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1, WSTEP

1.1. Otylosc¢ i jej patogeneza.

Otytos¢ jest przewleklg chorobg metaboliczng o rosngcej czestosci
wystepowania i wzbudzajgcg coraz wieksze zainteresowanie badaczy.
Charakteryzuje sie ona nadmiernym nagromadzeniem tkanki ttuszczowej (>15%
masy ciata u mezczyzn, >25% masy ciata u kobiet) i wskaznikiem masy ciata (BMI,
ang. body mass index) powyzej 30 kg/m2. Wyrdznia sie otytos¢ typu brzusznego
(centralng) oraz otyto$¢ posladkowo-udowg. Otyto$¢ centralna definiowana jest jako
stosunek obwodu talia/biodra u mezczyzn >0,9 a u kobiet > 0,85 [1] lub >80 cm
obwodu w talii u Europejek i >94 cm obwodu w talii u Europejczykéw [2]. Podziat
otytosci na brzuszng i posladkowo-udowg ma duze znaczenie kliniczne. Otytos¢
brzuszna czesciej skojarzona jest 2z zaburzeniami gospodarki lipidowe;j,
weglowodanowej, insulinoopornoscig, nadcisnieniem tetniczym oraz powikfaniami
zakrzepowo- zatorowymi. Natomiast otylos¢ posladkowo-udowa czesciej kojarzy sie
z zylakami podudzi oraz ze zwyrodnieniem uktadu kostno-stawowego konczyn
dolnych [3].

Ogodlnopolskie badania przeprowadzone w ramach programéw: NATPOL
PLUS (2000) [4] oraz WOBASZ (2005) [5] wykazaty, iz okoto 60% dorostych
mezczyzn i okoto 50% kobiet charakteryzuje sie zbyt duzg masg ciata (ryc. 1 i 2).
Nadwaga dotyczy 39-41% mezczyzn i 28-29%  kobiet, natomiast czestos¢

wystepowania otytosci wynosi odpowiednio 16—21% oraz 19-22%.

35%
30%
25% -
20% -
15% -
10% -
5% -
0% -

m NATPOL PLUS (2000 .)

® WOBASZ (2005 r.)

Nadwaga-  Otytosc- kobiety
kobiety

Ryc. 1 Wystepowanie nadwagi i otytosSci u kobiet w Polsce
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Ryc. 2 Wystepowanie nadwagi i otytosci u mezczyzn w Polsce

Otytos¢ brzuszna prowadzi do powaznych konsekwencji zdrowotnych, min. choréb
uktadu krgzenia (nadcisnienie tetnicze, zawat serca, udar mozgu), chorob
nowotworowych (gruczolakorak jelita grubego, nowotwodr piersi). Ryzyko rozwoju
cukrzycy typu 2 u chorych z otytoscig centralng jest nawet dziesieciokrotnie wyzsze
niz w populacji bez otytosci [6].
Do otytoéci prostej prowadzg nieprawidtowe nawyki zywieniowe (stodkie napoje,
zywnos¢ wysokoprzetworzona, przekgski), mata aktywnos$¢ fizyczna i problemy
emocjonalne (stres, depresja). Powstaje ona wskutek zaburzenia réwnowagi miedzy
iloscig energii dostarczonej do organizmu wraz z pozywieniem a przez niego
spozytkowanej [7,8,9]. Do rozwoju otytosci przyczynia sie wiele lekéw, min. insulina,
pochodne sulfonylomocznika, glikokortykosteroidy, neuroleptyki, leki
przeciwdepresyjne. Otytosc jest takze skladowg wielu zespotéw endokrynologicznych
takich jak: zespét Cushinga, niedoczynnosc¢ tarczycy, uszkodzenie podwzgorza [10].
Udowodniono réwniez wptyw matej masy urodzeniowej noworodka na rozwoj
nadmiernej masy ciata w pozniejszych okresach zycia. Za rozwdj otytosci czy tez za
zwiekszong akumulacje tkanki ttuszczowej brzusznej odpowiadajg rowniez czynniki
genetyczne [11].

Otytos¢ uwarunkowana jednogenowo wystepuje rzadko. Jak dotad
zidentyfikowano kilka genéw odpowiedzialnych za rozwdj patologicznej otytosci u
dzieci przed pokwitaniem [12]:

- gen leptyny (hormonu produkowanego przez adipocyty i odpowiedzialnego



za zahamowanie wydzielania neuropeptydu Y w podwzgdrzu i zmniejszenie
apetytu)

- gen kodujacy receptor leptyny

- gen proopiomelanokortyny (POMC)

- gen receptora melanokortyny 4
Natomiast otytoS¢ poligenowa wystepuje czesciej [13]. Wiekszos¢ gendw, ktore sg
zwigzane z rozwojem otytosci chocby przez regulacje metabolizmu tkanki
ttuszczowej, znajduje sie na chromosomie 2, 10, 11 i 20. Do takich genéw nalezg gen
B2 i B3-receptora adrenergicznego, gen TNFa, gen receptora LDL i gen PPARYy2.
Niektére z tych gendw sg odpowiedzialne za wystepowanie otytosci tylko u jednej z
ptci lub w powigzaniu z czynnikami srodowiskowymi.

Mozna takze wyrozni¢ heterogenne pod wzgledem genetycznym zespoty
chorobowe przebiegajgce z otytoscig. Nalezg tu miedzy innymi:

- zespot Bardet-Biedl

- zespot Cohen

- zespot Alstrom

- zespot Prader-Willi.
W zespotfach tych oprécz otytosci wystepujg charakterystyczne cechy fenotypowe,
op6znienie rozwoju psychoruchowego, niepetnosprawnos$¢ intelektualna oraz
zaburzenia w funkcjonowaniu narzgdéw zmystow. Poligenowa predyspozycja do
otytosci uwarunkowana jest przez wspotistniejgcy efekt polimorfizméw réznych
gendéw zaangazowanych gtéwnie w metabolizm tkanki ttuszczowej [14].

Niektére postacie otytosci, szczegdlnie otyto$¢ brzuszna, wigzg sie z pozorng
hiperkortyzolemig zwigzang z nadmierng wrazliwoscig tkanek obwodowych na
kortyzol, mimo utrzymywania sie jego poziomu we Kkrwi w granicach wartosci
referencyjnych [15]. Genem bedgcym obiektem licznych badan i analiz w ciggu
ostatnich kilku lat jest gen receptora glikokortykosteroidéw (GR). Zwigzek miedzy
polimorfizmami GR a wysokimi wartosciami ciSnienia tetniczego,
insulinowrazliwoscig, BMI, zwiekszong iloscig brzusznej tkanki tluszczowej

wykazano w wielu publikacjach [16].



1.2 Zespét metaboliczny

Zesp6t metaboliczny zostat opisany w 1988 r. przez amerykanskiego
endokrynologa Geralda Reavena jako zespdt powigzanych ze sobg czynnikow
zwiekszajgcych ryzyko rozwoju choréb uktadu sercowo- naczyniowego obejmujgcych
nietolerancje glukozy, nadcisnienie tetnicze, zaburzenia gospodarki lipidowe;j
(podwyzszenie stezenia trojglicerydow, obnizenie stezenia HDL). W patogenezie
zespotu przypisat on decydujgca role insulinoopornosci oraz hyperinsulinemii [17].

W 1999 r. Swiatowa Organizacja Zdrowia zaproponowata nowg definicje zespotu
metabolicznego (Tab. 1).

Tab. 1 Kryteria rozpoznania zespotfu metabolicznego wg WHO (definicja wg
WHO, 1999r.).

Zaburzenia gospodarki weglowodanowej pod postacig cukrzycy typu 2, IGT, IFG
lub stwierdzenie insulinoopornosci oraz stwierdzenie co najmniej dwéch z
ponizszych:

- WHR >0,9 (M); >0,85 (K) lub BMI =230 kg/m2

- Stezenie trojgliceryddéw 21,7 mmol/l (150mg/dl)

- Stezenie cholesterolu HDL <0,9 mmol/I (35mg/dl) (M); 1,0 mmol/l (40mg/dl) (K)

- Cisnienie tetnicze 2140/90 mm Hg lub stosowanie lekéw hipotensyjnych

- Wskaznik wydalania albumin >20 pg/min

lub wskaznik albuminuria/kreatynina 230 mg/g

*IFG (impaired fasting glucose) — nieprawidtowa glikemia na czczo

**|GT (impaired glucose tolerance) — nieprawidtowa tolerancja glukozy

M — mezczyzna, K — kobieta, WHR — wskaznik talia—biodra

Ze wzgledu na koniecznos¢ stwierdzenia insulinoopornosci przy uzyciu
czasochtonnej i skomplikowanej metody klamry metabolicznej oraz okreslania
wydalania albumin z moczem kryteria rozpoznawania zespotu metabolicznego wg
WHO w praktyce klinicznej sg rzadko stosowane. Powyzsza definicia WHO w
zwigzku z tym ma obecnie znaczenie historyczne. Za obowigzujgce aktualnie i
funkcjonujgce w pismiennictwie uwaza sie kryteria IDF (International Diabetes

Federation) oraz zmodyfikowane kryteria NCEP-ATPIIl (National Cholesterol

Education Program, Adult Treatment Panel ). Do rozpoznania zespotu
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metabolicznego wg zmodyfikowanych kryteridw IDF konieczne jest stwierdzenie co

najmniej trzech z ponizej przedstawionych nieprawidtowosci:

Tab. 2. Kryteria rozpoznawania zespofu metabolicznego wg IDF z 2001r.
(definicja wg IDF, 2001r.).

Stwierdzenie co najmniej trzech z ponizszych:
Obwdd pasa >102 cm (M); >88 cm (K)
Stezenie tréjglicerydéw =1,7 mmol/l (150mg/dl)

Cisnienie tetnicze 2130/85 mm Hg
Stezenie cholesterolu HDL <1,0 mmol/l ( 40mg/dl) (M); <1,3 mmol/l (50mg/dl) (K)
Stezenie glukozy na czczo = 6,1 mmol/l ( 110mg/dl)

W 2005r . NCEP-ATPIIl zmodyfikowata definicje z 2001r. uwzgledniajgc réznice

rasowe w obwodzie talii oraz zmniejszenie progu rozpoznawania nieprawidtowe;j

glikemii na czczo ze 110mg/dl (6,2mmol/l) do 100mg/dIl (5,6mmol/l).

Tab. 3 Kryteria zespoiu metabolicznego wg NCEP-ATPIIl z 2005r. u
Europejczykow.

Otytos¢ brzuszna- M 294 cm; K 280 cm

Oraz dowolne dwa z nizej wymienionych kryteridw:

Stezenie trojglicerydow 21,7 mmol/l; ukierunkowane leczenie

Cisnienie tetnicze 2130/85 mm Hg; ukierunkowane leczenie

Stezenie cholesterolu HDL <1,03 mmol/l (M); <1,29 mmol/l (K); ukierunkowane

leczenie

Stezenie glukozy na czczo 25,6 mmol/l (100mg/dl) lub wczesniej rozpoznana

cukrzyca

Jednym z czynnikdw sprzyjajgcych rozwojowi zespotu metabolicznego jest
hiperkortyzolemia. Glikokortykosteroidy bezposrednio zwiekszajg insulinoopornos¢
tkanek obwodowych, powodujg takze, jak to wspomniano wczesniej, nagromadzenie

tkanki thuszczowej na brzuchu, co pogarsza przebieg zespotu metabolicznego [18].



