezarne zaréwno z grup badanych (z cukrzycg typu 1
oraz nadcisnieniem tetniczym), jak z grupy kontrolnej nalezaty do rasy biatej
kaukaskiej, a wiec spodziewano sie przynajmniej jednorodnosci wystepowania
badanych polimorfizmdéw. Pacjentki z grupy z cukrzycg byty rekrutowane do
badania podczas rutynowych okresowych pobytéw w Klinice, co najmniej trzy
razy w trakcie cigzy, przy czym dotozono staran, aby oznaczenia leptyny byty
wykonane co najmniej trzy razy w trakcie catej cigzy, w porownywalnych
warunkach. Warto podkreslic brak jednorodnosci badanej grupy ciezarnych,
obejmujacej ciezarne zaréwno z zaawansowanymi postaciami cukrzycy, wiacznie
z wspotistniejacymi powiktaniami naczyniowymi jak i bez tych powiktan. Ciezarne
te byty leczone lekami mogacymi mie¢ wpltyw na stezenie leptyny, aczkolwiek
krew do badan pobierano na czczo, w tym przed podaniem bazowej dawki
insuliny, starajac sie zminimalizowac jej wptyw na stezenie badanego hormonu.
Przedstawione informacje dotyczace tej populacji mogg $wiadczy¢ o tym, ze na
wyniki oceniane w trakcie cigzy, tzn. zwigzku przebiegu cigzy z dziedziczonym

profilem genetycznym moze mie¢ wptyw szereg innych czynnikéw
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srodowiskowych, niemozliwych do wyeliminowania ze wzgledéw medycznych.
Wedtug niektdérych badaczy profil genetyczny moze tylko w nieznacznym stopniu
wptywaé na niektére osobniczo stwierdzane cechy czy wystepowanie niektdérych
choréb w matych grupach badanych [9, 151]. W grupie z nadci$nieniem
tetniczym znajdowaty sie ciezarne z nadcisnieniem indukowanym cigzg oraz z
nadcisnieniem przewlektym. Ciezarne, w szczegdlnosci z nadcisnieniem
przewlektym, byly od samego poczatku cigzy leczone lekami takze o
potencjalnym wptywie na stezenie leptyny, lecz krew pobierano takze na czczo,
przed podaniem lekédw. Jednakze potencjalnego wptywu stosowanych przewlekle
lekow na stezenie badanego hormonu i jego ekspresji w tozysku wykluczy¢ nie
mozna. Doboér grup badanych oraz ich liczebnos¢ mogg stanowi¢ kluczowe

zadanie w planowaniu genetycznych badan asocjacyjnych.

6.3. Ocena czestosci wystepowania polimorfizméw i alleli oraz testowanie

rownowagi Hardy’ego-Weinberga w badanych populacjach

Wstepnym etapem badan genetycznych o charakterze asocjacyjnym jest
sprawdzenie istnienia lub braku zgodnosci rozktadu badanych cech z
odpowiadajgcymi im rozktadami oczekiwanymi opisywanymi prawem Hardy’ego-
Weinberga (HW). Analize taka przeprowadzono dla badanych polimorfizmoéw
genu leptyny LEP -2548 G/A oraz genu receptora leptyny LEPR 668 A/G. Zgodnie
z tym prawem, jezeli nie wystepujg czynniki zaktdcajace, takie jak np. mutacje,
to stosunek wystepowania poszczegdlnych genotypdw w populacji rozmnazajacej
sie w sposdb piciowy jest staty we wszystkich pokoleniach i zalezy tylko od
stosunkéw wystepowania alleli oraz nie podlega zmianie w przypadku braku
zmiany czestosci wystepowania alleli. Spodziewang réwnowage czestosci
genotypoéw przewiduje prawo Hardy’ego-Weinberga opisywane rownaniem
p?+2pg+g°=1, gdzie w przypadku badania dwoéch alleli np. alleli G i A,
odpowiednio o czestoéci wystepowania p i q, czesto$¢ homozygoty GG wynosi p?,
heterozygoty GA 2pq natomiast homozygoty AA - g2

W niniejszym badaniu, analizujac rozktad cech w badanych populacjach, wobec
braku istotnej statystycznie rdéznicy w wartosciach obserwowanych i
oczekiwanych, stwierdzono zgodnos$c¢ rozktadu badanych polimorfizméw, zaréwno
genu leptyny, jak i genu receptora leptyny w grupach badanych. W grupie

kontrolnej zaobserwowano natomiast wspomniang zgodnos¢ jedynie w zakresie
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genu leptyny. Natomiast rozktad genotypdw polimorfizmu genu receptora leptyny
w tej podgrupie nie spetniat warunkéw opisywanych rownaniem H-W. Zaburzenie
rozktadu zgodnosci H-W mogto by¢ spowodowane zaistnieniem naturalnych
mechanizmoéw zaktdcajacych te réwnowage tj. wystgpieniem dryfu genetycznego,
nielosowym kojarzeniem osobnikéow, ktory moze powodowaé nadmiar
wystepowania homo — lub heterozygot, obnizeniem przezywalnosci niektérych
genotypoéw, wystepowaniem lokalnych subpopulacji, ruchami migracyjnymi. Mato
prawdopodobne jest, aby przyczyng zaktdcenia rownowagi H-W w tej podgrupie
byt btad laboratoryjny, poniewaz prawdopodobienstwo jego wystgpienia jest
znikome w przypadku zastosowania jako metody identyfikacyjnej polimorfizmu
dtugosci fragmentéw restrykcyjnych. Warto podkresli¢, ze omawiang podgrupe
charakteryzowat nadmiar heterozygoty AG, ktérej czestos¢ wystepowania
wynosita az 63%, podczas gdy wartos¢ oczekiwana przewidywana prawem H-W
jedynie 50%, co moze odpowiada¢ za wspomniang niezgodno$¢ rozktadu.
Wedtug badan Popko i wsp. czesto$¢  wystepowania  genotypu
heterozygotycznego AG w populacji polskiej wynosi okoto 52% [112]. Czestos¢
wystepowania pozostatych polimorfizmédw nie odbiegata od czestosci

obserwowanej w pozostatych populacjach europejskich [28, 62].

6.4. Analiza wystepowania poszczegdlnych polimorfizméw i rekonstrukcja

genotypow

Jak wspomniano w poprzednich czesciach pracy przebieg cigzy i wyrdownanie
metaboliczne w badanych podgrupach analizowano tacznie w oparciu w
wystepujacy genotyp z zakresie LEP -2548 G/A oraz LEPR 668 A/G. Typowym
sposobem badania zaleznosci wystepowania danej cechy od genotypu jest tzw.
rekonstrukcja haplotypowa. Niezbednym warunkiem do wykonania rekonstrukcji
haplotypowej jest potozenie danych gendw na tym samym chromosomie. Ze
wzgledu na lokalizacje badanych polimorfizméw na odmiennych chromosomach,
odstgpiono od klasycznej rekonstrukcji haplotypowej a podjeto prébe
rekonstrukcji genotypdéw, starajac sie analizowa¢ jednoczesny wpityw obu
polimorfizmdédw na nasilenie danej cechy. Naturalng konsekwencjg tak podjetej
proby analizy wptywu polimorfizmédw badanych gendéw, jest zmniejszenie sie
liczebnosci osobnikow w obrebie nowo powstatych podgrup, a nawet brak

niektérych kombinacji genowych w przypadku mniejszej liczby analizowanych
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danych. Jednakze analiza taka, petniej oddaje fqczny wptyw analizowanych

gendw na badany parametr.

6.5. Regulacja stezenia leptyny w cigzy

Profil wydzielania leptyny w cigzy byt przedmiotem licznych badan zaréwno na
modelu zwierzecym, jak i ludzkim. Rdéznice w wydzielaniu tego hormonu sq
widoczne pomiedzy gatunkami. U myszy obserwuje sie okoto 25-krotny wzrost
stezenia leptyny od potowy cigzy, podczas gdy u szczura wzrost ten jest okoto 2-
3-krotny i zauwazalny jest juz od samego poczatku cigzy [120]. Badania u ludzi
wykazaty podobny profil wydzielania tego hormonu w trakcie cigzy. Znamienny
wzrost stezenia obserwowany jest w I trymestrze cigzy i jest to wzrost
dwukrotny. Nastepnie stezenie leptyny utrzymuje sie na stabilnym poziomie w II
i III trymestrze, aby po porodzie gwattownie spas¢ do wartosci obserwowanych
przed cigzg [15].

Nie ma pewnosci, jaka jest przyczyna wzrostu stezenia leptyny w cigzy.
Postulowano, ze wiarygodng przyczyng moze byc¢ istotny wzrost masy tkanki
ttuszczowej w cigzy, ktéra jako gtéwne zrédlo wydzielania leptyny, moze
stanowic¢ istotny rezerwuar tego hormonu [164]. Pozniejsze badania wysunety
hipoteze, ze tkanka ttuszczowa ciezarnej tylko w niewielkim stopniu moze
wptywac na wzrost stezenia leptyny surowicy krwi. Dowiedziono natomiast, ze
wzrost ten wynika z tozyskowej produkcji leptyny. Wykazano bowiem, po
pierwsze, ze wzrost stezenia leptyny w cigzy u ludzi wyprzedza istotny wzrost
wskaznika masy ciata, a po drugie, gwattowny spadek stezenia leptyny po
porodzie nie idzie w parze ze spadkiem masy tkanki tluszczowej, do ktérego
oczywiscie tak szybko nie dochodzi [49]. Po trzecie, nie stwierdzono istotnie
wyzszej ekspresji mRNA leptyny w tkance tluszczowej u kobiet ciezarnych w |
trymestrze oraz w poréwnaniu z okresem poza cigzg [17]. Wykazano natomiast
synteze leptyny w syncytiotrofoblascie i dowiedziono, 95% tej syntezy obecne
jest w krazeniu matczynym a 5% w krazeniu ptodowym [80].