1.3 Glikokortykosteroidy - synteza, regulacja wydzielania i funkcja.

Glikokortykosteroidy syntetyzowane sg w warstwie pasmowatej kory
nadnerczy. Nalezg do grupy hormonow  steroidowych.  Wydzielanie
glikokortykosteroidéw podlega regulacji osi podwzgorze-przysadka-nadnercza. Za
regulacje uwalniania glikokortykosteroidéw sg odpowiedzialne hormony podwzgorza
(kortykoliberyny - CRH) i przedniego ptata przysadki (kortykotropiny — ACTH).
Cato$¢ nadzoruje osrodkowy uktad nerwowy. Najwieksze stezenie kortyzolu
stwierdza sie w godzinach rannych, niewielki wzrost jego stezenia okoto potudnia,
natomiast najmniejsze stezenie wystepuje w godzinach popotudniowych oraz
wieczornych. U oséb otylych stwierdzono zaburzenie pulsacyjnego wydzielania
ACTH, zwiekszone wydzielanie kortyzolu w testach sekrecyjnych ale jedoczesnie
zwiekszony jego obwodowy obrét, co skutkuje prawidtowym lub nawet zmniejszonym
stezeniem kortyzolu w surowicy oraz zaburzeniem profilu dobowego wydzielania tego
hormonu [15, 19, 20].

Obwodowy metabolizm kortyzolu podlega regulacji przez dwa enzymy: 11
beta-dehydrogenaze hydroksysteroidowg | (113-HSD 1) oraz 11 beta-dehydrogenaze
hydroksysteroidowej Il (113-HSD II). 113-HSD Il zamienia kortyzol w stabo aktywny
metabolicznie kortyzon, natomiast wystepujgca gtéwnie w tkance ttuszczowej,
watrobie i ptucach 11 B-HSD | powoduje konwersje kortyzonu do aktywnej postaci
kortyzolu. U oséb otytych stwierdzono zwigkszony poziom kortyzolu w tkance
ttuszczowej, co wydaje sie mie¢ znaczenie w metabolicznych skutkach otytosci [21].
Glikokortykosteroidy sg transportowane we krwi zwigzane z transkortyng i
albuminami. Odgrywajg one bardzo istotng role w regulacji wielu waznych funkcji
organizmu. Glikokortykosteroidy petnig kluczowg role w regulacji metabolizmu
kwasow tluszczowych, aminokwasdéw oraz glukozy a takze wplywajg na
rozmieszczenie tkanki tluszczowej. Biorg one m.in. udziat w utrzymywaniu
homeostazy, w regulacji wzrostu i rozwoju komorek [22]. W ostatnich latach coraz
czesciej podkresdla sie role wrazliwosci na glikokortykosteroidy w rozwoju zespotu
metabolicznego [23]. W przypadku hiperkortyzolemii jedng z typowych cech
klinicznych jest wtasnie akumulacja tkanki ttuszczowej w rejonie brzucha (tzw. otytos¢
brzuszna), ktéra stanowi jeden z elementow zespotu metabolicznego [24]. U chorych
z otytoscig brzuszng stezenie kortyzolu we krwi wielokrotnie nie jest podwyzszone, a

czasami wrecz niskie. Prébuje sie zatem wyjasniac to zjawisko nadmierng produkcja



kortyzolu w obrebie samej tkanki ttuszczowej lub tez nadmierng wrazliwoscig tkanki
ttuszczowej na glikokortykosteroidy [25] .

Glikokortykosteroidy wywierajg swoj metaboliczny wptyw, w wiekszosci przypadkow,
poprzez jadrowy receptor glikokortykosteroidow (GR). Zmiany konformaciji i/lub
ekspresiji receptora mogg w istotny sposob wptywac¢ na jego aktywnos¢. Te zmiany
moga by¢ uwarunkowane genetycznie i warunkujg je m.in. polimorfizmy genu GR
[26]. Do tej pory opisano kilka polimorfizmow, ktérych obecnos¢ wigze sie ze

zwiekszeniem lub zmniejszeniem wrazliwosci tego receptora.

1.4. Budowa i funkcja receptora glikokortykosteroidow

Gtéwng funkcjg glikokortykosteroidow jest dziatanie antyproliferacyjne, ktore
wykorzystywane jest m.in. w leczeniu immunosupresyjnym i przeciwzapalnym.
Glikokortykosteroidy wywierajg swoj wptyw na komoérki przez wewnatrzkomaérkowy
receptor nalezgcy do nadrodziny receptoréw jadrowych, w budowie  ktorego
wyroznia sie trzy domeny:

a. N- koncowg, tzw. immunogenng ztozong z aminokwasow od 1 do 420, ktéra
odpowiada za aktywacje genow docelowych

b. Srodkowa, ktéra wigze DNA, zbudowana jest z aminokwasow 421-488 i
zawiera ,palce cynkowe” biorgce udziat w dimeryzacji, translokacji i
transaktywacji

c. domene C-koncowg, obejmujgcg aminokwasy od 527 do 777, ktora jest
odpowiedzialna za potgczenie z ligandem, biatkami szoku termicznego,

translokacje, dimeryzacje i transaktywacje [27].

Gen receptora glikokortykosteroidowego (NR3C1) zlokalizowany jest na
chromosomie 5 (locus 5931). Gen zawiera 9 eksonow [28]:

- ekson 1- obejmuje tzw. sekwencje prowadzgcag

- ekson 2 - zawiera sekwencje kodujgcg dla transaktywacyjnej domeny

- ekson 3 i 4 — kodujg tzw. palce cynkowe w domenie wigzgcej DNA (DBN,

ang. DNA binding domain)

- eksony 5,6,7,8 kodujg drugg domene tansaktywacyjng oraz cze$¢ domeny

wigzgcej ligand (LBD, ang. ligand binding domain)

- ekson 9- koduje region 3‘ nie podlegajgcy transkrypcji oraz pozostatg czes¢

domeny LBD warunkujgcej powstanie 2 izoform GR [29].



Wyrdznia sie dwie formy GR, ktdre réznig sie odcinkiem C-koncowym: GRa i
GRB. W przypadku GRa w biatku tym po identycznych aminokwasach do pozycji
727 znajduje sie dalej jeszcze 50 innych aminokwasow, a w przypadku GRB 15
aminokwaséw, co stanowi o réznicy pomiedzy tymi dwoma izoformami. GRa to forma
dominujgca, natomiast GRB oddziatuje jak inhibitor aktywnosci GRa. Receptor w
cytoplazmie tworzy heterodimeryczny kompleks z biatkami szoku termicznego (ang.
hsp, heat shock protein) pozostajgc w ten sposéb w formie nieaktywnej. Po
potgczeniu z ligandem dochodzi do odtgczenia biatek szoku termicznego i receptor w
formie homodimeru transportowany jest przez pory jgdrowe do jgdra komorkowego.
Taki kompleks moze oddziatywa¢ na geny w rozny sposéb, moze np. inicjowac
transkrypcje poszczegolnych genow docelowych przez potgczenie z regionem
promotorowym tzw. GC-responsive element. Moze rowniez wptywac na transkrypcje
poprzez bezposrednie oddziatywania pomiedzy biatkami [29, 30]. Schematyczng

budowe genu GR przedstawiono na rycinie 3.

1 1 1 1

ER22/23EK N363S Bell A/G 3669

; J Y | J

Opornosc Wrazliwosc Opornosc

Ryc. 3 Schemat budowy genu receptora glikokortykosteroidéw (GR/N3CR1)
Zrodfto: Walker Brian R Glucocorticoids and Cardiovascular Disease Eur J
Endocrinol November 1, 2007 157 545-559

Réznorodnos¢é w budowie receptora glikokortykosteroiddw wynikajgca ze
zmian w genie GR zwigzana jest z odmiennym osobniczo wptywem na poszczegodine
procesy biologiczne, min. wptywem na os podwzgorze—przysadka-nadnercza czy na
odpowiedz na GC w tkankach. Wykazano, iz niektére mutacje czy tez polimorfizmy w
obrebie genu GR prowadzg do zwiekszonego ryzyka sercowo-naczyniowego,
zaburzen metabolicznych czy wystgpienia procesow rozrostowych w obrebie uktadu
krwiotworczego [31,32,33]. Schemat budowy receptora GR przedstawiono na rycinie
4.



AF-1 AF-2

Ryc. 4 Schemat budowy receptora GR. Zrédto: Zhou J, Cidlowski JA (2005)
NTD- ang. amino terminal domain, domena N-koncowa, zwana réwniez AF-1,
DBD- ang. DNA binding domain, zawiera ,,palce cynkowe” oraz tzw. region H ,
ang. Hinge region, LBD- ang. ligand binding domain, zawiera tzw. AF-2
domene.

1.5. Polimorfizmy receptora glikokortykosteroidéw
1.5.1 Polimorfizm Bcll (rs 41423247)

Jak dotgd opisano kilka polimorfizméw receptora glikokortykosteroidow.
Jednym z nich jest polimorfizm Bcll (tzw. polimorfizm dtugosci fragmentow
restrykcyjnych wykrywany przy zastosowaniu enzymu restrykcyjnego Bcll) ostatnio
opisywany jako zmiana C—>G. Uzywajgc techniki Southern blotting zidentyfikowano
dwa transkrypty o dtugosci 4,5 i 2,3 kb. W wielu badaniach wykazano jego zwigzek z
otytoscig brzuszng, insulinoopornoscig i niekorzystnym profilem lipidowym. U kobiet
bedacych homozygotycznymi nosicielkami fragmentu 4,5 kb obserwowano wyzsze
poziomy insuliny na czczo oraz wyzsze wartosci wspoétczynnika HOMA. Ponadto
wykazano obecnosc¢ transkryptu 4,5 kb u oséb genetycznie predysponowanych do
nadcisnienia tetniczego [34,35,36,37]. Heterozygotyczni nosiciele tego allelu,
szczegolnie kobiety, wykazujg wieksze predyspozycje do gromadzenia tkanki
ttuszczowej z wiekiem [38].

Syed i wsp. w swojej pracy wysuneli podejrzenie, iz polimorfizm Bcll jest
zwigzany z nadmierng wrazliwoscig na glikokortykosteroidy, z hiperinsulinemig oraz
insulinoopornoscig tylko w obecnosci innego polimorfizmu — rs2918419. Polimorfizm
ten zlokalizowany jest w intronie 2 w bliskim sgsiedztwie polimorfizmu Bcll i polega

na zamianie tyminy na cytozyne w tanncuchu DNA [39].



1.5.2 Polimorfizm N363S (rs 56149945)

Polimorfizm N363S byt obiektem najwiekszej ilosci badan. Polega na zamianie
adeniny na guanine w kodonie 363, w eksonie 2 genu GR, co skutkuje zastgpieniem
asparaginy seryng w biatku receptora. Domena N-koncowa receptora GS moduluje
aktywacje transkrypcyjng. Hiperfosforylacja seryny moze wzmacnia¢ ekspresje genu
receptora glikokortykosteroidow. W jednym z pierwszych doniesien wykazano, iz
polimorfizm ten wigze sie z wiekszg wrazliwoscig na glikokortykosteroidy po podaniu
matej dawki deksametazonu 0,25mg. Ponadto jego heterozygotyczni nosiciele majg
wiekszy indeks masy ciata niz osoby, u ktérych nie stwierdzono tego polimorfizmu
[40], a osoby otyte wykazujg tendencje w kierunku rozwoju otytosci olbrzymiej. W
kolejnych 2 badaniach Australijskich udowodniono zwigzek miedzy polimorfizmem
N363S a zwiekszonym BMI [41,42]. Ponadto Lin wykazat obecnosc¢ allelu N363S u
15% ludzi z rozpoznang chorobg wiencowg w poréwnaniu do 4% wystepowania w
populacji osdéb zdrowych. Poza tym zwigzek ten byt wiekszy w populacji oséb z
niestabilng chorobg wiencowg [43].