Postulowana jest rola zwiekszonego stezenia leptyny w cigzy jako czynnika
zapewniajacego mobilizacje kwasdéw tluszczowych z tkanki ttuszczowej matki,
celem przeztozyskowego transferu substratéw lipidowych dla rozwijajacego sie
ptodu. Wykazano, ze zaréwno u ludzi jak i u gryzoni leptyna aktywuje ekspresje
szlaku enzymatycznego odpowiedzialnego za oksydacje lipidéw, co ma zapewnic

transfer przeztozyskowy, substancji budulcowych, a przed wszystkim lipidéw, do
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ptodu [128]. Innym mechanizmem wyjasniajacym podwyzszone stezenie leptyny
w cigzy miatoby by¢ wigzanie tego hormonu do rozpuszczalnej izoformy krétkiej
receptora, ktéra obecna w krazeniu matki, moze w znacznym sposéb opdzniac
klirens leptyny z surowicy krwi. Konsekwencjg wyzszego stezenia leptyny, w
szczegolnosci u kobiet z otytoscig, jest leptynoopornosé, ktéra uposledza funkcje
biologiczne tego hormonu. W sytuacji nasilonej leptynoopornosci dochodzi do
opOznienia transdukcji sygnatu przez dtugie izoformy przezbtonowe receptora,
obecne nie tylko w tkance tluszczowej, ale w wielu tkankach obwodowych, w tym
takze w tozysku [26]. Nadekspresja leptyny w tozysku ciezarnych z cukrzyca
moze by¢ wyrazem tej opornosci, prowadzacg do wiekszej jej produkcji [80].

W realizowanej pracy, biorac pod uwage stezenie leptyny w catej grupie
ciezarnych z cukrzycg, nie stwierdzono istotnych réznic pomiedzy poszczegolnymi
trymestrami. RoOznice te byly widoczne natomiast po uwzglednieniu podziatu
ciezarnych na grupy w zaleznosci od czasu trwania cukrzycy i obecnosci powiktan
naczyniowych. Ciezarne z wieloletnig cukrzycg i wspdtistniejgcymi zaburzeniami
naczyniowymi pod postacia nefro- i retinopatii cukrzycowej, a takze ze
wspotistniejacym nadcisnieniem tetniczym, charakteryzowaty sie najwyzszg
dynamikg wzrostu oraz najwyzszym okotoporodowym stezeniem leptyny.
Najwyzsze stezenia leptyny w okresie okotoporodowym zaobserwowano u
ciezarnych z klasy F wg White. Ciezarne z tej grupy charakteryzowaty sie
powikfanym przebiegiem cigzy, wymagajgacym stosowania lekdédw o potencjalnym
dziataniu podwyzszajacym stezenie leptyny. U czesci z tych pacjentek (N=33),
stosowano leki stymulujagce dojrzewanie ptuc u ptodu— glikokortykosteroidéw,
ktore mogtyby wptywacé réwniez na utrzymujace sie podwyzszone stezenie
leptyny [141, 107]. Ponadto ciezarne z powiktaniami naczyniowymi i
aterogennym profilem lipidowym, mogga znajdowac sie w grupie zwiekszonego
ryzyka wystgpienia tzw. przewlektego niedotlenienia tkanek. W pi$Smiennictwie
postuluje sie wptyw tego zjawiska, czyli przewlekitej hipoksji tkankowej na wzrost
stezenia leptyny, co mogtoby réwniez ttumaczy¢ zaistniata sytuacje [35].
Réwniez uposledzenie przeptywu przez naczynia maciczne, ktore jest
charakterystyczne dla tej podgrupy ciezarnych, mogto miec istotny wptyw na
podwyzszone stezenie leptyny w okresie okotoporodowym [14]. Dodatkowym
czynnikem dowodzgacym wptywu zaburzen lipidowych na wyzsze stezenie leptyny
w przebiegu cigzy jest bardzo wysoki jej poziom u 1 ciezarnej z cukrzycag klasy H.

Byta to ciezarna z uogdlniong chorobg miazdzycowa naczyn w przebiegu
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wieloletniej cukrzycy, po zawale $ciany przedniej miesnia sercowego oraz
zaawansowang nefropatiq. U chorej tej obserwowano bardzo wysokie stezenia
leptyny w surowicy krwi przez caty okres cigzy. Natomiast, co ciekawe, u
ciezarnych z najbardziej zaawansowanymi zmianami naczyniowymi (klasy R/F i
T) stezenie leptyny byto nizsze niz w pozostatych podgrupach.

W grupie ciezarnych z nadci$nieniem tetniczym, zaréwno przewleklym jak i
indukowanym cigzg, nie stwierdzono istotnych réznic w stezeniu leptyny w
momencie wystgpienia nadcisnienia tetniczego oraz w momencie objecia opiekq
w przypadku nadci$nienia przewlektego w tym samym okresie cigzy, jak i w
okresie okoftoporodowym. W grupie ciezarnych z przewlektym nadci$nieniem
tetniczym zaobserwowano znamienniy wzrost stezenia leptyny w przebiegu cigzy.
U czesci tych ciezarnych pojawiat sie biatkomocz, wobec czego rozpoznano u nich
stan przedrzucawkowy natozony na przewlekte nadcisnienie tetnicze. W pracy
Laivuori i wsp. postulowano wyzsze stezenie leptyny u ciezarnych ze stanem
przedrzucawkowym oraz zahamowaniem wzrostu ptodu w poréwnaniu do
ciezarnych bez tych powiktan cigzy [74]. W przedstawionej rozprawie stezenie
leptyny w momencie wystgpienia nadcisnienia u ciezarnych, ktére rozwinety stan
przedrzucawkowy, byto istotnie wyzsze od stezenia leptyny w momencie jego
rozpoznania, nhiz w grupie ciezarnych bez tego powiktania. W podgrupie
ciezarnych, ktore rozwinety stan przedrzucawkowy, stwierdzono istotnie nizszg
mase urodzeniowg noworodka w pordéwnaniu do ciezarnych z nadci$nieniem
indukowanym cigzq bez biatkomoczu i ciezarnych zdrowych. Wydaje sie, ze
podobnie jak w grupie ciezarnych z cukrzycg z powikfaniami naczyniowymi, tak w
grupie z wieloletnim nadci$nieniem tetniczym, przewlekty proces hipoks;ji
tkankowej indukuje z jednej strony zmiany zapalne w fozysku charakterystyczne
dla preeklampsji, a z drugiej strony moze wptywaé¢ na stymulacje produkcji
leptyny.

W grupie ciezarnych zdrowych, stezenie leptyny byto najnizsze w poréwnaniu do
dwéch pozostatych grup. Zaobserwowano nieznaczne zwiekszenie stezenia
leptyny poczawszy od I trymestru do okresu okotoporodowego, co opisywane jest
takze przez innych autordow i wigze sie z jednej strony ze wzrostem tozyska, jak i

wzrostem masy ciata ciezarnej w przebiegu cigzy [83].
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6.6. Funkcja i ekspresja leptyny w tozysku

W 1997 roku a wiec 3 lata po odkryciu leptyny przez Zhanga, Masuzaki i wsp.
wyizolowat leptyne z tkanki tozyskowej [95]. Odkrycie obecnosci przezbtonowych
izoform dtugich receptora leptyny w tozysku wskazuje, ze leptyna moze pemic
swojg funkcje zarédwno w miejscu bezposredniej syntezy, jak i w miejscach
odlegtych od syntezy pierwotnej [36]. Po zwigzaniu z receptorem przezbtonowym
leptyna aktywuje wiele lokalnych szlakéw, wykazujac dziatanie plejotropowe w
zakresie metabolizmu lipidow, wychwytu zwrotnego aminokwaséw, syntezy
macierzy zewnatrzkomérkowej. Wykazane jest takze dziatanie mitogenne [57,
16]. Nadekspresja leptyny w fozysku moze prowadzi¢ do jego przerostu [30]. W
przedstawionej pracy przeanalizowano wptyw réznych czynnikdw na poziom
ekspresji zarobwno genu, jak i genu receptora leptyny w fozysku, ktéorymi byty
obecno$¢ cukrzycy i nadcisnienia tetniczego, wspotistnienie powiktan
naczyniowych pod postacia nefro- i retinopatii cukrzycowej. Zbadano takze
wptyw przyrostu masy ciata ciezarnej na poziom ekspresji wymienionych genéw
w tozysku i ewentualny ich udziat w regulacji masy urodzeniowej noworodka.
Biorac pod uwage wptyw istnienia samych powiktan u ciezarnej — cukrzycy i
nadcisnienia tetniczego, stwierdzono, ze zaréwno u ciezarnych z cukrzycg typu 1,
jak i z nadcisnieniem tetniczym, poziom ekspresji genu leptyny byt istotnie
wyzszy niz w grupie ciezarnych zdrowych. Obserwacje te sq zgodne z innymi
pracami badajgacymi wptyw tych jednostek na ekspresje tozyskowg leptyny. W
pracach Lepercq’a i wsp. dowiedziono 3-5 krotnego wzrostu syntezy tozyskowej
leptyny w porédwnaniu do grupy ciezarnych zdrowych. Autorzy ci podkreslajg
istotng role egzogennej insuliny w regulacji tozyskowej syntezy leptyny. Co
ciekawe, w badaniach cytowanego autora potwierdzono pozytywna korelacje
tozyskowej leptyny z podwyzszonym stezeniem tego hormonu w krwi
pepowinowej, po raz kolejny udowadniajac, ze leptyna jest syntetyzowana po
stronie ptodowej tozyska i wptywa ta drogg na rozwdj ptodu [80]. Natomiast
stezenie leptyny w krwi matki w pracach Lepercq’a nie byto istotnie wyzsze w
porownaniu do jej stezenia u ciezarnych zdrowych w okresie okotoporodowym
[155]. W przedstawionej rozprawie stezenie leptyny w grupie ciezarnych z
cukrzycg w poréwnaniu do grupy kontrolnej byto wyzsze zaréwno w w I
trymestrze cigzy jak i w okresie okotoporodowym. Wydaje sie, ze wptyw miato na
to wiele czynnikbw — pacjentki ze ztym wyrdédwnaniem metabolicznym oraz z

powiktaniami naczyniowymi.
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W grupie ciezarnych z nadcisnieniem tetniczym wykazano ekspresje genu leptyny
wyzszga, lecz nieznamiennie, w poréwnaniu do grupy ciezarnych zdrowych.
Natomiast poziom tej ekspresji byt istotnie nizszy w poréwnaniu do grupy
ciezarnych z cukrzyca, potwierdzajac istotny udziat tej choroby indukowaniu
ekspresji tego genu. Obserwacja ta jest takze zgodna z innymi wynikami
wskazujgcymi znaczacy wptyw podwyzszajacy nadci$nienia tetniczego i stanu
przedrzucawkowego na poziom tozyskowej i pepowinowej leptynemii w stosunku
do grupy zdrowych ciezarnych [100, 97]. Co ciekawe, w okresie
okotoporodowym, stezenie leptyny byto tylko nieznacznie (niezamiennie) wyzsze
W grupie ciezarnych z nadci$nieniem tetniczym a najnizsze w grupie kontrolnej.
Wyniki te korelujg z odpowiadajgcymi im wartosciami ekspresji genu leptyny w
tozysku. Brak istotnosci statystycznej w badanej ekspresji mdgt wynikaé z
mniejszej liczebnosci zbadanych tozysk u ciezarnych z grupy kontrolnej lub
innych wspomnianych na poczatku dyskusji czynnikdw zaburzajacych rozkfadu
Hardy’ego-Weinberga.