Z kolei Dobson i wsp. wykazali zwigzek polimorfizmu N363S ze wskaznikiem
WHR, natomiast nie wykazali jego korelacji z BMI, cisnieniem tetniczym krwi i
poziomem cholesterolu [44]. W badaniach szwedzkich i dunskich nie wykazano
zwigzku polimorfizmu N363S z otytoscig [45,46]. Nosiciele dwoch polimorfizmow
receptora glikokortykosteroidowego N363S oraz Bcll wykazujg tendencje w kierunku
niekorzystnego profilu sercowo-naczyniowego. Czestos¢ wystepowania polimorfizmu
N363S waha sie od 0,7% w populacji oséb zamieszkujgcych potudniowg Azje [47] do
okoto 27% u Australijczykéw [48].

1.5.3 Polimorfizm ER22/23EK (rs6189/6190)

Polimorfizm ER22/23EK polega na obecnosci dwoch zmian w kodonie 22 i
23. Ze wzgledu na bliskie potozenie tych zmian polimorfizmy te (SNPs w kodonie 22 i
23) badane sg jako jeden polimorfizm potgczony. Sekwencja zmian w fancuchu DNA
wyglgda w sposob nastepujgcy: GAG AGG > GAA AAG. Pierwsza zamiana jest
niema, gdyz obie tréjki kodujg kwas glutaminowy. Natomiast druga wigze sie z
zastgpieniem argininy lizyng. Powoduje to zmniejszong aktywnosc¢ transkrypcyjng

oraz zmniejszong ekspresje genu receptora GS.
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Yudt and Cidlowski w swojej pracy wykazali, iz sg co najmniej dwa warianty
translacyjne receptora glikokortykosteroidéw: GR-aoA oraz GR-aB [49]. Odkryto, iz
polimorfizm ten utatwia ekspresje wariantu GR-aA, natomiast nie wptywa na GR-aB.
Izoforma GR-0A jest mniej aktywna niz GR-aB, co powoduje opornos¢ na GS.
Polimorfizm ten wigze sie ze zwiekszong ekspresjg formy A, mniejszg aktywnoscig
transkrypcyjng formy B, wiekszg koncentracjg wewnatrzkomorkowg mniej aktywnej
formy A, co moze stanowi¢ jeden z mechanizmow opornos$ci na glikokortykosteroidy
u nosicieli polimorfizmu ER 22/23EK [50].

W przeciwienstwie do wyzej opisanych polimorfizméw nosiciele ER22/23EK
charakteryzowali sie nizszymi wartosciami catkowitego cholesterolu i cholesterolu
LDL, nizszym stezeniem insuliny na czczo oraz mniejszg insulinoopornoscia.
Ponadto osoby starsze bedgce nosicielami genu miaty mniejsze ryzyko demencji. W
zwigzku z tym, iz GS warunkujg uzaleznione od pici rozmieszczenie tkanki
ttuszczowej analizie poddano rowniez jej dystrybucje u mtodych oséb. Okazato sie,
ze mescy nosiciele polimorfizmu ER22/23EK byli smuklejsi, mieli wiecej masy
miesniowej w porownaniu z osobami, u ktorych nie wykazano tego polimorfizmu [51].
Z kolei u kobiet nosicielek stwierdzono tendencje do mniejszej masy ciata,
mniejszego obwodu w talii i biodrach.

Glikokortykosteroidy sg hormonami zaangazowanymi w reakcje zapalne oraz
autoimmunologiczne w ustroju , jak réwniez sg szeroko stosowane w lecznictwie. W
zwigzku z tym byty one przedmiotem wielu badan w chorobach reumatoidalnych, czy
zapalnych przewodu pokarmowego. W pracy van Winsen i wsp. wykazano zwigzek
polimorfizmu ER22/23EK z bardziej niekorzystnym przebiegiem twardziny uktadowe;j
[52].

Z kolei oporno$¢ na GS warunkowana tym polimorfizmem wigze sie z mniejszym

ryzykiem otepienia, wolniejszg utratg funkcji poznawczych [53].

1.5.4. Polimorfizm A3669G (rs6198) c.3669A/G

Zlokalizowany jest w eksonie 9 B. Powoduje zwiekszong ekspresje wariantu
GR-B, zwiekszong stabilnos¢ GR- mRNA, co prowadzi do zmniejszonej aktywnosci
transkrypcyjnej GR-a. Istniejg dowody, iz zwiekszona ekspresja GR- [ powoduje
zmniejszona aktywnos¢ transkrypcyjng GR-a, wywotujagc oporno$¢ na
glikokortykosteroidy [54, 55, 56, 57, 58, 59]. Obecnosc¢ tego polimorfizmu zwigzana
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jest z podwyzszonymi parametrami zapalnymi, sktonnoscig do chordob sercowo-
naczyniowych, pomimo bardziej korzystnego profilu lipidowego u mezczyzn i sktadu
ciata u kobiet [60, 61]. W pracy wtoskich badaczy wykazano, iz polimorfizm A3669G
petni ochronng role u pacjentéw z zespotem Cushinga. Udowodniono zmniejszong
czestos¢ wystepowania cukrzycy typu 2 pomimo utrzymujgcego sie podwyzszonego
stezenia kortyzolu zaréwno w godzinach rannych jak i o pétnocy [62].Badano rowniez
zwigzek tego polimorfizmu (wraz z dwoma innymi: rs6191 i rs33388) z
wystepowaniem depresji i wystepowaniem objawow depresji w chorobie
dwubiegunowej stwierdzajgc mozliwos¢ modyfikacji przebiegu obu zaburzen u

chorych obarczonych tymi polimorfizmami [63].

1.5.5. Polimorfizm D401H (rs142693717)

Zlokalizowany jest w eksonie 2. Polega na substytucji kwasu asparaginowego
histydyng w pozycji 401 receptora GS. Mutacja ta powoduje zwiekszong
transaktywacje izoformy GR-a w genie GR, natomiast nie wptywa na powinowactwo
receptora do ligandu, translokacje kompleksu receptor- ligand do jadra
komérkowego, zdolnos¢ do tgczenia sie z DNA. Zwiekszona aktywnosc¢
transkrypcyjna GR-a predysponuje do zwiekszonej wrazliwosci na GS. Skutkuje to
niekorzystnym profilem metabolicznym, zwiekszong skionnoscig do otytosci
brzusznej, zaburzen lipidowych, nadcisnienia tetniczego, choréb sercowo-

naczyniowych o podtozu miazdzycowym [64].

1.5.6. Polimorfizm Tthllll (rs10052957)

Polimorfizm ten zlokalizowany jest w eksonie 2 i polega na zamianie cytozyny
na tymine w pozycji 3807 tancucha DNA. Polimorfizm ten wydaje sie by¢é powigzany
z drugim polimorfizmem ERZ22/23EK. Woydaje sie, ze wspoétwystepowanie obu
polimorfizmdéw wigze sie ze zmniejszong wrazliwoscig na GS. Z kolei obecnos¢ tylko
jednego z nich- Tthllll nie wptywa na wrazliwos¢/opornos¢ tkanek na
glikokortykosteroidy [65]. Polimorfizm ten byt obiektem badan w afektywnej chorobie
jednobiegunowej oraz w depres;ji [66].

Istnieje wiele innych polimorfizméw genu GR, ktérych obecnos¢ moze
modyfikowaé przebieg réznych choréb i reakcje na ich leczenie [67]. Jednak
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przeprowadzone do tej pory badania wykazujg réznice pomiedzy populacjami
wskazujgce na znaczenie badz brak znaczenia tych polimorfizmow dla rozwoju i

przebiegu réznych chordb, w tym otytosci i zespotu metabolicznego [40, 41, 45, 46].
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2. ZALOZENIA | CELE PRACY

Zatozenia pracy:

Od kliku lat polimorfizmy genu receptora glikokortykosteroidow GR/NR3C1 sg
obiektem licznych badan w odniesieniu do rozwoju otytosci, nadcisnienia tetniczego
czy chorob sercowo- naczyniowych. lIstniejg rozne warianty tego genu, co moze
mieC wptyw na nadmierng wrazliwos¢ lub oporno$¢ receptora na
glikokortykosteroidy. Nie istniejg jednak jednoznaczne dane co do udziatu
poszczegoblnych polimorfizméw w rozwoju wymienionych choréb i tego typu
predyspozycja do otytosci czy nadcisnienia tetniczego jest ré6zna w zaleznosci od
populacji.

Celem pracy byia:

1. Ocena czestosci wystepowania polimorfizméw genu GR zwiekszajgcych
wrazliwosé receptora GR: N363S, Bcll oraz polimorfizméw zmniejszajgcych
jego wrazliwos$¢ na steroidy: ER22/23EK oraz A3669G w populacji otytych
kobiet w wieku 20-45 lat.

2. Powigzanie wystepujgcych polimorfizméw z wybranymi sktadowymi zespotu

metabolicznego.

Praca badawcza byta finansowana w ramach funduszy projektu promotorskiego
(KBN/NCN) nr N N402 462939.
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3. GRUPA BADANA. GRUPA KONTROLNA. METODYKA BADAN.

3.1Grupa badana. Grupa kontrolna.

Badanie przeprowadzono w grupie 2 kobiet z regionu Wielkopolski w wieku
20-45 lat z réznym wskaznikiem masy ciata:
e 106 kobiet z BMI powyzej 30 kg/m* grupa badana ($rednia wieku
30,8+/- 6,6)
e 101 kobiet z BMI ponizej 30 kg/m?- grupa kontrolna ($rednia wieku 29,8
+/- 5,9)

Zgode na przeprowadzenie badan wyrazita Komisja Bioetyczna Uniwersytetu
Medycznego w Poznaniu — nr decyzji 934/09. Do badan zakwalifikowano osoby,
ktére swiadomie wyrazity na nie zgode. Badania przeprowadzane byty u pacjentek
bedacych pod opieka poradni endokrynologicznych, Katedry i Kliniki Endokrynologii,
Przemiany Materii i Choréb Wewnetrznych oraz Katedry i Kliniki Choréb
Wewnetrznych, Metabolicznych i Dietetyki Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu. U
tych chorych przeprowadzono: badanie podmiotowe i przedmiotowe, badania
biochemiczne krwi (ocena gospodarki weglowodanowej, lipidowej), badania

hormonalne, badania sktadu masy ciata oraz badania genetyczne.
3.2 Badaniakliniczne i laboratoryjne
3.2.1 Badanie podmiotowe
Podczas badania podmiotowego oceniano moment pojawienia sie nadmiernej masy
ciata, przebieg zaburzenia. Uwzgledniono wywiad osobniczy oraz rodzinny w

kierunku otytosci, zaburzen gospodarki lipidowej, weglowodanowej, zaburzenh

czynnosci tarczycy.
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3.2.2 Badanie przedmiotowe

W trakcie hospitalizacji przeprowadzono pomiary antropometryczne - masa
ciata, wzrost, obwaod talii, obliczono BMI oraz WHR. Dokonano pomiaru cisnienia
tetniczego krwi na prawym ramieniu w pozycji siedzgce,.

U kazdej pacjentki wykonano badanie ultrasonograficzne gtowicg dopochwowg z
oceng jajnikow pod katem zespotu policystycznych jajnikow oraz przeprowadzono
konsultacje ginekologiczng. Zespodt policystycznych jajnikow rozpoznawano na
podstawie obrazu jajnikéw w badaniu ultrasonograficznym, klinicznych wyktadnikow
androgenizacji lub tez stwierdzenia w wywiadzie braku miesigczki, rzadkiego jej
wystepowania (kryteria Europejskiego Towarzystwa Ptodnosci (ESHRE, ang.
European Society of Human Reproduction) oraz Amerykanskiego Towarzystwa

Medycyny Reprodukcji (ASRM, ang. American Society of Reproductive Medicine).

3.2.3 Badania biochemiczne

Badania biochemiczne krwi wykonano w Centralnym Laboratorium
Analityczno-Biochemicznym Szpitala Klinicznego im. Heliodora Swiecickiego w
Poznaniu w trakcie rutynowego pobytu chorych w oddziatach klinicznych.

Dokonano oceny nastepujgcych parametrow biochemicznych krwi:

o stezenie elektrolitbw (sod, potas), kreatyniny, aminotransferaz -
alaninowej oraz asparaginianowej w surowicy krwi

o glukoza i insulina w tescie doustnego obcigzenia 75g glukozy u
wszystkich pacjentek bez wywiadu w kierunku cukrzycy;
pomiarow stezen glukozy oraz insuliny dokonywano na czczo
oraz 2 godziny po obcigzeniu

o ocena rezerwy insulinowej - rezerwe insulinowg wysp beta
trzustki oceniano analizujgc réznice w stezeniu insuliny w tescie
obcigzenia glukozg przed i po 120 minutach od podania glukozy

o profil lipidowy z oznaczeniem catkowitego cholesterolu, frakciji
LDL oraz HDL, trojglicerydow (TG). Oceniano takze stosunek
TG/HDL przyjmujgc za graniczng wartos¢ prawidtowg 2,5.
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3.2.4 Badania hormonalne

Badania hormonalne wykonano w Centralnym Laboratorium Analityczno-
Biochemicznym Szpitala Klinicznego im. H Swiecickiego w Poznaniu oraz w
Pracowni Endokrynologii Molekularnej Katedry i Kliniki Endokrynologii, Przemiany
Materii i Choréb Wewnetrznych UM w Poznaniu:
Wykonano nastepujgce badania hormonalne:
o Tyreotropina -TSH
o Prolaktyna- PRL
o Estradiol
o Gonadotropiny — LH i FSH
o Testosteron, DHEA-S
o Adrenokortykotropina -  ACTH (przy  uzyciu testu
immunoradiometrycznego - zestaw do iloSciowego oznaczania
ACTH Thermo Scientific firmy BRAHMS)
o stezenie kortyzolu na czczo o godzinie 8.00 oraz w godzinach
popotudniowych miedzy godzing 16.00 a 18.00
o dobowe wydalanie kortyzolu z moczem
o test hamowania 1mg deksametazonu — podanie deksametazonu
0 23.00 i ocena stezenia kortyzolu i ACTH o godz. 8.00 rano na

CzCZzo.

Wiekszos¢ badan przeprowadzono metodg ECLIA przy uzyciu aparatu COBAS 6000.
Wartosci norm laboratoryjnych dla poszczegolnych oznaczen hormonalnych
umieszczono w zatgczniku nr 1.

Badania LH, FSH, estradiolu, testosteronu i DHEA-S zostaty wykorzystane tylko do
konsultacji pacjentek dokonanej przez ginekologa-endokrynologa.

3.25 hsCRP
Badanie hsCRP wykonano w Pracowni Endokrynologii Molekularnej Katedry i Kliniki

Endokrynologii Przemiany Materii i Choréb Wewnetrznych w Poznaniu. Stezenie

hsCRP oznaczono metodg ELISA przy uzyciu gotowych zestawow firmy DRGP®.
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Minimalna wartos¢ hsCRP wykrywana powyzszym testem wynosita 0,1mg/l,

natomiast wartos¢ maksymalna 10mg/dI.
3.2.6 Badanie sktadu masy ciata

Analize skfadu ciata z pomiarem catkowitej zwartosci wody w organizmie, masy
ttuszczowej, beztluszczowej oraz miesniowej wykonano przy uzycia analizatora

BODYGRAM (qualitative and quantitative body composition analysis) firmy TANITA.
3.2.7 Ocena wskaznika insulinoopornosci
Ocene wskaznika insulinoopornosci HOMA-IR dokonano wg nastepujgcego wzoru:
HOMA-IR= Glukoza x Insulina/405 (glukoza w mg/d; insulina w pU/ml)
3.2.8 Ocenarezerwy insulinowe;.

Rezerwe insulinowg wysp beta trzustki oceniano analizujgc roéznice w stezeniu

insuliny w tescie obcigzenia glukozg przed i po 120 minutach od podania glukozy.
3.3 Genotypowanie

3.3.1 lzolacja DNA z zastosowaniem izotiocyjanianu guanidyny
(GTC)

W pierwszym etapie do 2-10 ml krwi obwodowej EDTA dodawano 25 ml buforu do
lizy, mieszano oraz inkubowano przez 30 min w temp 0°C. Materiat odwirowano w
wiréwce Solvall RT 6000B, 2500 rpm przez 15 minut w temperaturze 4°C. Po
odrzuceniu supernatantu osad zawieszono w 500 ul buforu do lizy, nastepnie dodano
2 ml GTC doktadnie mieszajgc. Po 15 minutowej inkubacji w 0°C dodano 2,5 ml
mieszaniny fenol-chloroform-alkohol izoamylowy i doktadnie wymieszano. W
kolejnym etapie materiat wirowano i zebrano supernatant, nastepnie po raz kolejny
dodano 2,5ml chloroformu, ponownie odwirowano i zebrano supernatant. DNA

precypitowano 5ml etanolu (-20°C). Zebrany osad przemyto 1 ml 75% etanolu i
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suszono w temperaturze pokojowej. Tak uzyskany preparat DNA rozpuszczono w

300ul sterylnej wody.

3.3.2 Ocena jakosciowa i ilosciowa

Wyizolowane DNA poddano ocenie jakosciowej oraz ilosciowej. Przy uzyciu markera
stuzgcego do oceny ilosciowej (HypperLadder II, Bioline) przeprowadzono
elektroforeze w zelu agarozowym z bromkiem etydyny oraz w buforze TAE. Rozdziat
elektroforetyczny prowadzono przez 3 godziny przy uzyciu prgdu o napieciu 40V i
oceniano w Swietle UV wykorzystujgc system dokumentacji zelu (Maestrogen).
Stezenie rozpuszczonego w wodzie DNA oceniano fluorymetrem Qbit (Invitrogen) za

pomocg dedykowanych zestawdw odczynnikowych.

3.3.3 Genotypowanie za pomocg technologii TagMan
Do genotypowania wykorzystano technologie TagMan® (Applied Biosystems) do
analizy markerow SNP. Specyficzne allele w genotypie badanych oso6b
zidentyfikowano przy uzyciu testow zawierajgcych:
= 2 sondy typu TagMan® znakowane fluorochromem VIC i FAM.
Sondy zawierajg na koncu 5’ fluorochrom, natomiast na koncu 3’ tzw.
czgsteczke wygaszajgca
= startery pozwalajgce na powielenie sekwencji DNA zawierajgcej

dany marker SNP.
Podczas reakcji hybrydyzacji sondy wigzg sie specyficznie z DNA matrycy. W
technologii wykorzystuje sie aktywnos¢ egzonukleazowg polimerazy, w zwigzku z
czym w przypadku catkowitego dopasowania sondy do matrycy polimeraza wycina i
niszczy napotkang sonde. Powoduje to oddzielenie fluorochromu od wygaszacza i
emisje sygnatu. Swiadczy to o obecnosci specyficznego allelu. Natomiast w
przypadku potaczenia sie sondy z allelem alternatywnym powstaje niedopasowanie
jednego nukleotydu (tzw. mismatch), polimeraza usuwa jg, lecz nie degraduje.
Fluorochrom na koncu 5 pozostaje w sgsiedztwie czgsteczki wygaszajgcej i nie
dochodzi do emisji sygnatu. Obecno$é sygnatu od jednej sondy $wiadczy o
homozygotycznosci, natomiast obydwu — heterozygotycznosci markera SNP. Rycina
5 przedstawia przyktadowy chromatogram odczytu dla polimorfizmu Bcll, natomiast
rycina 6 przyktadowy chromatogram odczytu dla polimorfizmu N363S.
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6 Chromatogram odczytu dla polimorfizmu N363S.

Kolorem

niebieskim przedstawiono homozygoty AA, zielonym- heterozygoty AG.

Kolor czarny-
homozygot GG w badanej populacji
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3.3.4 Genotypowanie przy pomocy technologii HRM (High

resolution melting analysis)

Probki DNA poddano standardowej amplifikacji za pomoca techniki PCR. Nastepnie

przeprowadzono reakcje HRM wg nastepujgcego schematu:

O

O

©)

denaturacja w temperaturze 95 stopni przez 10 sekund
renaturacja w temperaturze 56 stopni przez 60 sekund

topnienie w temperaturze 70-90 stopni

Do reakcji PCR wykorzystano:

o

o

o

o

o

10ng matrycowego DNA

2mM MgCI2

500nM starterow

200uM dNTPs

bufor PCR

0,5U polimerazy DNA (HotStartTaq polymerase)
5% DMSO

woda destylowana

fluorochrom SYTO® 9

Rycina 7 i 8 przedstawia krzywe topnienia dla polimorfizmu ER22/E23K.
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Ryc. 7 Schemat krzywej topnienia przy oznaczaniu polimorfizmu genu
receptora glikokortykosteroidéw ER22/23EK- heterozygota AG.
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Ryc. 8 Schemat krzywej topnienia przy oznaczaniu polimorfizmu genu
receptora glikokortykosteroidéw ER22/23EK- homozygota GG.
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3.3.5 Bufory do izolacji DNA

Bufor do lizy (pH 7,4)
8,28g NH4CI

1g KHCO3

0,034g EDTA

Bufor do lizy - roztwér GTC (pH 7,0)
47,26 g GTC
0,735g cytrynianu sodu
0,59 sarkosyl
0,78ml 2-merkaptoetanol
3.3.6 Odczynniki do techniki PCR

Reakcje PCR prowadzono z zastosowaniem nastepujgcych odczynnikéw:

Polimeraza Taq
FailSafe Premix J 2x (bufor)
dNTP

(PRODUCENCI — Roche, Applied Biosystems , Novazym, Epicentre)

3.4. Analiza statystyczna

Parametry mierzalne opisano srednig arytmetyczng, odchyleniem
standardowym, pomiarem minimalnym i maksymalnym dla kazdego polimorfizmu w
kazdej z grup heterozygoty i homozygoty. Sprawdzono zgodnos$¢ z rozkiadem
normalnym ww. parametrow testem Shapiro-Wilka. Gdy zgodnos¢ z rozktadem
normalnym zostata potwierdzona do poréwnania dwu grup zastosowano test t-
Studenta (dla homogenicznych wariancji) lub test Welcha (dla heterogenicznych
wariancji). Do poréwnania trzech grup zastosowano analizg wariancji ANOVA, gdy
wariancje byty homogeniczne. Homogenicznos¢ wariancji badano testem Levena.