Celem doktadnego przeanalizowania roli tozyskowej leptyny w cigzy powiktanej
cukrzycq i nadcisnieniem tetniczym zbadano takze poziom ekspresji genu
receptora leptyny w tozysku w wymienionych podgrupach. Nie wykazano
istotnych statystycznie réznic w ekspresji tego genu w fozyska w zaleznosci od
wspotistnienia wymienionych powikfan. Wprawdzie tendencja do najwyzszej
ekspresji genu receptora leptyny zostata stwierdzona w tozyskach z cigz
cukrzycowych, ale znamiennosci statystycznej nie wykazano. Ciekawq
obserwacjq jest widoczne w tym przypadku zjawisko ,,down-regulation” receptora
leptyny w tozyskach z cukrzyca. Zostato to potwierdzone duzgq dysproporcjq
pomiedzy wysokim poziomem ekspresji genu leptyny a nieznacznie tylko
podwyzszonym poziomem ekspresji genu jej receptora. Natomiast w pozostatych
grupach ciezarnych zjawiska tego nie zaobserwowano — jak uwidoczniono na
wykresach poziom ekspresji zarbwno genu, jak i genu receptora leptyny jest
duzo bardziej proporcjonalny niz w grupie ciezarnych z cukrzycq. Zjawisko takie,
dysregulacji ekspresji receptoréw w odpowiedzi na podwyzszone stezenie ligandu
byto opisywane w odniesieniu do receptoréw leptyny, insuliny oraz androgenéw

w tozyskach ciezarnych z cukrzycq przez Uzelaca i wsp. [152].
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6.7. Wptyw tozyskowej leptyny na wynik potozniczy w grupie ciezarnych z
cukrzycg

W pracach Mandersona i wsp. wykazano, ze noworodki matek chorujacych na
cukrzyce, zaréwno typu 1 jak i cukrzyce cigzowa, majg wyzszg akumulacje tkanki
ttuszczowej niz noworodki zdrowe, co z kolei moze przektadac sie na wyzszg ich
mase urodzeniowq. Autorzy ci wykazali, ze stezenie leptyny w surowicy krwi
pepowinowej tych noworodkéw byto wyzsze w poréwnaniu do noworodkéw
matek nie chorujacych na cukrzyce i korelowato z zawartoscig brzusznej tkanki
tluszczowej u tych dzieci. Autorzy ci sugerujg réwniez, ze tkanka tluszczowa
ptodu posiada nie tylko receptory leptynowe, ale jest prawdopodobnie takze
zréodtem jej samej [93]. Fakt podwyzszonego stezenia pepowinowej leptyny u
noworodkdw matek chorujacych na cukrzyce oraz jej pozytywna korelacja z
masg ptodu, wg niektérych badaczy, upowazniat ich do stwierdzenia, ze leptyna
stymuluje wzrost ptodu [46, 70]. W chwili obecnej nie s znane czynniki
kontrolujgce akumulacje tkanki ttuszczowej u ptodu. Nie ma takze bezposrednich
dowodow, ze leptyna stymuluje te akumulacje, gdyz z oczywistych powodow, nie
prowadzono badan na pfodach w trakcie trwania cigzy. Jedynym posrednim
dowodem roli leptyny w regulacji wzrastania ptodu jest jej akumulacja w tkance
tozyskowej, gdzie jak wiadomo, stwierdzono wyzsze jej stezenie w cigzy
powiktanej cukrzycg typu 1 [80]. Ponadto biorac pod uwage plejotropowe
dziatanie leptyny, w tym wpltyw na proliferacje naczyn, mozna posrednio
przypuszcza¢, ze rozpoczecie produkcji tkanki tluszczowej u ptodu jest
nastepstwem uprzedniej proliferacji naczyn [150, 57, 30, 131].

Wobec postulowanej przez innych autoréw podwyzszonej ekspresji fozyskowej
leptyny w cigzy powiktanej cukrzycg typu 1, przeanalizowano ekspresje
poszczegdlnych gendw w tozysku we wszystkich grupach badanych, w
odniesieniu do masy urodzeniowej noworodka, biorgc takze pod uwage przyrost
masy ciata ciezarnej oraz uprzednio stwierdzone podwyzszone stezenie leptyny w
III trymestrze cigzy [80]. Kryterium doboru byt wzrost wskaznika masy ciata, o
co najmniej 5 kg/m?, jako graniczng dopuszczalng warto$¢ przyrostu masy ciata
w cigzy.

Uzyskano wyniki zbiezne do wynikéw innych autoréw [81]. Najwyzszy poziom
poziom ekspresji genu leptyny stwierdzono w tozyskach =z cukrzycg, co
potwierdza poprzednie obserwacje. W catej grupie cukrzycowej, najwyzszy

poziom ekspresji genu leptyny wykazano w tozyskach noworodkéw z LGA i AGA,
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istotnie wyzszy niz w tozyskach noworodkéw z SGA i zdrowych. Ponadto w tak
podzielonej grupie zaobserwowano ponownie ,down regulation” genu receptora
leptyny, najwiekszg dysproporcje uwidoczniono w tozyskach ciezarnych z LGA.
Powstaje pytanie, czy hyperleptynemia tozyskowa jest wynikiem jedynie
nadmiernej produkcji leptyny przez ptdd, czy tez poziom matczynej leptynemii, w
korelacji z wzrostem BMI moze mie¢ w niej udziat. W niniejszej rozprawie
wykazano, ze u ciezarnych z cukrzycq i towarzyszaca jeszcze nadwagq badz
otytoscig, wystepuje silna korelacja pomiedzy poziomem ekspresji genu leptyny
w tozysku a masg urodzeniowg noworodka. Noworodki z masg urodzeniowq
powyzej 4000g miaty bardzo wysoki poziom ekspresji genu leptyny w tozysku
(wspétczynnik korelacji Spearmanna wynosit r-0,81). Natomiast ,down-
regulation” genu receptora leptyny w tej samej grupie noworodkdéw wyrazat sie
przesunieciem w kierunku nizszych wartosci ekspresji, co potwierdzono nizszym
wspotczynnikiem korelacji pomiedzy masg noworodka a poziomem ekspresji
receptora leptyny (r-0,51). Mozna wysunac¢ hipoteze na podstawie dokonanych
obserwaciji, iz zarobwno w catej grupie cukrzycowej, jak i w grupie podzielonej ze
wzgledu na mase noworodka, ze nizsza ekspresja genu receptora leptyny moze
stanowi¢ mechanizm obronny przed nadmiernym wzrastaniem ptodu [37]. Nalezy
doda¢, ze na niskie wartosci ekspresji wymienionych genéw w tozysku u
noworodkow z najnizszq masg ciata mogt mie¢ wptyw takze termin porodu, czesé

z nich zostata bowiem urodzona przedwczesnie.

6.8. Wplyw chordb ciezarnej na tozyskowg ekspresje leptyny

Choroby matki, w tym liczne czynniki zapalne, mogg mie¢ modulujgcy wptyw na
tozyskowq ekspresje leptyny w {ozysku. Uszkodzenie s$rédbtonka naczyn
towarzyszace cukrzycy, ktére ma miejsce takze w przypadku miazdzycy, badz
nadci$nienia tetniczego, powoduje zaburzenia w wydzielaniu takich cytokin
zapalnych jak Interleukina 1 i 6 i TNF-alfa [12]. Wykazano, ze podwyzszone
stezenie leptyny moze mie¢ wptyw na wytworzenie uogodlnionego stanu
zapalnego manifestujgcego sie zwiekszeniem stezenia tych cytokin m.in. w
krazeniu ciezarnej i tozysku, i odwrotnie, reakcje zapalne towarzyszace cukrzycy,
nadcisnieniu tetniczemu i stanowi przedrzucawkowemu, majg wptyw stymulujacy
na produkcje leptyny [65]. W analizie ekspresji badanych genéw w fozysku

podjeto prébe jej oceny w zaleznosci od choréb matki wiktajacych cigze.
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W analizie poréwnujacej wptyw obecnosci cukrzycowych powiktan naczyniowych
na ekspresje genu leptyny i jej receptora w fozysku, nie wykazano istotnych
roznic w ekspresji genu leptyny u ciezarnych bez powiktan naczyniowych w
porowaniu do grupy z tymi powiktaniami. Wyjatek stanowity jedynie ciezarne z
klasg F (tylko nefropatia cukrzycowa, bez nadci$nienia tetniczego), ktére miaty
wyzszy poziom leptyny w III trymestrze cigzy. Podobnie, jak w pozostatych
podgrupach ciezarnych, ekspresja genu leptyny byta wyzsza niz w grupie
ciezarnych zdrowych. Ciekawg obserwacjg jest wspdtistnienie wymienionego
wczesniej subklinicznego stanu zapalnego z najwyzsza w tej grupie ekspresjq
genu receptora leptyny, co pozwala sadzi¢, ze wraz ze spadkiem stezenia ligandu
dochodzi do zjawiska ,up-regulation” receptora. Zjawisko to nie wystepuje w
przypadku poréwnywania tej grupy ciezarnych z grupg z nadciSnieniem
tetniczym, ale bez wspotistniejacej cukrzycy. W tym przypadku najwyzsze
poziomy ekspresji zarbwno w zakresie genu jak i receptora leptyny
zaobserwowano u ciezarnych z cukrzycg i powikfaniami naczyniowymi w
przebiegu cukrzycy oraz nadcisnieniem, ktdre byty istotnie wyzsze w poréwnaniu
do pozostatych grup. Potwierdza to hipoteze, ze w przebiegu stanow
przebiegajacych ze stanem zapalnym (w tym przypadku cukrzyca i nadci$nienie
tetnicze) poziom badanych gendéw w tozysku jest najwyzszy [74, 54, 106].