Gdy nie potwierdzono zgodnosci z rozktadem normalnym, zastosowano testy

23



nieparametryczne. Do poréwnania dwdch grup test Manna-Whitneya, do poréwnania
trzech grup test Kruskala-Wallisa z testem wielokrotnych porownan Dunna.

Wyznaczono rowniez model regresji logistycznej metodg quasi-Newtona w
celu wyznaczania ilorazéw szans z przedziatami ufno$ci.

Parametry kategorialne opisano liczebnoscig i odpowiadajgcg wartoscig
procentowg. Zastosowano dla tabel o wymiarowosci 2 na 2 test Chi’® z poprawka
Yatesa lub test doktadny Fishera. Dla tabel o wigkszej wymiarowos$ci zastosowano
test Chi? lub test doktadny Fishera-Freemana-Haltona.

Przyjeto poziom istotnosci p=0,05. Obliczenia wykonano przy pomocy pakietu
statystycznego STATISTICA v10 i StatXact-8.
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WYNIKI

4.1 Analiza wystepowania poszczegolnych polimorfizméw genu GR w

grupie badanej i grupie kontrolnej

N363S, Bcll,
ER22/E23K oraz A3669G genu GR w grupie badanej i grupie kontrolnej. Nie

Analizowano czestos¢ wystepowania polimorfizmow

wykazano roznicy w czestosci wystepowania polimorfizmow genu GR w
grupie badanej i grupie kontrolnej. Szczegétowe dane przedstawione sg w

tabeli nr 4.

Tab. 4 Czestosci wystepowania polimorfizméw genu receptora
glikokortykosteroidow w grupie badanej i grupie kontrolnej. Wartosci p

pochodzg z testu Fisher-Freeman-Halton’a.

Polimorfizmy Czestos¢ wystepowania
genu GR/NR3C1 N (%) P
Grupa badana Grupa
kontrolna
AA 95 (89,6%) 93 (92,1%) 0.6333
N363S AG 11 (10,4%) 8 (7,9%)
GG 0 (0,0%) 0 (0,0%)
cC 27 (25,5%) 32 (31,7%) 0.0863
Bcll CG 64 (60,4%) 46 (45,5%)
GG 15 (14,1%) 23 (22,8%)
GG 99 (93,4%) 98 (97,0%) 0.3331
ER22/23EK GA 7 (6,6%) 3 (3,0%)
AA 0 (0,0%) 0 (0,0%)
AA 71 (67,0%) 67 (66,3%) 0.9748
A3669G AG 26 (24,5%) 26 (25,7%)
GG 9 (8,5%) 8 (8,0%)
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Analizie poddano czestos¢ wystepowania polimorfizmow w populacji badane;.
Nie wykazano odstepstw w rozktadzie alleli w populacji i zaburzenia rownowagi

Hardy’ego - Weinberga. Szczegétowe dane przedstawiono w tab. 5.

Tab. 5 Czestos¢ polimorfizméw rzadkich w grupie badanej - MAF (ang.

minor allele frequency)

MAF
N363S 0,05
Bcll 0,44
ER 22/23 EK 0,03
A3669G 0,21

Czestosci wystepowania polimorfizméw genu GR nie odbiegajg od czestosci

opisanych dla innych populaciji.

4.2 Masa ciata. BMI. Obwaéd w talii.

Wartosci Srednie, minimalne i maksymalne masy ciata, BMI oraz obwodu w talii
w badanej grupie podano w tabeli 6. Zatozeniem badawczym byto réwniez
wykonanie u wiekszosci pacjentek oceny wskaznika talia/biodro (WHR). Jednak
ze wzgledu na to, ze badania wykonywano na roéznych oddziatach nie udato sie
zgromadzi¢ petnych danych na temat WHR u wszystkich chorych, stad tego
parametru nie wtgczono do analizy statystycznej. U 47 chorych rozpoznano zespoét
metaboliczny wg kryteriow IDF z 2005 roku.
Tab. 6 Wartosci srednie * SD, minimalne i maksymalne masy ciata, BMI oraz

obwodu w talii w badanej grupie. BMI — wskaznik masy ciata

N=106 Srednie Odchylenie Minimum Maksimum
standardowe
Masa ciata 103,9 20,3 73,1 180,0
[ka]
BMI [kg/m2] 37,9 7,6 30,3 87,0
Obwod w talii 108,9 15,5 80,0 164,0
[cm]
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Analiza korelacji masy ciata z okreslonym polimorfizmem genu GR w grupie
badanej zostata przeprowadzona przy uzyciu testu Manna-Whitneya i wykazata,
iz pacjentki z wariantem AG polimorfizmu N363S genu receptora
glikokortykosteroidow majg wyzszg mase ciata w poréwnaniu do Kkobiet z
wariantem AA. Podobnie analiza wysokosci wskaznika BMI w grupie badanej
przeprowadzona przy pomocy testu Manna-Whitneya ujawnita, ze chore z
wariantem AG polimorfizmu N363S genu GR posiadajg wyzszy wskaznik masy
ciala (BMI) niz chore z wariantem AA.

Najmniejszy obwdd w talii wynosit 80cm, natomiast najwickszy 164cm. Nie
stwierdzono istotnych statystycznie réznic pomiedzy obwodem w talii w cm a
wystepowaniem polimorfizméw genu GR. Dane te zostaty przedstawione w tabeli

7 oraz na rycinach 91 10.

Tab. 7 Zwigzek rodzaju polimorfizmu N363S z masg ciata, BMI oraz obwédem
w talii w badanej grupie. AA- homozygota AA polimorfizmu N363S receptora
glikokortykosteroidow, AG- heterozygota AG polimorfizmu N363S receptora

glikokortykosteroidéw, BMI- wskaznik masy ciafa.

N=106 Polimorfizm N363S
AA AG p
n=95 n=11
Masa ciata * SD [kg] 102,6 £ 19,9 115,22+ 21,6 p<0,05
BMI £SD [kg/m?] 376+7,8 413+56 p<0,05
Obwéd w talii [cm] 112,7 + 16,8 108,4+15,4 p>0,05
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Ryc 9. Srednie wartosci masy ciala u pacjentek z polimorfizmem N363S
(p<0,05)
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Ryc. 10 Srednia warto$é BMI u pacjentéw z polimorfizmem N363S. BMI-

wskaznik masy ciata (p<0,05)
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Tab. 8 Zwigzek rodzaju polimorfizmu Bcll z masg ciata, BMI oraz obwodem
w talii w badanej grupie. CC- homozygota CC polimorfizmu Bcll receptora
glikokortykosteroidéw, CG- heterozygota CG polimorfizmu Bcll receptora
glikokortykosteroidow, GG- homozygota GG polimorfizmu Bcll receptora

glikokortykosteroidow, BMI- wskaznik masy ciata

N=106 Polimorfizm Bcll
CC CG GG p
n=27 n=64 n=15
Masa ciata +SD [kg] | 107,3%23,6 | 103,9+19,2 | 97,5+18,1 p>0,05
BMI £SD [kg/m?] 40,5+ 10,9 37,2+59 36,1+ 6,4 p>0,05
Obwéd w talii [cm] 109,9+ 18,6 | 108,6 + 13,8 | 108,1£17,2 | p>0,05

Réwniez w odniesieniu do polimorfizmu ER22/23EK u chorych z allelem GA
stwierdzono istotng statystycznie wyzszg mase ciata w porownaniu z pacjentkami
z allelem GG. Natomiast nie wykazano tej istotnosci dla pozostatych badanych
polimorfizméw (szczegdétowe dane przedstawione w tabelach 9 do 10 oraz na

rycinie 11).

Tab. 9 Zwigzek rodzaju polimorfizmu ER22/23EK z masg ciata, BMI oraz
obwodem w talii w badanej grupie. GG- homozygota GG polimorfizmu
ER22/23EK
polimorfizmu ER22/23EK receptora glikokortykosteroidéw, BMI- wskaznik

receptora glikokortykosteroidow, GA- heterozygota GA

masy ciafa
N=106 Polimorfizm ER22/23EK
GG AG p
n=99 n=7
Masa ciata * SD [kg] 103,03+20,65 116,319,7 p<0,05
BMI £SD [kg/m?] 37,8+7,8 39,9+ 45 p>0,05
Obwaéd w talii [cm] 108,4 +15,5 115,1 £15,8 p>0,05
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Ryc 11. Srednie wartosci masy ciala u pacjentek z polimorfizmem

ER22/23EK (p<0,05).

Tab. 10 Zwigzek rodzaju polimorfizmu A3669G z masq ciata, BMI oraz
obwodem w talii w badanej grupie. AA- homozygota AA polimorfizmu
A3669G AG-
polimorfizmu A3669G receptora glikokortykosteroidow, GG- homozygota GG

receptora glikokortykosteroidow, heterozygota AG

polimorfizmu A3669G receptora glikokortykosteroidow, BMI- wskaznik masy

ciafa.
N=106 Polimorfizm A3669G
AA AG GG p
n=71 n=26 n=9
Masa ciata +SD [kg] | 103,6+21,8 | 103,9+ 15,9 | 106,1+21,9 p>0,05
BMI £ SD [kg/m?] 38,03+ 8,3 37,12+ 5,7 39,8+ 7,3 p>0,05
Obwaéd w talii [cm] 108,0+15,8 | 107,8+13,6 | 115,4+18,7 p>0,05
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4.3  Gospodarka lipidowa

W badanej grupie u 14 pacjentek wykazano zaburzenia gospodarki
lipidowej o charakterze hiperlipidemii mieszanej, u 27 stwierdzono
hipertrojglicerydemie, natomiast hipercholesterolemia wystepowata u 15

kobiet. 50 badanych charakteryzowato sie prawidtowym profilem lipidowym.

Zaburzenia lipidowe
n=106

W Bez zaburzen lipidowych
B Hiperlipidemia mieszana
Hipercholesterolemia

B Hipertriglicerydemia

Ryc. 12 Zaburzenia lipidowe w grupie badanej.

Wartosci srednie, minimalne i maksymalne stezenia cholesterolu catkowitego,

LDL, HDL i trojglicerydow w badanej grupie pokazano w tabeli 11.

Tab. 11 Wartosci srednie *SD, minimalne i maksymalne stezenia
cholesterolu catkowitego, LDL, tréjglicerydow oraz HDL w badanej

grupie. LDL- frakcja LDL cholesterolu, HDL-frakcja HDL cholesterolu

N=106 Srednie | Odchylenie | Minimum | Maksimum
standardowe
Cholesterol catkowity 193,0 35,1 112,0 325,0
[mg/dl]
Cholesterol LDL 115,5 46,2 19,0 465,0
[mg/dl]
Tréjglicerydy [mg/dl] 122,9 62,4 39,0 401,0
Cholesterol HDL 47,82 15,3 16,0 83,0
[mg/dl]
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Nie stwierdzono wptywu obecnosci badanych polimorfizméw genu receptora
glikokortykosteroidéw na stezenie cholesterolu catkowitego, tréjglicerydéw oraz
cholesterolu HDL. W analizowanej grupie stosunek TG/HDL ponizej 2,5
wystepowat u 58 pacjentek natomiast powyzej 2,5 wsrod 48 badanych. Nie
zaobserwowano istotnosci statystycznej w zakresie wpltywu obecnosci
wariantdw badanego genu na opisywang relacje. Tabele 12 do 15
przedstawiajg analize zalezno$ci pomiedzy poszczegolnymi polimorfizmami

genu GR a parametrami gospodarki lipidowej w badanej grupie chorych.