6.9. Polimorfizm genetyczny LEP -2548 G/A oraz LEPR 668 A/G a przebieg cigzy

powiktanej cukrzyca i nadci$nieniem tetniczym

Polimorfizm genetyczny zwigzkdéw aktywnych biologicznie jest powszechnym
zjawiskiem wystepujagcym w przyrodzie. Z definicji polimorfizmem nazywa sie
stosunkowo czesto wystepujgce zmiany, ktdrych czesto$¢ okresla sie na min.
1%. W przeciwnym razie, gdy czestos¢ ta jest mniejsza, zmiana taka nazywana
jest mutacjg [29]. Wiekszos¢ gendw kodujacych zwigzki aktywne biologiczne jest
polimorficzna, przy czym wyrdznia sie dwa rodzaje polimorfizmmdw: polimorfizm
pojedynczego nukleotydu oraz polimorfizm sekwencji mikro- i
makrosatelitarnych. W  badaniach  populacyjnych najczesciej badanymi
polimorfizmami sg polimorfizmy pojedynczego nukleotydu (SNP), ktore stanowig
okoto 90% ogdlnej ilosci zmian i wystepujg co okoto 300 nukleotydéw w DNA, w
ogolnej ich liczbie 3 miliardéw [56]. SNP mogg dotyczy¢ sekwencji kodujacych,

niekodujacych oraz regiondéw miedzygenowych. Konsekwencjg potozenia danego
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polimorfizmu w obrebie genu jest zmiana w fancuchu aminokwasowym lub jej
brak [92, 112, 62]. Nawet polimorfizmy lezace w obrebie regionéw kodujacych
niekoniecznie muszg prowadzi¢ do zmiany aminokwasu — jest to konsekwencjg
jednej z cech kodu genetycznego, mianowicie jego degeneracji [29]. W razie
potozenia badanych genédw na tych samych chromosomach, typowym
postepowaniem w analizie ich wptywdéw na wystgpienie danej cechy jest analiza
haplotypowa, po ich wczesniejszej rekonstrukcji i obliczeniu wspodtczynnika
Levontin’a.

Warto podkresli¢ fakt zréznicowania wystepowania polimorfizmu genetycznego w
obrebie réznych populacji i grup etnicznych [116]. Ponadto znanym jest fakt, ze
polimorfizsm pojedynczego nukleotydu rzadko prowadzi do znaczacych i
widocznych klinicznie zmian w funkcjonowaniu organizmu. Przyktadem takiego
dziatania jest wieksza podatnosé¢ rasy azjatyckiej na dziatanie alkoholu
etylowego, zwigzana z polimorfizmem enzymu dehydrogenazy alkoholowej [3].
W niniejszej pracy przyjeto zasade analizy poszczegdélnych parametréw
wptywajacych na przebieg cigzy w odniesieniu do obu badanych polimorfizmow
jednoczesnie, podejmujac probe okreslenia ich tacznego wptywu na przebieg
cigzy w danej grupie. W zwigzku z rekonstrukcjg genotypowq, otrzymano 9
mozliwych kombinacji we wszystkich podgrupach. Warto podkresli¢ fakt, ze
rodzaj badanego polimorfizmu w obrebie genu leptyny, ze wzgledu na swoje
potozenie (-2548), czyli w regionie promotorowym i nie kodujacym, nie mégt
bezposrednio wptywac na sekwencje aminokwasowg leptyny, a wiec nie nalezato
spodziewac sie wiekszych zaburzen w dziataniu leptyny, oczywiscie biorac jedynie
pod uwage badany polimorfizm. W genie tym, jak wspomniano wczesniej,
wystepuje wiele innych polimorfizmoéw, w tym takze w regionach kodujacych,
ktére mogq mieé znaczenie w biologicznej funkcji leptyny, powodujacych zmiany
w sekwencji biatka - jednakze nie byty one przedmiotem badania w niniejszej
rozprawie, a wiec ich rola jest niemozliwa do sprawdzenia [157, 92, 136]. W
zwigzku z potozeniem badanego polimorfizmu — w regionie promotorowym
zawierajacym czynniki wzmacniajace lub ostabiajgce transkrypcje, mozna byto
sie spodziewac¢ roznic w nasileniu ekspresji tego zwigzku w surowicy ciezarnych
badz takze w innych tkankach. Wobec powyzszego podjeto probe analizy
stezenia leptyny z zaleznosci od wystepujacego genotypu.

W badaniu wptywu polimorfizmu genetycznego receptora leptyny na przebieg

cigzy istotnym elementem bylo rozwazenie jego potozenia w obrebie genu.
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Potozenie 668 oznacza, ze badany polimorfizm znajduje sie w obrebie eksonu.
Konsekwencjg tego potozenia jest zmiana w translacji faricucha biatkowego —
zamiast Glutaminy w pozycji 223 wystepuje Arginina. Co ciekawe, nawet
pojedyncza zamiana aminokwasu w fancuchu biatkowym, bedgca konsekwencjg
polimorfizmu SNP lub sztucznie wykonanej zamiany, moze prowadzi¢ do
gtebokich zmian w aktywnosci danego zwigzku. Dobrym przykfadem jest
zastosowanie Insulin LisPro i AspArt — dzieki zamianie pojedynczych
aminokwasow w fancuchu biatkowym uzyskano zwiekszenie hydrofilnosci i
znaczgce przyspieszenie wchianiania z tkanki podskoérnej. Sugeruje sie zwigzek
badanego polimorfizmu genu receptora leptyny w indukowaniu niektorych
zaburzen w metabolizmie [154, 63].

W badanych grupach ciezarnych wykazano, ze genotyp heterozygotyczny GA w
zakresie genu leptyny i heterozygotyczny AG w zakresie genu receptora leptyny
byt najliczniej reprezentowanym genotypem, bez wzgledu na wspdfistnienie
cukrzycy i nadci$nienia, zatem badanie jego wplywu na wystgpienie tych
powiktan wydaje sie nie mie¢ znaczenia. Jedynym zastrzezeniem moze byc¢ brak
zgodnosci rozktadu z prawem Hardy’ego-Weinberga polimorfizmu genu receptora
leptyny w grupie kontrolnej. Przyczyng braku zgodnosci tego rozkfadu byta
prawdopodobnie zbyt mata liczebnos¢ populacyjna w tej grupie, gdyz inne
przyczyny takie jak nielosowe kojarzenie osobnikdw czy obecnos¢ lokalnej
subpopulacji sq mato prawdopodobne biorac pod uwage charakter etniczny
badanej grupy. Kolejnym krokiem w zweryfikowaniu tej hipotezy powinno by¢
zwiekszenie liczebnosci grupy kontrolnej, zgodnie z zasadg dazenia sie do
rozktadu zgodnosci H-W w miare zwiekszania sie liczebnosci populacji. Warto
takze zauwazy¢, iz zatozenia prawa réwnowagi Hardy’ego-Weinberga majg
charakter czysto teoretyczny, gdyz w prawdziwych populacjach moze dochodzi¢
np. do mutacji, dryfu genetycznego, czy nielosowego kojarzenia osobnikdw. Sgq
to czynniki charakterystyczne dla procesu ewolucji, ale jednoczesnie zaburzajg
rownowage prawa H-W.

Na podstawie przeprowadzonych badan mozna wnioskowac, ze rézne kombinacje
genotypow catkowicie lub czesciowo homozygotycznych mogg mie¢ wptyw na
wystgpienie zaburzen w przebiegu cigzy. Obserwacja ta jest zgodna z innymi
badaniami uwzgledniajacymi wptyw genotypéw homozygotycznych np. na

wystgpienie stanu przedrzucawkowego [105]. Warto zaznaczy¢, ze prace te byty
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prowadzone na populacji o liczebnosci zblizonej do przedstawianej w tej pracy i
takze spetniaty prawo rozktadu Hardy’ego-Weinberga.

W kolejnym etapie pracy zbadano wptyw obu wymienionych polimorfizméw na
przebieg cigzy, opisany za pomoca parametrow wyrdwnania gospodarki
weglowodanowej, lipidowej oraz stezenia leptyny.

W analizie obejmujqcej stezenie leptyny w surowicy krwi w grupie ciezarnych z
cukrzycq oraz jej ekspresje w tozysku wykazano istotnie wyzsze jej stezenie u
pacjentek z genotypem homozygotycznym: w II trymestrze cigzy w surowicy
krwi wykazano podwyzszone stezenie leptyny w obecnosci genotypdw GG i AA,
dodatkowo wzmocnionym przez homozygote w zakresie receptora leptyny.

W analizie wptywu polimorfizmu genetycznego badanych genéw na wyréwnanie
metaboliczne w przebiegu cigzy wykazano potencjalny wptyw gentypdéw
homozygotycznych, czyli mniej powszechnych w badanej populacji ciezarnych z
cukrzyca, na wyzszy odsetek hemoglobiny glikowanej w I i II trymestrze cigzy,
wyzsze stezenie triglicerydow w I trymestrze cigzy.