Tab. 12 Zwigzek rodzaju polimorfizmu N363S ze stezeniem cholesterolu
catkowitego, LDL , trojglicerydéw oraz HDL w badanej grupie. AA-
homozygota AA polimorfizmu N363S receptora glikokortykosteroidow,
AG- heterozygota AG polimorfizmu N363S receptora

glikokortykosteroidéw.

N=106 Polimorfizm N363S
AA AG p
n=95 n=11
Cholesterol catkowity + SD 191,9+ 35,7 202,6+ 28,6 | p>0,05
[mg/dl]
Cholesterol LDL * SD [mg/dl] 111,8+ 32,2 147,1+ 107,2 | p>0,05
Tréjglicerydy * SD [mg/dl] 119,2+ 56,9 154,91+ 95,7 | p>0,05
Cholesterol HDL * SD [mg/dl] 47,90+ 14,99 | 47,13+18,67 | p>0,05
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Tab. 13 Zwiagzek rodzaju polimorfizmu Bcll ze stezeniem cholesterolu
catkowitego, LDL, tréjglicerydéow oraz HDL w badanej grupie. CC-
homozygota CC polimorfizmu Bcll receptora glikokortykosteroidow, CG-
heterozygota CG polimorfizmu Bcll receptora glikokortykosteroidow,

GG- homozygota GG polimorfizmu Bcll receptora glikokortykosteroidow.

N=106 Polimorfizm Bcll
cC CG GG p
n=27 n=64 n=15
Cholesterol 182,2+ 34,6 | 197,6+ 36,1 | 192,7+ 29,1 | p>0,05
catkowity £ SD
[mg/dl]
Cholesterol LDL * 101,8+ 29,7 | 121,94+ 54,1 | 112,6+ 25,5 | p>0,05
SD [mg/dl]
Trojglicerydy £ SD 107,1+ 43,3 | 131,21+ 70,7 | 116,3+ 48,8 | p>0,05
[mg/dl]
Cholesterol HDL * 46,9+ 16,0 47,8+ 5,5 49,3+ 3,8 | p>0,05
SD [mg/dl]

Tab. 14 Zwigzek rodzaju polimorfizmu ER22/23EK ze stezeniem
cholesterolu catkowitego, LDL, tréjglicerydow oraz HDL w badanej
grupie. GG- homozygota GG polimorfizmu ER22/23EK receptora
glikokortykosteroidow, GA- heterozygota GA polimorfizmu ER22/23EK

receptora glikokortykosteroidow.

N=106 Polimorfizm ER22/23EK
GG GA p
n=99 n=7
Cholesterol catkowity + SD 193,91 34,7 180+ 41,5 p>0,05
[mg/dl]
Cholesterol LDL * SD 116,6+ 46,9 99,5+ 33,6 p>0,05
[mg/dl]
Tréjglicerydy * SD [mg/dl] 123,1+ 62,9 120,8+ 58,8 p>0,05
Cholesterol HDL * SD 48,1+ 15,5 44,1+ 12,1 p>0,05
[mg/dl]
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Analiza stezenia LDL w grupie badanej przeprowadzona przy pomocy testu
Manna-Whitneya ujawnita, ze chore z wariantem AG polimorfizmu A3669G
genu GR posiadajg istotnie statystycznie nizsze stezenie cholesterolu frakciji
LDL niz chore z wariantem AA i GG — rycina 2, natomiast nie wykazano tej

istotnosci dla pozostatych badanych polimorfizméw.

Tab. 15 Zwigzek rodzaju polimorfizmu A3669G ze stezeniem cholesterolu
catkowitego, LDL, tréjglicerydow oraz HDL w badanej grupie. AA-
homozygota AA polimorfizmu A3669G receptora glikokortykosteroidow,
AG- heterozygota AG polimorfizmu A3669G receptora
glikokortykosteroidow, GG- homozygota GG polimorfizmu A3669G

receptora glikokortykosteroidow.

N=106 Polimorfizm A3669G
AA AG GG p
n=71 n=26 n=9
Cholesterol 196,5+ 37,2 | 182,6% 30,2 195,3+ 28,2 p>0,05
catkowity * SD
[mg/dl]

Cholesterol LDL * 121,7£51,8 | 97,7+ 28,7 117,5+ 23,8 p<0,05
SD [mg/dl]

Trojglicerydy £+ SD | 126,9+ 66,9 | 114,0+ 50,4 117,1+ 60 p>0,05
[mg/dl]

Cholesterol HDL * | 47,17+15,39 | 48,87+16,18 50,0 £13,19 p>0,05
SD [mg/dl]
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Ryc . 13 Srednie stezenie frakcji LDL cholesterolu u pacjentek z
polimorfizmem A3669G( p<0,05).

Pacjentki z wariantem AG polimorfizmu GR N363S charakteryzowaty sie
istotnie statystycznie wiekszg czestoscig wystepowania jakichkolwiek
zaburzen gospodarki lipidowej (hipercholesterolemii, hiperlipidemii mieszanej,

hipertrojglicerydemii) w poréwnaniu do pacjentek z wariantem AA (p= 0,0457).
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Zaburzenia lipidowe
hiperlipidemia mieszana, hipercholesterolemia,
hipertréjglicerydemia

B Wariant AA N363S ® Wariant AG N363S

Ryc. 14 Zaburzenia lipidowe u pacjentek z polimorfizmami AA i AG
N363S w badanej grupie. Wartos¢ p= 0,0457 z testu Fisher-Freeman-

Halton’a.

Analizujgc rowniez czestos¢ wystepowania zaburzen metabolicznych u
pacjentek z grupy badanej z polimorfizmem ER22/23EK stwierdzono, iz
kobiety z wariantem GG tego polimorfizmu charakteryzowaty sie czestszym
wystepowaniem hipercholesterolemii, hiperlipidemii mieszanej, czy tez

hipertriglicerydemii (98%) w poréwnaniu do badanych z wariantem GA.

4.4 Zaburzenia gospodarki weglowodanowej.

4.4.1 Glikemia na czczo orazw 120 minucie OGTT.
U kazdej z pacjentek przeprowadzono test doustnego obcigzenia 75g glukozy
(OGTT). Nie wykazano wptywu obecnosci badanych polimorfizméw genu
receptora glikokortykosteroidéw na stezenie glukozy na czczo i w 120 minucie.
Wykonanie testu OGTT pozwolito rozpozna¢ cukrzyce typu 2 u 3 0sob, u
kolejnych 24 osob zdiagnozowano nieprawidtowg tolerancje glukozy, natomiast

liczba pacjentek z nieprawidtowg glikemig na czczo wyniosta 11.
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Zaburzenia gospodarki weglowodanowej
n=106

B NGT WmIFG WIGT mDM

Ryc. 15 Zaburzenia gospodarki weglowodanowej w badanej grupie. NGT-
prawidiowa tolerancja glukozy, IFG- nieprawidfowa glikemia na czczo,

IGT- nieprawidtowa tolerancja glukozy, DM- cukrzyca typu 2.

Wartosci $rednie, minimalne i maksymalne stezenia glukozy na czczo, w 120

minucie w badanej grupie podano w tabeli 16.

Tab. 16 Wartosci Srednie *SD, minimalne i maksymalne stezenia glukozy

na czczo, w 120 minucie w badanej grupie.

N=106 Srednia Odchylenie Minimum | Maksimum
standardowe
Glukoza na 91,8 11,5 71,0 139,0
czczo [mg/dl]
Glukozaw 120 121,2 34,3 57,0 287,0
min. OGTT
[mg/dl]

Tabele od 17 do 20 przedstawiajg analize zaleznosci analizowanych
parametréw gospodarki weglowodanowej do poszczegolnych badanych

polimorfizméw genu GR.
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Tab. 17 Zwigzek rodzaju polimorfizmu N363S ze stezeniem glukozy na

czczo oraz w 120 minucie OGTT w badanej grupie. AA- homozygota AA

polimorfizmu N363S receptora glikokortykosteroidow, AG- heterozygota

AG polimorfizmu N363S receptora glikokortykosteroidoéw.

N=106 Polimorfizm N363S
AA AG Y
n=95 n=93
Glukoza na czczo 92,2+ 11,8 87,9+ 6,9 p>0,05
*+ SD [mg/dl]
Glukozaw 120 121,11+ 35,2 121,2+ 26,4 p>0,05
min. OGTT * SD
[mg/dl]

Tab. 18 Zwiazek rodzaju polimorfizmu Bcll ze stezeniem glukozy na

czczo oraz w 120 minucie OGTT w badanej grupie. CC- homozygota CC

polimorfizmu Bcll receptora glikokortykosteroidow, CG- heterozygota

CG polimorfizmu Bcll receptora glikokortykosteroidéow, GG- homozygota

GG polimorfizmu Bcll receptora glikokortykosteroidow.

N=106 Polimorfizm Bcll
CC CG GG p
n=27 n=64 n=15
Glukoza na czczo 89,3+ 9,7 92,2+11,6 | 941+13,7 p>0,05
+ SD [mg/dl]
Glukozaw 120 125,81 27,2 | 119,5+ 36,7 | 119,8+ 36,4 | p>0,05
min. OGTT * SD
[mg/dl]
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Tab. 19 Zwigzek rodzaju polimorfizmu ER22/23EK ze stezeniem glukozy
na czczo oraz w 120 minucie OGTT w badanej grupie. GG- homozygota
GG polimorfizmu ER22/23EK receptora glikokortykosteroidow, GA-

heterozygota GA polimorfizmu ER22/23EK receptora
glikokortykosteroidow.
N=106 Polimorfizm ER22/23EK
GG GA p
n=99 n=7
Glukoza na czczo 91,5+ 11,6 94,8+ 9,2 p>0,05
+ SD [mg/dl]
Glukoza w 120 120,7+ 34,7 127,5+ 28,8 p>0,05
min. OGTT * SD
[mg/dl]

Tab. 20 Zwigzek rodzaju polimorfizmu A3669G ze stezeniem glukozy na
czczo oraz w 120 minucie OGTT w badanej grupie. AA- homozygota AA
polimorfizmu  A3669G receptora glikokortykosteroidow, AG-
heterozygota AG polimorfizmu A3669G receptora glikokortykosteroidow,
GG- homozygota GG polimorfizmu A3669G receptora

glikokortykosteroidow.
N=106 Polimorfizm A3669G
AA AG GG p
n=71 n=26 n=9

Glukoza na czczo 90,5+ 11,4 93,1+ 8,8 97,2+ 17 1 p>0,05
+ SD [mg/dl]

Glukozaw 120 120,5+ 34,7 | 120,4+ 30,6 | 128,3+ 43,3 | p>0,05
min.x SD [mg/dl]
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4.4.2 Insulinanaczczo, w 2 godzinie OGTT, HOMA-IR oraz rezerwa
insulinowa

Wartosci srednie, minimalne i maksymalne stezenia insuliny na czczo, w 120
minucie, HOMA-IR, rezerwy insulinowej w grupie badanej pokazano w tabeli
21. Ocene czynnosci komorek beta wysp trzustkowych dokonano oznaczajgc
stezenie insuliny na czczo oraz w 120 minucie po spozyciu 75g glukozy. Nie
wykazano wptywu obecnosci badanych polimorfizméw genu receptora
glikokortykosteroidow na stezenie insuliny na czczo ani w 2 godzinie po OGTT.
Rezerwe insulinowg wysp beta trzustki oceniano analizujgc réznice w stezeniu
insuliny w tescie obcigzenia glukozg przed i po 120 minutach od podania
glukozy. Nie wykazano wptywu obecnosci badanych polimorfizméw genu
receptora glikokortykosteroidow na wartosci rezerwy insulinowej (tab. 22 do
25).