Natomiast wynik potozniczy w tej grupie ciezarnych byt zalezny od genotypu
homozygotycznego zaréwno w zakresie genu jak i receptora leptyny: najwyzszg
mase urodzeniowg zaobserwowano ciezarnych z genotypem AA AA. W
dostepnym pismiennictwie sg dwie prace podejmujgce prébe oceny wptywu SNP
genu i genu receptora leptyny na wyréwnanie metaboliczne w cigzy i mase
noworodka [137, 2]. Wyniki Sourena i wsp. sa zbiezne z obserwacjami
stwierdzonymi w niniejszej pracy—w ktérej wykazano, ze na wyréwnanie
metaboliczne miaty wptyw homozygotyczne genotypy w zakresie genu leptyny.
Natomiast homozygotyczny wariant GG polimorfizmu receptora leptyny byt
zwigzany z wyzszym stezeniem cholesterolu HDL [137]. Natomiast w pracy
Adkinsa i wsp. podjeto probe oceny masy urodzeniowej w zaleznosci od
genotypu, co byto réwniez przedmiotem badania w przedstawionej rozprawie.
Autorzy ci wykazali, ze obecnosc¢ allelu A wptywa na wzrost masy urodzeniowej
noworodka pici zenskiej oraz na nizszg mase urodzeniowg noworodka pici
meskiej [2]. Z kolei badania Randa i wsp. nie potwierdzity wptywu polimorfizmu
genetycznego receptora leptyny na mase urodzeniowg noworodka [117]. Te
badania potwierdzajgq wiec znany fakt, ze regulacja wzrastania ptodu w cigzy
powiktanej cukrzycg jest uzalezniona nie tylko od czynnikdw genetycznych, ale

wptywa na nig rowniez szereg innych czynnikéw metabolicznych.
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Podobnie, jak w grupie ciezarnych z cukrzycg, w grupie ciezarnych z
nadci$nieniem tetniczym wykazano wptyw niektérych genotypdéw na przebieg
cigzy i na mase noworodka. Drews i wsp. w swoich badanich donosza o
potencjalnym zwigzku polimorfizméw genu leptyny z przebiegiem cigzy
powikfanej nadcisnieniem oraz o zwigzku pomiedzy wyzszg ekspresjg genotypéw
AA i GG w indukowaniu tego zaburzenia [34]. Natomiast jedyng praca opisujacq
zwigzek polimorfizmu — 2548 G/A w regulacji wzrastania ptodu jest praca
przeprowadzona na populacji czeskiej. Jej wyniki nie potwierdzajg wptywu tego
polimorfizmu na regulacje wzrastania ptodu i przebiegu cigzy [10].

W przedstawionej rozprawie obejmujacej wptyw badanych polimorfizméw na
przebieg cigzy i wynik potozniczy w cigzy powiktanej nadcisnieniem tetniczym,
nie zaobserwowano istotnego udziaty ktéregokolwiek genotypu na badane
czynniki. Jedynie przyrost masy ciata ciezarnej réznit sie znamiennie pomiedzy
genotypami, prezentujac najwyzszg wyjsciowg wartos¢ u ciezarnych z
genotypem heterozygotycznym GA i AG w zakresie obu genow. Warto
przypomnie¢, ze rozkifad polimorfizméw LEPR 668 A/G nie spetniat zgodnosci
rozkladu H-W, wiec mozemy mie¢ w tym przypadku do czynienia z

zafatszowaniem wyniku z tego powodu.

6.10. Przydatnos¢ kliniczna wykonanych badan

Jednym 2z istotnych celow opieki potozniczej nad kobietg ciezarng jest
monitorowanie wzrastania ptodu. W niniejszej rozprawie podjeto prébe oceny,
czy ktoérykolwiek parametr wyrdwnania metabolicznego w trakcie catej cigzy
moze miec istotny wptyw na przewidywanie masy urodzeniowej noworodka.
Dodatkowo podjeto probe oceny czy badane polimorfizmy genu leptyny i jej
receptora mogg mie¢ udziat w regulowaniu tego procesu. W badaniach
asocjacyjnych spotyka sie dwie metody oceny wptywu SNP na dany efekt
koncowy. Pierwsza z nich mogtaby polega¢ na podziale grupy badanej na dwie
podgrupy ze wzgledu na arbitralnie ustalong wartos¢ odciecia np. masy
urodzeniowej noworodka a nastepnie przeanalizowanie rozktadu
polimorfizmdw/genotypdw w tych podgrupach. Tak podjeta proba analizy
mogtaby dodatkowo obnizy¢ liczebno$¢ grup, stad tez wykazanie wptywu
poszczegolnych genotypéw na mase ptodu bytoby utrudnione i mniej wiarygodne.
W niniejszej pracy, jak wykazano w poprzednich rozdziatach, wptyw kombinacji

homozygotycznych byt widoczny w wyrdwnaniu metabolicznym w przebiegu cigzy
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w grupie ciezarnych z cukrzycg. Tym tez podyktowany byt podziat ciezarnych na
podgrupe Scisle homozygotyczng oraz podgrupe, w ktorej co najmniej jeden
genotyp byt heterozygotyczny. Taki podziat miat na celu ograniczenie dalszego
zmniejszania liczebnosci populacji (9 kombinacji genotypowych). Nastepnym
krokiem bylo oszacowanie $rednich mas ptodéw w tych podgrupach i po
stwierdzeniu réznicy istotnej statystycznie (3600g vs. 3200g, p<0,05, test
Manna-Whitney’a), postanowiono dokona¢ analizy przydatnosci badania
poszczegdlnych parametrow metabolicznych w predykcji masy ptodu.

Oceng przydatnosci wymienionych parametrow przeprowadzono dwuetapowo. W
etapie pierwszym skonstruowano modele regresji z wieloma zmiennymi
objasniajagcymi, w ktérych wykazano potencjalny ich wptyw na mase ptodu
(zmienng objasniang) [72]. Drugim etapem bylo oszacowanie granicznych
wartosci dla tych zmiennych, ktére wykazaty wptyw w modelu regresji. Analizy te
przeprowadzono jedynie dla grupy ciezarnych z cukrzyca, gdyz w pozostatych
podgrupach modele regresji nie wykazaty zwigzku badanych parametréw z masg
urodzeniowg noworodka.

W grupie ciezarnych z genotypami homozygotycznymi wykazano wptyw stezenia
leptyny leptyny w I trymestrze cigzy na mase urodzeniowg noworodka.
Powszechnie znanym jest fakt niezwykle istotnego prawidtowego wyréwnania
metabolicznego w cigzy powikianej cukrzyca w zapobieganiu nadmiernego
wzrastania ptodu [50]. W niniejszej pracy z uwagi na podobne wyréwnanie w | i
IT trymestrze cigzy, jedynie glikemia w III trymestrze cigzy wydawato sie, ze
mogta mie¢ wptyw na mase urodzeniowg noworodka. Analiza przeprowadzona za
pomocg krzywej ROC dla predykcji LGA wykazata jednak ze, glikemia w Il
trymestrze cigzy charakteryzowata sie niskg czutoscig i swoistoscig. Natomiast
wykazano, ze wptyw na rozwdj LGA mogto miec stezenie leptyny w I trymestrze
cigzy powyzej 28 ng/ml, hemoglobina glikowana w III trymestrze cigzy powyzej
7,9% oraz masa ciata ciezarnej w III trymestrze cigzy powyzej 98 kg. Warto
podkresli¢, ze wszystkie punkty odciecia opisywanych wartosci w tej podgrupie
charakteryzowaty sie wyzszymi wartosciami niz wartosci srednie stwierdzone w
odpowiadajacym im okresach cigzy.

Analiza przydatnosci badania poszczegdlnych parametrow w grupie ciezarnych z
co najmniej jednym wariantem heterozygotycznym w zakresie LEP i LEPR w
modelu regresji, wykazata zwigzek stezenia leptyny w I i II trymestrze cigzy oraz

glikemii w II trymestrze cigzy z masq urodzeniowg noworodka. W przypadku
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stezenia leptyny mozna mowi¢ o braku przydatnosci klinicznej, gdyz analiza za
pomocg krzywej ROC nie wykazata istotnosci tego parametru ujawniajac zaréwno
niskie wartosci pola pod krzywa, jak i czutosc i swoistos¢. W tej grupie ciezarnych
wykazano wptyw na mase ptodu parametréw z II i III trymestru cigzy, takich jak
stezenie cholesterolu catkowitego oraz triglicerydéw. I w tym przypadku istotne
punkty odciecia byly wyzsze niz odpowiadajagce im wartosci Srednie z
poszczegdlnych trymetrow cigzy. Pomimo stwierdzenia powyzszych faktéw
mozna domniemywacé, ze obecnos$¢ wariantu heterozygotycznego moze petnié
funkcje ochronng przed nadmiernym wzrastaniem ptodu [2, 117].

Drugim sposobem oceny wptywu polimorfizmdéw leptyny na przebieg cigzy byta
proba oszacowania wpltywu najczesciej wystepujacego wariantu, jakim byt
genotyp podwdjnie heterozygotyczny GA AG. W tym przypadku wiekszosc
parametrow opisujagcych wyréownanie metaboliczne i mase urodzeniowq
noworodka byty wyzsze u ciezarnych z cukrzycg i nadcisnieniem tetniczym.
Ciekawg obserwacjq u ciezarnych z tym genotypem byta istotnie wyzsza
ekspresja genu receptora leptyny w tozysku ciezarnych zdrowych w poréwnaniu

do chorujacych na cukrzyce i nadcis$nienie.

6.11. Granice badan asocjacyjnych oraz cele dalszych badan

Istotne ograniczenia w badaniach asocjacyjnych, ktérych nie uniknieto rowniez w
niniejszej rozprawie, dotyczg problematyki wielogenowego uwarunkowania
wystepowania pewnych chordb. Cukrzyca typu 1 oraz nadcisnienie tetnicze sq
dobrym przykfadem takich chordb. Dostepne w piSmiennictwie niejednoznaczne
wyniki badan obejmujacych wptyw polimorfizméw genetycznych na wystgpienie
tych powiktan, sg w wiekszosci przypadkéw podyktowane zbyt matg liczebnoscig
populacyjng [2, 117, 10]. Wykrycie asocjacji danego polimorfizmu badz
genotypu z wystgpieniem schorzenia uwarunkowanego wielogenowo,
wymagatoby przebadania niezwykle licznej populacji oraz réwnie licznej zdrowej
grupy kontrolnej celem jej potwierdzenia. Pewnym ryzykiem tak podjetej proby
mogtoby by¢ zakwalifikowanie do badan osobnikdw z réznych etnicznie populaciji,
co z kolei mogtoby doprowadzi¢ do zafatszowania uzyskanych wynikéw z powodu
tzw. stratyfikacji populacji oraz wynikajacych z niej odmiennych interakcji
pomiedzy polimorfizmami. Wreszcie nie ma pewnosci czy dany SNP rzeczywiscie
pozostaje w Scistej asocjacji z wystgpieniem choroby, czy tez jest to efekt

epistatyczny tj. wspdidziatania danego genu z innymi, jednym Ilub wieloma,
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oddalonymi SNP, ktére mogtyby maskowac lub wzmacniaé¢ dziatanie badanego
polimorfizmu [5].

Zjawiskiem mogacym stanowic¢ istotng pomoc dla badacza w okresleniu wptywu
niektérych loci na wystgpienie choroby dziedziczonej wielogenowo, jest
nierbwnowaga sprzezen (LD - Linkage Disequilibrium). Nierbwnowaga sprzezen
zachodzi, kiedy allele znajdujace sie w dwoéch odrebnych miejscach (loci) sa
obecne w badanej populacji czesciej lub rzadziej, niz mogtoby to wynikaé z
oddzielnego ich oszacowania [114].

Istotnym problemem w badaniach tego rodzaju jest niewiadoma, czy SNP w
rzeczywistosci pozostaje w relacji z dang jednostka chorobowg czy tez, z powodu
LD, pozostaje w silnym zwigzku z innymi SNP [84].

Rozwigzaniem tego problemu byfa inicjatywa rozpoczeta w 2002 — projekt
HapMap majacy na celu wytypowanie powszechnie wystepujacych sekwencji DNA
w ludzkim genomie i udostepnienie ich do publicznej wiadomosci i uzycia.
Sekwencjonowanie DNA obejmuje probki pochodzace z populacji afrykanskich,
azjatyckich i europejskich, co ma pozwoli¢ na odkrycie wariantow, ktére
wptywajg na wystgpienie wielu powszechnych chordb i wskazac potencjalne cele
do dalszych badan. Nietrudno zauwazy¢, ze HapMap moze w znacznym stopniu
obnizy¢ koszty badan — znalezienie sekwencji pozostajacych w Scistym zwigzku z
dang chorobg pozwoli na unikniecie typowania wszystkich znanych SNP i ich
analizy [56].

Warto podkresli¢, ze rozwazania te dotyczg SNP potozonych na jednym
chromosomie. W przedstawionej rozprawie, wobec badania genéw potozonych na
odmiennych chromosomach i braku mozliwosci rekonstrukcji haplotypowej i
oceny wspotczynnika LD, podjeta préba tagcznego oszacowania zwigzku LEP -2548

G/A i LEP 668 A/G z przebiegiem cigzy wydaje sie by¢ wiasciwym rozwigzaniem.
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VIiI. WNIOSKI

1. W przebiegu cigzy niezaleznie od wystepujacych powiktan obserwuje sie
wzrost stezenia leptyny w surowicy ciezarnej.

2. W przebiegu cigzy powiktanej cukrzyca typu 1, stezenie leptyny jest wyzsze w
poréwnaniu do ciezarnych zdrowych. Czas trwania cukrzycy oraz obecnos¢
powiktan naczyniowych wydajg sie mie¢ wptyw na wzrastajace stezenie tego
zwigzku w surowicy krwi w przebiegu cigzy w tej grupie ciezarnych.

3. W przebiegu cigzy powiklanej nadcisnieniem tetniczym stezenie leptyny jest
wyzsze anizeli w grupie zdrowych ciezarnych.

4. W momencie rozpoznania stanu przedrzucawkowego stezenie leptyny jest
znamiennie wyzsze anizeli w pozostatych grupach ciezarnych i koreluje
pozytywnie z ciezkoscig jego przebiegu.

5. Polimorfizm genetyczny LEP -2548 G/A oraz LEPR 668 A/G wigze sie z
zaburzeniami w kontroli metabolicznej w przebiegu cigzy powiktanej cukrzycq
typu 1.

6. Najwyzszg znamiennie ekspresje genu leptyny i jej receptora stwierdzono w
tozyskach ciezarnych z cukrzyca typu 1.

7. U ciezarnych z cukrzyca typu 1, wspdtistniejacq z nadwagq i otytoscig
nadekspresja genu leptyny i jej receptora w fozysku koreluje z podwyzszong
mase urodzeniowg noworodka.

8. U ciezarnych ze stanem przedrzucawkowym podwyzszona ekspresja genu
leptyny i jej receptora w tozysku koreluje réowniez z masa urodzeniowg
noworodka i podwyzszonym stezeniem leptyny w okresie okotoporodowym.

9. Parametry metaboliczne w I trymestrze cigzy u ciezarnych z cukrzyca typu 1 z
wariantem homozygotycznym w zakresie LEP -2548 G/A oraz LEPR 668 A/G
mogq mie¢ wartos¢ predykcyjng w prognozowaniu masy urodzeniowej

noworodka.
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VIII. STRESZCZENIE

STRESZCZENIE:

Cel badania: Celem niniejszej rozprawy byto zbadanie wptywu polimorfizmu
genetycznego leptyny i jej receptora na przebieg cigzy powikianej cukrzycg i
nadcisnieniem tetniczym. Cel ten realizowano poprzez oznaczenie wystepujacych
polimorfizmdéw w badanych grupach, ocene stezenia leptyny w surowicy krwi w przebiegu
ciqzy oraz ekspresje jej genoéw w tozysku.

Materiat i metody: Badaniem objeto tgqcznie 220 ciezarnych hospitalizowanych w Klinice
Potoznictwa i Choréb Kobiecych Katedry Ginekologii i Potoznictwa Uniwersytetu
Medycznego im Karola Marcinkowskiego w Poznaniu w latach 2005-2010 w tym 100
ciezarnych z cukrzyca, 60 ciezarnych z nadcisnieniem tetniczym oraz 60 ciezarnych
zdrowych. Ciezarne z grup badanych zostaty dodatkowo podzielone na podgrupy ze
wzgledu na wystepujacy genotyp, obecnosc innych powiktan cigzy. Oznaczenie stezenia
leptyny wykonano za pomocg ELISA. Oznaczenia polimorfizméw wykonano za pomocg
PCR-RFLP. Oznaczenia ekspresji badanych gendéw w tozysku wykonano za pomocg RT-
PCR.

Wyniki: Ponizej przedstawiono s$rednie stezenie leptyny w poszczegdlnych trymestrach
cigzy w badanych grupach ciezarnych. Ciezarne z cukrzycg (Srednia, min-max): |
trymestr 27,69 (1,2-97,7), 1l trymestr 31,14 (2,3-95,9), Il trymestr 27,66A (3,6-70,8),
Ciezarne z nadci$nieniem tetniczym przewlektym ($rednia, min-max): II trymestr cigzy
20,60 (2,8-55,4), III trymestr cigzy 26,49 (5,7-77,9), ciezarne z nadci$nieniem
indukowanym cigza ($rednia, min-max): II trymestr cigzy 18,33 (3,5-87,6), Il trymestr
cigzy 23,83 (4,1-93,7), ciezarne ze stanem przedrzucawkowym (Srednia, min-max): Il
trymestr 39,786 (9,62-87,55), Ill trymestr 34,322 (7,38-77,88). Ciezarne zdrowe
($rednia, min-max): I trymestr cigzy 20,69 (2,1-93,1), III trymestr cigzy 19,57 (1,94-
90,1) — test t-studenta, ANOVA, testy post-hoc, p<0,05. Zaobserwowano istotnie wyzsze
stezenie leptyny w I trymestrze cigzy w grupie ciezarnych z cukrzycg w poréwnaniu do
grupy zdrowych ciezarnych. Ponadto grupa ciezarnych z cukrzycg charakteryzowata sie
wyzszym stezeniem leptyny w II trymestrze cigzy w poréwnaniu do grupy ciezarnych z
nadcisnieniem tetniczym. Natomiast w trzecim trymestrze cigzy ($rednio 36 tydzien cigzy
we wszystkich podgrupach) najwyzsze wartosci stwierdzono w grupie ciezarnych z
nadcisnieniem tetniczym i cukrzyca, ktére byty znamiennie wyzsze w poréwnaniu do
grupy kontrolnej. Ciezarne ze wspdtistniejagcycm stanem  przedrzucawkowym
charakteryzowaty sie istotnie wyzszym stezeniem leptyny w momencie jego rozpoznania i
w okresie okotoporodowym w stosunku do ciezarnych bez tego powiktania. Rozktad LEP -
2548 G/A oraz LEPR 668 A/G spetniat prawo réwnowagi Hardy'ego-Weinberga we
wszystkich grupach z wyjatkiem grupy kontrolnej, gdzie dotyczyto to braku zgodnosci w
zakresie LEPR 668 A/G. Ekspresja mRNA leptyny byta istotnie wyzsza w tozysku u
ciezarnych z cukrzycg w poréwnaniu z ekspresjg w tozyskach ciezarnych z nadcisnieniem
i zdrowych ($rednia + SEM odpowiednia 150,1054 + 9,303, 109,2857 + 17,561, 100 +
6,4666, p<0,05). Ekspresja receptora mRNA leptyny w podanych grupach nie roznita sie
istotnie (Srednia + SEM odpowiednio 119,0107 + 4,8885, 114,1841 + 7,5814, 100 +
8,9074, p=0,69). Ekspresja mRNA leptyny w fozyskach w zaleznoséci od masy ptodu,
réznita sie istotnie (AGA, SGA, LGA, kontrola, $rednia + SEM odpowiednio - 146,6366 +
16,1199, 139,3286 + 3,241, 173,1692 + 20,044, 100 + 6,4666, p<0,05), ekspresja
mMRNA receptora leptyny w podanych grupach nie réznita sie istotnie ($rednia + SEM) -
124,3801 + 8,1859, 111,5114 + 8,5166, 121,8105 + 9,2619, 100 + 8,9074, p=0,05).
Ekspresja mRNA leptyny w zaleznosci od obecnosci powiktan naczyniowych cukrzycy
(retinopatii, nefropatii) réznita sie istotnie (grupy bez powiktan naczyniowych, z
powiktaniami, kontrolna, ($rednia+ SEM odpowiednia) - 154,9586 + 13,2412, 141,7472 +
11,2188, 100 + 6,4666, p<0,05), ekspresja mRNA receptora leptyny nie rdznita sie
istotnie w podanych grupach ($rednia + SEM) - 116,536 + 6,2306, 123,2727 + 8,0005,
100 + 8,9074, p>0,05. Ekspresja mRNA leptyny w zaleznosci od wspotistniejacego
nadcisnienia tetniczego w grupach cukrzycg z nadci$nieniem, nadci$nieniem bez cukrzycy
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oraz kontrolnej réznita sie istotnie ($rednia + SEM, odpowiednio) - 141,7472 + 11,2188,
109,2857 + 17,561, 100 +6,4666, p<0,05, ekspresja mRNA receptora leptyny nie réznita
sie istotnie ($rednia + SEM) - 123,2727 + 8,0005, 114,1841+ 7,5814, 100+ 8,9074,
p>0,05). W grupie ciezarnych z cukrzycg i genotypem homozygotycznym wykazano
mozliwy wptyw leptyny w I trymestrze cigzy w regulacji masy urodzeniowej noworodka
(R? — 0,8, AUC 0,62; czuto$é¢ 0,75; specyficznosé¢ 0,5; punkt odciecia 28,127 ng/ml),
hemoglobiny glikowanej w III trymestrze cigzy (AUC 0,66; czutos$¢ 0,23; specyficznosé
0,91; punkt odciecia 7,9%) oraz masy ciata ciezarnej w III trymestrze cigzy (AUC 0,63;
czuto$¢ 0,25; specyficznos$¢ 0,93; punkt odciecia 98kg). W grupie ciezarnych z co
najmniej 1 genotypem heterozygotycznym wykazano wptyw parametréw lipidowych w
predykcji masy urodzeniowej noworodka: stezenia LDL w II trymestrze cigzy (AUC 0,64;
czuto$¢ 0,56; specyficznos¢ 0,67; punkt odciecia 128mg/dl), cholesterolu catkowitego w
IIT trymestrze cigzy (AUC 0,63; czuto$¢ 0,62; specyficznos¢ 0,67; punkt odciecia
302mg/dl). Najczesciej wystepujacy w catej populacji badanej genotyp heterozygotyczny
GA AG byt zwigzany z podwyzszonymi parametrami wyrownania metabolicznego w
grupach badanych z wyjatkiem ekspresji genu receptora leptyny w tozysku oraz masy
urodzeniowej noworodka.