Tab. 21 Wartosci srednie *SD, minimalne i maksymalne stezenia insuliny

na czczo, w 120 minucie, HOMA-IR, rezerwy insulinowej w grupie

badanej
N=106 Srednie | Odchylenie Minimum | Maksimum
standardowe
Insulina na czczo 14,9 11,5 3,1 82,0
[uU/ml]
Insulinaw 120 min. 75,7 61,0 5,9 3495
OGTT [uU/ml]
HOMA IR [mg/dl x 3,5 34 0,64 26,7
uU/mlij
Rezerwa 62,3 56,2 0,0 323,1
insulinowa [pU/ml]
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Tab. 22 Zwigzek rodzaju polimorfizmu N363S ze stezeniem insuliny na
czczo, w 120 minucie po OGTT, HOMA IR, rezerwg insulinowa w badanej
grupie. AA- homozygota AA polimorfizmu N363S receptora
glikokortykosteroidow, AG- heterozygota AG polimorfizmu N363S

receptora glikokortykosteroidow.

N=106 Polimorfizm N363S
AA AG p
n=95 n=11
Insulina na czczo * SD [uU/ml] 14,9+ 11,9 15,6+ 7,1 p>0,05
Insulina w 120 min. OGTT * SD 75,2+ 61,3 79,7£60,6 | p>0,05
[pU/ml]
HOMA IR * SD [mg/dIl x pU/ml] 3,5+ 3,6 3,4+ 1,7 p>0,05
Rezerwa insulinowa * SD 62,2+ 56,6 64,1+ 55,1 p>0,05
[pU/ml]

Tab. 23 Zwigzek rodzaju polimorfizmu Bcll ze stezeniem insuliny na
czczo, w 120 minucie po OGTT, HOMA IR, rezerwg insulinowa w badanej
grupie. CC- homozygota CC polimorfizmu Bcll receptora
glikokortykosteroidow, CG- heterozygota CG polimorfizmu Bcll receptora
glikokortykosteroidow, GG- homozygota GG polimorfizmu Bcll

receptora glikokortykosteroidow.

N=106 Polimorfizm Bcll
CC CG GG p
n=27 n=64 n=15
Insulina na czczo £ SD 14,2+ 6,9 14,5+ 11 18,1+ 18,4 | p>0,05
[nU/mli]
Insulinaw 120 min. 86,5+ 76,9 | 70,6+ 52,9 | 77,9+ 63,1 | p>0,05
OGTT £ SD [uU/ml]

HOMA IR * SD [mg/dI x 3,2+ 1,8 3,4+ 3 4,6+6,3 | p>0,05
pU/ml]
Rezerwa insulinowa * SD | 72,7+ 72,7 | 58,3+ 49,5 | 60,8+ 50,8 | p>0,05
[nU/mli]
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U pacjentek z allelem GG wskaznik insulinooporno$ci HOMA IR byt istotnie
statystycznie mniejszy w porownaniu do kobiet z allelem GA polimorfizmu
ER22/23EK. W odniesieniu do pozostatych polimorfizméw nie stwierdzono

takiej zaleznosci (tab. 24 i rycina 16).

Tab. 24 Zwigzek rodzaju polimorfizmu ER22/23EK ze stezeniem insuliny
na czczo, w 120 minucie po OGTT, HOMA IR, rezerwg insulinowg w
badanej grupie. GG- homozygota GG polimorfizmu ER22/23EK receptora
glikokortykosteroidow, GA- heterozygota GA polimorfizmu ER22/23EK

receptora glikokortyko-steroidowego.

N=106 Polimorfizm
ER22/23EK p

GG GA

n=99 n=7
Insulina na czczo * SD [uU/ml] 14,7+ 11,8 | 17,9£5,2 | p>0,05
Insulinaw 120 min. OGTT * SD 74,6+ 60,9 | 90,9+ 64,7 | p>0,05
[nU/ml]
HOMA IR % SD [mg/dl x uU/ml] 3,5+35 42+1,3 | p<0,05
Rezerwa insulinowa * SD [uU/ml] 61,5+ 55,8 | 74,8+ 64,7 | p>0,05
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o Srednia
[ Srednia+Btad std
T Srednia+Odch.std

HOMA [mg/dl x pU/ml]
D

0 — 1

Homozygota GG Heterozygota GA
ER 22/23EK

Ryc . 16 Srednia warto$é wskaznika HOMA IR u pacjentek w grupie ER22/23
EK. HOMA- IR - wskaznik insulinoopornosci ( p=0,043763).

Tab. 25 Zwigzek rodzaju polimorfizmu A3669G ze stezeniem insuliny na czczo,
w 120 min. po OGTT, HOMA IR, rezerwg insulinowg w badanej grupie. AA-
homozygota AA polimorfizmu A3669G receptora glikokortykosteroidow, AG-
heterozygota AG polimorfizmu A3669G receptora glikokortykosteroidow, GG
homozygota GG polimorfizmu A3669G receptora glikokortykosteroidow.

N=106 Polimorfizm A3669G
AA AG GG p
n=71 n=26 n=9

Insulina na czczo * SD [uU/ml] | 75,1+ 60,4 | 74,5+ 57,8 | 83,2+ 79,5 | p>0,05
Insulina 120 min. OGTT £ SD 75,1+ 60,4 | 74,5+ 57,8 | 83,2+ 79,6 | p>0,05
[uU/ml]

HOMA IR 3,329 3,2+ 1,7 6,4+ 7,7 | p>0,05
+ SD [mg/dl x pU/ml]

Rezerwa insulinowa * SD 63+ 56,2 62+ 55,7 58+ 64,1 | p>0,05
[uU/ml]
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Homozygota GG Heterozygota GA
ER 22/23EK

Ryc. 17 Stezenie insuliny na czczo u pacjentek z polimorfizmem ER22/23 EK.

4.50s przysadkowo-nadnerczowa- kortyzol poranny godzina 8.00,
wieczorny 16.00-18.00 oraz ACTH.

Wartosci srednie, minimalne oraz maksymalne stezenia kortyzolu o
godzinie 8.00 , kortyzolu wieczornego mierzonego w godzinach 16.00-18.00
oraz ACTH u os6b badanych  przedstawiono w tab. 26. Rozktad tych
wartosci w obu grupach miat charakter rozktadu normalnego. Nie wykazano
istotnego wptywu obecnosci badanych polimorfizméw genu receptora
glikokortykosteroidow na stezenie kortyzolu mierzonego w surowicy krwi zylnej
pobranej o godzinie 8 rano, jak rowniez na stezenie kortyzolu w godzinach
wieczornych. Dane te przedstawiono w tabelach 27-30. U czesci pacjentek
przeprowadzono krotki hamowania matg dawkg deksametazonu. Chorym
podawano 1mg deksametazonu o godz. 23.00 oraz oznaczano stezenie
kortyzolu w surowicy na czczo dnia nastepnego o godz. 8.00. Dobowg zbiorke
moczu na kortyzol wykonano u 85 pacjentek, Srednia wartos¢ dobowego
wydalania kortyzolu wynosita: 142,88+ 81,09 nmol/24h, minimalna 20
nmol/24h, a maksymalna 527 nmol/24h. Ze wzgledu na proces rekrutacji
pacjentek (chore pochodzity z wielu osrodkéw) oraz niewielkg liczbe wynikéw

danych tych nie poddano analizie statystycznej.
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Nie stwierdzono
stezenie ACTH.

istotnego statystycznie wptywu polimorfizméw GR na

Tab. 26 Wartosci Srednie *SD, minimalne i maksymalne wartosci
stezenia kortyzolu porannego o0 godzinie 8.00 , kortyzolu wieczornego
(16.00-18.00) oraz ACTH w badanej grupie.

N=106 Srednie Odchylenie | Minimum | Maksimum
standardowe
Kortyzol poranny
godzina 8.00 [nmol/l] 481,1 214,7 118 1184
Kortyzol godzina
16.00- 18.00 [nmol/I] 481,1 140,7 3,19 675
ACTH [pg/ml] 30,1 33,26 2,1 264,4

Tab. 27 Zwigzek rodzaju polimorfizmu N363S ze stezeniem kortyzolu
porannego o0 godzinie 8.00, kortyzolu wieczornego (16.00-18.00) oraz

ACTH. AA- homozygota AA polimorfizmu N363S receptora
glikokortykosteroidow, AG- heterozygota AG polimorfizmu N363S
receptora glikokortykosteroidow.
N=106 Polimorfizm N363S
AA AG p
n=95 n=11
Kortyzol poranny godzina 477,4+214 .4 512,6+225,2 | p>0,05
8.00 = SD [nmol/l]
Kortyzol godzina 16.00- 233,5+126,4 306,4+224,2 | p>0,05
18.00 = SD [nmol/l]
ACTH £ SD [pg/ml] 30,8+35,1 24,5+7,8 p>0,05
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Tab. 28 Zwiagzek rodzaju polimorfizmu Bcll ze stezeniem kortyzolu

porannego o0 godzinie 8.00 , kortyzolu wieczornego (16.00-18.00) oraz

ACTH w badanej

grupie. CC- homozygota CC polimorfizmu Bcll

receptora glikokortykosteroidow, CG- heterozygota CG polimorfizmu Bcll

receptora glikokortykosteroidéow, GG- homozygota GG polimorfizmu Bcll

receptora glikokortykosteroidow.

N=106 Polimorfizm Bcll

CC CG GG p
n=27 n=64 n=15

Kortyzol poranny 486,6+236,4 | 456,3+£205,1 | 575,4+200 | p>0,05

godzina 8.00 * SD

[nmol/l]

Kortyzol godzina 225,5£135,9 | 249+150,7 | 245,1£119,4 | p>0,05

16.00- 18.00x SD

[nmol/l]

ACTH £ SD [pg/ml] 29,6+29,6 29,9+37,3 31,31£26,2 p>0,05

Tab. 29 Zwigzek rodzaju polimorfizmu ER22/23EK ze stezeniem kortyzolu

porannego o0 godzinie 8.00 , kortyzolu wieczornego (16.00-18.00) oraz

ACTH w badanej grupie. GG- homozygota GG polimorfizmu ER22/23EK
receptora glikokortykosteroidéw, GA- heterozygota GA polimorfizmu
ER22/23EK receptora glikokortykosteroidow.

N=106 Polimorfizm ER22/23EK
GG GA p
n=99 n=7
Kortyzol poranny godzina 488,3+217,5 379,8+146,3 p>0,05
8.00 = SD [nmol/l]
Kortyzol godzina 16.00- 244+142,7 212,1£118,9 p>0,05
18.00% SD [nmol/I]
ACTH % SD [pg/ml] 31,1£34,4 17,617,7 p>0,05
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Tab. 30 Zwiagzek rodzaju polimorfizmu A3669G ze stezeniem kortyzolu
porannego o0 godzinie 8.00 , kortyzolu wieczornego (16.00-18.00) oraz
ACTH w badanej grupie. AA- homozygota AA polimorfizmu A3669G
receptora glikokortykosteroidow, AG- heterozygota AG polimorfizmu
A3669G receptora glikokortykosteroidow, GG- homozygota GG
polimorfizmu A3669G receptora glikokortykosteroidow.