Whnioski: W przebiegu cigzy niezaleznie od wystepujacych powiktan obserwuje sie wzrost
stezenia leptyny w surowicy ciezarnej. W przebiegu cigzy powiktanej cukrzyca typu 1,
stezenie leptyny jest wyzsze w porownaniu do ciezarnych zdrowych. Czas trwania
cukrzycy oraz obecnos¢ powiktan naczyniowych wydajg sie mie¢ wptyw na wzrastajace
stezenie tego zwigzku w surowicy krwi w przebiegu cigzy w tej grupie ciezarnych. W
przebiegu cigzy powiktanej nadcisnieniem tetniczym stezenie leptyny jest wyzsze anizeli
w grupie zdrowych ciezarnych. W momencie rozpoznania stanu przedrzucawkowego
stezenie leptyny jest znamiennie wyzsze anizeli w pozostatych grupach ciezarnych i
koreluje pozytywnie z ciezkoscig jego przebiegu. Polimorfizm genetyczny LEP -2548 G/A
oraz LEPR 668 A/G wigze sie z zaburzeniami w kontroli metabolicznej w przebiegu cigzy
powiktanej cukrzyca typu 1. Najwyzsza znamiennie ekspresje genu leptyny i jej receptora
stwierdzono w tozyskach ciezarnych z cukrzycg typu 1. U ciezarnych z cukrzyca typu 1,
wspotistniejaca z nadwagq i otytoscig nadekspresja genu leptyny i jej receptora w tozysku
koreluje z podwyzszong mase urodzeniowg noworodka. U ciezarnych ze stanem
przedrzucawkowym podwyzszona ekspresja genu leptyny i jej receptora w tozysku
koreluje réwniez z masg urodzeniowg noworodka i podwyzszonym stezeniem leptyny w
okresie okotoporodowym. Parametry metaboliczne w I trymestrze cigzy u ciezarnych z
cukrzyca typu 1 z wariantem homozygotycznym w zakresie LEP -2548 G/A oraz LEPR 668
A/G moga mie¢ wartos¢ predykcyjng w prognozowaniu masy urodzeniowej noworodka.
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SUMMARY':

Aim of the study: the aim of the study was to evaluate the influence of leptin, its gene
and gene receptor polymorphisms on the course of pregnancy complicated by type 1
diabetes and hypertension. Morover, the leptin gene and leptin gene receptor
ekspression was assessed in placentas of the studied subjects.

Material and methods: 220 pregnant women, hospitalized in the Department of
Obstetrics and Maternal Diseases of Karol Marcinkowski University of Medical Sciences in
2005-2010 were qualified to the survey. The study group consisted of 100 subjects with
type 1 diabetes, 60 subjects with hypertension and 60 healthy subjects. The study
groups were subdivided according to concomitant gestational disorders and coexisting
genotype. Leptin was assessed by ELISA, leptin gene and receptor polymorphisms were
determined by RFLP. Placental gene ekspression was assessed by RT-PCR.

Results: Below are given the mean values of leptin concentration in the studied groups.
Type 1 diabetic subjects (mean, min-max): | trimester 27,69 (1,2-97,7), Il trimester
31,14 (2,3-95,9), Il trimester 27,66A (3,6-70,8). Chronic hypertensive subjects (mean,
min-max): Il trimester 20,60 (2,8-55,4), Ill trimester 26,49 (5,7-77,9). Pregnancy-
induced hypertension (mean, min-max): Il trimester 18,33 (3,5-87,6), Ill trimester
23,83 (4,1-93,7). Preeclamptic subjects (mean, min-max): onset, Il trimester 39,786
(9,62-87,55), Il trimester 34,322 (7,38-77,88). Healthy subjects (mean, min-max): |
trimester 20,69 (2,1-93,1), Il trimester 19,57 (1,94-90,1) — t-student test, ANOVA,
testy post-hoc, p<0,05. The type 1 diabetic group was characterized by greater first
trimester leptin level in comparison to healthy subjects. Also the type 1 diabetic group
was characterized by greater second trimester leptin level in comparison to hypertensive
subjects. In the third trimester (mean 36 week) the greatest leptin concentration was
observed in groups with hypertension and diabetes, which were significantly higher than
in healthy subjects. Preeclamptic subjects were characterized by greater leptin levels
either during onset of preeclamsia and closely to delivery than subjects wiyhout this
complication. Both LEP -2548 G/A and LEPR 668 A/G were under Hardy-Weinberg
equilibrium in studied groups except from LEPR 668 A/G in control group. mRNA
expression were greater in diabetic placentas in comparison to hypertensive and controls
(mean + SEM respectively 150,1054 + 9,303, 109,2857 + 17,561, 100 + 6,4666,
p<0,05). Differences of mMRNA of leptin receptor expression in studied groups were not
significant (mean + SEM respectively, 119,0107 + 4,8885, 114,1841 + 7,5814, 100 +
8,9074, p=0,69). The expression of leptin mMRNA in diabetic group was dependent on
fetal weight and revealed siginificant differences (mean+ SEM, AGA, SGA, LGA, controls,
respectively - 146,6366 + 16,1199, 139,3286 + 3,241, 173,1692 + 20,044, 100 + 6,4666,
p<0,05), mRNA leptin receptor expression was significantly different, respectively,
meant SEM - 124,3801 + 8,1859, 111,5114 + 8,5166, 121,8105 + 9,2619, 100 + 8,9074,
p>0,05. Leptin mMRNA expression dependent on presence of diabetic vascular
(retinopathy, nephropathy) complications — (no vascular complications, with
complications, controls, meant SEM, respectively - 154,9586 + 13,2412, 141,7472 +
11,2188, 100 + 6,4666, p<0,05. No significant differences were found in the leptin
receptor mRNA expression in mentioned groups, mean + SEM, respectively, 116,536 +
6,2306, 123,2727 + 8,0005, 100 + 8,9074, p>0,05. Leptin mMRNA expression dependent
on concomitant hypertension in diabetic group, hypertensive group without diabetes,
controls was significant, mean = SEM, respectively, 141,7472 + 11,2188, 109,2857 +
17,561, 100 +6 ,4666, p<0,05. Leptin receptor mMRNA expression in the studied groups
were not significant, mean + SEM, respectively - 123,2727 + 8,0005, 114,1841+ 7,5814,
100+ 8,9074, p=0,05). In diabetic LEP -2548 G/A and LEPR 668 A/G homozygotic group
the possible influence of first trimester leptin (R®> — 0,8, AUC 0,62; sensitivity 0,75;
specificity 0,5; cut-off 28,127 ng/ml), third trimester glycated hemoglobin (AUC 0,66;
sensitivity 0,23; specyficity 0,91; cut-off 7,9%), maternal weight in third trimester (AUC
0,63; sensitivity 0,25; specyficity 0,93; cut-off 98kg) on fetal weight was found. W
diabetic group with at least one heterozygotic variant either in LEP -2548 G/A or LEPR
668 A/G the following lipid parameters were found in prediction of fetal weight: second
trimester LDL concentration (AUC 0,64; sensitivity 0,56; specificity 0,67; cut-off
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128mg/dl), third trimester total cholesterol (AUC 0,63; sensitivity 0,62; specificity 0,67;
cut-off 302mg/dl). The most frequent genotype in all studied groups was related to
increased concentration of metabolic parameters in studied groups except from leptin
gene receptor expression in placenta and newborn weight.

Conclusions: Independently from gestation complication leptin concentration increases
during pregnancy. In preghancies complicated by type 1 diabetes and hypertension, the
leptin level is augmented in comparison to uncomplicated pregnancies. The duration of
diabetes and the presence of vascular complication may have an influence on increasing
leptin level. The leptin level is higher during onset of preeclampsia and is positively
correlated with the severity and course of this complication. The LEP -2548 G/A and LEPR
668 A/G polymorphisms is related to metabolic control in the diabetic group. The type 1
diabetic group is characterized by the greatest level of leptin gene and its receptor
expression in placenta. In type 1 obese diabetic subjects, leptin and its receptor over-
expression in placenta is related to increased weight of the newborn. In preeclamptic
subjects the elevated placental leptin and leptin gene expression is correlated with
maternal serum leptin in third trimester and newborn weight. The first trimester
metabolic parameters in diabetic group with homozygotic variants of LEP -2548 G/A and
LEPR 668 A/G may have predictive value of the newborn weight.
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SPIS TABEL

Kryteria optymalnego wyréwnania metabolicznego u ciezarnej.

Klasyfikacja nadcisnienia tetniczego w cigzy (ESH/ESC 2007).

Uproszczony schemat klasyfikacji nadcisnienia tetniczego w cigazy, w
zaleznosci od czasu jego wystgpienia oraz obecnosci biatkomoczu.

Protokét badan wykonywanych u ciezarnych z cukrzyca.

Charakterystyka kliniczna ciezarnych z cukrzycg (N=100).

Poczatek opieki nad ciezarnymi w zaleznosci od klasy cukrzycy wg White.
Protokdét badan wykonywanych u ciezarnych z nadci$nieniem tetniczym.
Charakterystyka ogdlna ciezarnych z nadcisnieniem tetniczym.
Charakterystyka kliniczna ciezarnych z nadci$nieniem tetniczym.

Protokét badan wykonywanych u pacjentek z grupy kontrolnej.
Charakterystyka kliniczna ciezarnych z grupy kontrolnej (N=60).

Sktad mieszaniny reakcji PCR.

Warunki przeprowadzonej reakcji PCR.

Sekwencje starteréw zastosowanych podczas reakcji PCR.

Sktad mieszaniny reakcyjnej po trawieniu RFLP.

Charakterystyka enzyméw uzytych w reakcji oraz produktu ich dziatania.
Warunki przeprowadzania reakcji RT-PCR.

Sekwecje starterow zastosowanych podczas reakcji RT-PCR.

Wyréwnanie metaboliczne w grupie badanej — ciezarne z cukrzycg w I
trymestrze cigzy.

Wyréwnanie metaboliczne w grupie badanej — ciezarne z cukrzycg w II
trymestrze cigzy.

Wyréwnanie metaboliczne w grupie badanej — ciezarne z cukrzyca w III
trymestrze cigzy.

Wyréwnanie metaboliczne w grupie ciezarnych z cukrzycg w poszczeg6lnych
trymestrach cigzy.

Parametry metaboliczne w grupie ciezarnych z nadcisnieniem tetniczym w
okresie okotoporodowym.

Wynik potozniczy w grupie ciezarnych z cukrzyca z uwzglednieniem klas
cukrzycy wg White.

Chakterystyka oraz wyréwnanie metaboliczne w I trymestrze cigzy w grupie
ciezarnych z cukrzyca w zaleznosci od wyniku potozniczego.

Wynik potozniczy w grupie badanej z przewlektym nadcisnieniem tetniczym
(PNT) oraz nadcisnieniem indukowanym cigzg (NIC)

Wynik potozniczy w grupie kontrolnej zdrowych ciezarnych.

Poréwnanie wynikéw potozniczych pomiedzy badanymi grupami ciezarnych.
Stezenie leptyny w grupie badanej ciezarnych z cukrzycg w zaleznosci od
czasu trwania cukrzycy i obecnosci powiktan naczyniowych.

Stezenie leptyny w poszczegdlnych trymestrach cigzy w grupie badanej z
nadcisnieniem tetniczym.

Stezenie leptyny u ciezarnych z i bez stanu przedrzucawkowego.

Stezenie leptyny w poszczegdlnych trymestrach cigzy w grupie kontrolnej.
Stezenie leptyny w poszczegdlnych trymestrach cigzy we wszystkich
podgrupach ciezarnych.

Analiza rozktadu genotypdw LEP -2548 G/A oraz LEPR 668 A/G w grupie
pacjentek z cukrzyca.

Analiza rozktadu genotypow LEP -2548 G/A oraz LEPR 668 A/G w grupie
pacjentek z nadcisnieniem tetniczym.

Analiza rozktadu genotypéw LEP -2548 G/A oraz LEPR 668 A/G w grupie
kontrolnej.

Leptynemia i tozyskowa ekspresja LEP/LEPR w przebiegu cigzy u ciezarnych
z cukrzyca w zaleznosci od genotypu LEP -2548 G/A oraz LEPR 668 A/G.
Wptyw czynnikéw metabolicznych na mase urodzeniowa noworodka w
grupie ciezarnych z wariantem homozygotycznym -2548 G/A oraz 668 A/G
Wptyw czynnikédw metabolicznych na mase urodzeniowg noworodka.

Wptyw czynnikéw metabolicznych na mase urodzeniowa noworodka w
grupie ciezarnych z co najmniej jednym wariantem heterozygotycznym -
2548 G/A oraz 668 A/G.
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SPIS RYCIN

Struktura przestrzenna leptyny.

Izoformy receptora leptyny (modyfikacja wiasna)

Polimorfizm genetyczny genu leptyny.

Produkt reakcji PCR w zakresie DNA genu leptyny (A) oraz genu receptora leptyny
(B), rozdzielone na zelu agarozowym.

Analiza polimorfizméw genu leptyny LEP -2548 G/A. Trawienie enzymem Hin6l.
Produkty rozdzielone na zelu agarozowym.

Analiza polimorfizmdow genu receptora leptyny LEPR 668 A/G.

Wyznaczanie temperatury topnienia produktu reakcji RT-PCR dla poszczegoélnych
genéw.

Przebieg reakcji PCR w czasie rzeczywistym dla poszczegdlnych gendéw przy réznych
stezeniach cDNA. Wyznaczanie krzywych wzorcowych.

Stezenie leptyny w momencie rozpoznania stanu przedrzucawkowego.

Stezenie leptyny w okresie okotoporodowym u ciezarnych ze stanem
przedrzucawkowym

Ekspresja genu leptyny w tozysku u ciezarnych ze stanem przedrzucawkowym.
Ekspresja genu leptyny w fozysku w podgrupie ciezarnych z cukrzyca i nadwaga w
relacji do masy urodzeniowej noworodka.

Ekspresja genu receptora leptyny w tozysku w podgrupie ciezarnych z cukrzycqg i
nadwaga w relacji do masy urodzeniowej noworodka.
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Wykres 35.

SPIS WYKRESOW

Przynaleznos$¢ ciezarnych do klas cukrzycy wg White w momencie objecia opiekg
potoznicza.

Srednia masa urodzeniowa noworodka w poszczegdlnych grupach ciezarnych.
Okotoporodowe stezenie leptyny w grupie ciezarnych z cukrzycg w zaleznosci od
klasy cukrzycy wg White.

Poziom ekspresji genu leptyny w tozysku w poszczegolnych grupach pacjentek.
Poziom ekspresji genu receptora leptyny w tozysku w poszczegdlnych grupach
pacjentek.

Poziom ekspresji genu leptyny w tozysku w podgrupie I.

Poziom ekspresji genu receptora leptyny w tozysku w podgrupie I.

Poziom ekspresji genu leptyny w tozysku w podgrupie II.

Poziom ekspresji genu receptora leptyny w fozysku w podgrupie II.

Poziom ekspresji genu leptyny w tozysku w podgrupie III.

Poziom ekspresji genu receptora leptyny w tozysku w podgrupie III.

Stezenie leptyny w II trymestrze cigzy ciezarnych z cukrzycg w zaleznosci od
genotypu.

Analiza ekspresji LEP w fozysku ciezarnych z cukrzycg w zaleznosci od genotypu.
Analiza ekspresji LEPR w tozysku ciezarnych z cukrzycg w zaleznosci od genotypu.
Odsetek hemoglobiny glikowanej w I trymestrze cigzy a genotyp u ciezarnych z
cukrzyca.

Stezenie trigliceryddéw w I trymestrze cigzy u ciezarnych z cukrzyca a genotyp.
Stezenie kreatyniny w I trymestrze cigzy w grupie ciezarnych z cukrzyca a genotyp.
Odsetek hemoglobiny glikowanej w II trymestrze cigzy a genotyp u ciezarnych z
cukrzycq.

Wskaznik masy ciata w grupie ciezarnych z cukrzycg w II trymestrze cigzy a
genotyp.

Masa urodzeniowa noworodka w grupie ciezarnych z cukrzycq w zaleznosci od
genotypu matki.

Stezenie leptyny w momencie rozpoznania nadci$nienia indukowanego cigzg jak i
nadcisnienia przewlektego, oraz w okresie okotoporodowym.

Ekspresja LEPR w grupie ciezarnych z nadcisnieniem w zaleznosci od genotypu.
Masa urodzeniowa noworodka w grupie ciezarnych z nadcisnieniem w zaleznosci od
genotypu.

Wskaznik masy ciata w grupie kontrolnej w I trymestrze i w okresie
okotoporodowym z uwzglednieniem genotypu.

Przydatnos$¢ stezenia leptyny w I trymestrze cigzy w predykcji masy urodzeniowej
noworodka (AUC 0,62; czutos¢ 0,75; specyficzno$é 0,5; punkt odciecia 28,127
ng/ml)

Przydatno$¢ hemoglobiny glikowanej w III trymestrze cigzy w predykcji masy
urodzeniowej noworodka (AUC 0,66; czuto$¢ 0,23; specyficznos¢ 0,91; punkt
odciecia 7,9%)

Przydatnos¢ masy ciata ciezarnej w III trymestrze cigzy w predykcji masy
urodzeniowej noworodka.

Przydatnos$¢ stezenia leptyny w poszczegdlnych trymestrach cigzy w predykcji masy
urodzeniowej noworodka.

Przydatnos$¢ stezenia LDL w II trymestrze cigzy w predykcji masy urodzeniowej
noworodka.

Przydatnos$¢ stezenia cholesterolu catkowitego w III trymestrze cigzy w predykcji
masy urodzeniowej noworodka.

Indeks masy ciata w I trymestrze cigzy w grupie ciezarnych z cukrzycg typu 1 i
zdrowych z genotypem GA AG.

Stezenie leptyny w I trymestrze cigzy w grupie ciezarnych z cukrzycg typu 1 i
zdrowych z genotypem GA AG.

Stezenie leptyny w III trymestrze cigqzy we wszystkich grupach ciezarnych z
genotypem GA AG.

Ekspresja genu leptyny (LEP) i genu receptora leptyny (LEPR) w tozysku w
poszczegdlnych grupach ciezarnych z genotypem GA AG.

Masa urodzeniowa noworodka w poszczegdlnych grupach ciezarnych z genotypem
GA AG.
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