N=106 Polimorfizm A3669G

AA AG GG p
n=71 n=26 n=9

Kortyzol poranny 501,1+230,6 | 454,2+154,5 | 403,3+230,6 | p>0,05

godzina 8.00 * SD

[nmol/l]

Kortyzol godzina 2461£142,8 | 234,8+149,8 | 228,3+107,2 | p>0,05

16.00- 18.00x SD

[nmol/l]

ACTH £ SD [pg/ml] 32,7+£39,2 26,2+18,4 21,748,6 | p>0,05

4.6 Biatko C-reaktywne

Srednie stezenie biatka C-reaktywnego ocenianego metodg wysokoczutg
wynosito w badanej grupie 6,336+ 3,575 mg/l. Rozkfad tych wartosci w obu
grupach miat charakter rozktadu normalnego. Nie wykazano wptywu
obecnosci badanych polimorfizméw genu receptora glikokortykosteroidow na
stezenie biatka C-reaktywnego (szczegotowe dane zawarto w tabelach: 32-
35).

Tab. 31 Wartosci srednie +tSD, minimalne i maksymalne stezenia hsCRP

w badanej grupie. hsCRP- biatko C-reaktywne oceniane metoda

wysokoczufg.
N=106 Srednie Odchylenie Minimum Maksimum
standardowe
hsCRP [mg/l] 6,33 3,57 0,40 11,00
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Tab. 32 Zwigzek rodzaju polimorfizmu N363S ze stezeniem hsCRP. AA-
homozygota AA polimorfizmu N363S receptora glikokortykosteroidow,

AG- heterozygota AG polimorfizmu N363S receptora
glikokortykosteroidow, hsCRP- biatko C-reaktywne oceniane metoda
wysokoczuig.
N=106 Polimorfizm N363S
AA AG p
n=95 n=11
hsCRP * SD [mg/I] 6,3+3,5 6,3+3,9 p>0,05

Tab. 33 Zwigzek rodzaju polimorfizmu Bcll ze stezeniem hsCRP w

grupie. CC- homozygota CC polimorfizmu Bcll receptora

badanej
glikokortykosteroidow, CG- heterozygota CG polimorfizmu Bcll receptora
glikokortykosteroidow, GG- homozygota GG polimorfizmu Bcll receptora

glikokortykosteroidow, hsCRP- biatko C-reaktywne oceniane metodg

wysokoczuig.
N=106 Polimorfizm Bcll
CC CG GG p
n=27 n=64 n=15
hsCRP * SD [mg/I] 6,314,1 6,213,2 6,7+3,8 p>0,05

Tab. 34 Zwiazek rodzaju polimorfizmu ER22/23EK ze stezeniem hsCRP w
badanej grupie. GG- homozygota GG polimorfizmu ER22/23EK receptora
glikokortykosteroidow, GA- heterozygota GA polimorfizmu ER22/23EK
receptora glikokortykosteroidow hsCRP- biatko C-reaktywne oceniane

metoda wysokoczuftg.

N=106 Polimorfizm ER22/23EK
GG GA p
n=99 n=7
hsCRP * SD [mg/I] 6,3+3,5 6,213,9 p>0,05
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Tab. 35 Zwigzek rodzaju polimorfizmu A3669G ze stezeniem hsCRP w
badanej grupie. AA- homozygota AA polimorfizmu A3669G receptora
glikokortykosteroidéw, AG- heterozygota AG polimorfizmu A3669G
receptora glikokortykosteroidow, GG- homozygota GG polimorfizmu
A3669G receptora glikokortykosteroidow, hsCRP- biatko C-reaktywne

oceniane metodg wysokoczufg.

N=106 Polimorfizm A3669G
AA AG GG p
n=71 n=26 n=9
hsCRP * SD [mg/I] 6,5+ 3,4 5,613,7 6,913,9 p>0,05

4.7 Sklad masy ciata- tkanka tluszczowa, zawartos¢ wody

pozakomdrkowej w organizmie

Wartosci srednie £SD, minimalne i maksymalne wartosci zawartosci ttuszczu w
organizmie, ECW oraz FFM w badanej grupie przedstawia tabela 36. Rozktad
tych warto$ci w obu grupach miat charakter rozktadu normalnego.

Analiza $redniej procentowej zawartosci tluszczu w grupie badanej
przeprowadzona przy pomocy t-testu ujawnita, ze chore z wariantem AA
polimorfizmu N363S genu GR charakteryzujg sie mniejszg zawartoscig
ttuszczu w organizmie w poréwnaniu do pacjentek z wariantem AG, natomiast
nie wykazano tej istotnosci dla pozostatych badanych polimorfizméw. Nie
stwierdzono wplywu obecnosci badanych polimorfizméw genu receptora na
procentowg zawartos¢ wody pozakomorkowej w organizmie w grupie badanej.

Szczegdtowe dane przedstawiono w tabelach: 37-40.
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Tab. 36 Wartosci Srednie *SD, minimalne i maksymalne wartosci

zawartosci tluszczu w organizmie,

ECW oraz FFM w badanej grupie.

ECW- Extra- cellular body water - woda pozakomodrkowa, FFM- Fat - Free

Mass, masa beztluszczowa

N=106 Srednie Odchylenie Minimum Maksimum
standardowe
% tluszczu 44,82 4,81 36,30 56,90
ECW [%] 44,82 6,82 33,9 71,6
FFM [kg] 55,5 5,09 40,2 65,50

Tab. 37 Zwiazek rodzaju polimorfizmu N363S z zawartosScig tluszczu w
organizmie, ECW oraz FFM w badanej grupie. AA- homozygota AA
polimorfizmu N363S receptora glikokortykosteroidow, AG- heterozygota
AG polimorfizmu N363S receptora glikokortykosteroidéw, ECW- Extra-
cellular body water - woda pozakomérkowa, FFM- Fat Free Mass, masa

beztluszczowa
N=106 Polimorfizm N363S
AA AG p
n=95 n=11
% ttuszczu * SD 44,4+4.8 47,5+4,05 p<0,05
ECW [%]% SD 51,95+7,1 50+4,1 p>0,05
FFM [kg] 54,78 + 7,09 53,26364 +4,26 p>0,05
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Tab. 38 Zwigzek rodzaju polimorfizmu Bcll z zawartoscia tluszczu w
organizmie, ECW oraz FFM w badanej grupie. CC- homozygota CC
polimorfizmu Bcll receptora glikokortykosteroidéw, CG- heterozygota CG
polimorfizmu Bcll receptora glikokortykosteroidéw, GG- homozygota GG
polimorfizmu Bcll receptora glikokortykosteroidow, ECW- Extra- cellular
body water - woda pozakomodrkowa, FFM- Fat - Free Mass, masa

bezttuszczowa
N=106 Polimorfizm Bcll
CC CG GG p
n=27 n=64 n=15
% ttuszczu * SD 46,1+5,6 44,8+4,5 42,414 4 p>0,05
ECW [%]% SD 5116,2 52+7,2 50,615,7 p>0,05
FFM [kg] 54,77+ 5,5 55,8+ 4,2 55,40+ 7,2 p>0,05

Tab. 39 Zwiazek rodzaju polimorfizmu ER22/23EK z zawartosScig tluszczu
w organizmie, ECW oraz FFM w badanej grupie. GG- homozygota GG

polimorfizmu  ER22/23EK receptora glikokortykosteroidow, GA-
heterozygota GA polimorfizmu ER22/23EK receptora
glikokortykosteroidéw, ECW- Extra- cellular body water - woda
pozakomoérkowa, FFM- Fat - Free Mass, masa beztfuszczowa
N=106 Polimorfizm ER22/23EK
GG GA p
n=99 n=7
% ttuszczu £ SD 44 7+4.8 47 4+4 1 p>0,05
ECW [%]+ SD 51,917 49,3+2,6 p>0,05
FFM [kg] 55,7+ 5,1 51,8 £ 3,1 p>0,05

W badaniach wykazano, iz chore z wariantem GG polimorfizmu ER 22/23EK

charakteryzujg sie

tendencjg do nieco wiekszej zawartosci bezttuszczowej

masy ciata w poroéwnaniu do pacjentek z allelem GA, jednak w szczegdtowe;j

analizie statystycznej

(p=0,09).

warto§¢ p nie osiggnefa
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Tab. 40 Zwigzek rodzaju polimorfizmu A3669G z zawartoscig tluszczu w
organizmie, ECW oraz FFM w badane] grupie. AA- homozygota AA
polimorfizmu A3669G receptora glikokortykosteroidéw, AG- heterozygota
AG polimorfizmu A3669G receptora glikokortykosteroidow, GG-
homozygota GG polimorfizmu A3669G receptora glikokorty kosteroidow,
ECW- Extra- cellular body water - woda pozakomodrkowa, FFM- Fat - Free

Mass, masa beztluszczowa

N=106 Polimorfizm A3669G
AA AG GG p
n=71 n=26 n=9
% ttuszczu * SD 44,75 45,1141 48,5+3,7 p>0,05
ECW [%]% SD 52,1+6,9 51,4157 43,61£13,7 p>0,05
FFM [kg] 55,9449 56,0+4,04 46,7+4,5 p<0,05

U 77 pacjentek analiza sktadu masy ciata metodg bioimpedancji wykazata
Srednig wartos¢ bezttuszczowej masy ciata na poziomie 55,5 + 5,0kg
(minimum: 40,2 kg, maksimum 65,5 kg). W analizie statystycznej wykazano, ze
chore z wariantem AG oraz AA polimorfizmu A3669G genu GR
charakteryzowaty sie istotnie wiekszg bezttuszczowg masg ciata w poréwnaniu
do pacjentek z wariantem GG. Nie wykazano tej istotnosci dla pozostatych

badanych polimorfizméw (tabela 40 i ryc. 18).
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A3669G
Ryc. 18 Beztluszczowa masa ciata (FFM) u pacjentek z polimorfizmem

A3669G. p<0,05 z analizy wariancji ANOVA

4.8 Moment pojawienia sie otylosci
W badanej grupie u 3 (2,83%) pacjentek otytoS¢ pojawita sie w wieku
dzieciecym, u kolejnych 61(57,55%) w okresie pokwitaniowym, natomiast

pozostate 42 (39,62%) pacjentki rozwinety nadmierng mase ciata po cigzy.

Moment pojawienia sie otytosci

3%

B dziecinstwo- 3
M okres pokwitaniowy- 61

M po cigzy - 42

Ryc. 19 Moment pojawienia sie otyfosci w badanej grupie.
Nie wykazano wptywu polimorfizméw genu GR na moment pojawienia sie

otytosci.
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4.9  Zespot policystycznych jajnikow

W badanej grupie zespdt policystycznych jajnikbw rozpoznano u 32
pacjentek. Schorzenie to stwierdzano w badanej grupie istotnie czesciej u
pacjentek z wariantem CC i GG polimorfizmu Bcll genu GR niz u chorych z
wariantem CG. Wyliczony iloraz szans (OR) dla kobiet z polimorfizmem CC i
GG wynosit 5,94 (przedziat ufnosci PU 2,37-14,86). Wykazano réwniez
wiekszg czestos¢ wystepowania PCO u pacjentek z wariantem AG
polimorfizmu N363S w poréwnaniu do badanych z wariantem AA-rycina (OR
4,9, p<0,05). Nie wykazano tej istotnosci dla pozostatych badanych (ryciny 20 i
21).

PCO

60,00%

50,00% -

40,00% -

30,00% -

20,00% -

10,00% -

0,00% -
BCLI CC BCLI CG BCLI GG

Ryc. 20 Wystepowanie zespofu policystycznych jajnikéw u pacjentek z

poszczegdblnymi wariantami polimorfizmu Bcll genu GR (p<0,05)
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PCO

70,00%

60,00%

50,00%

40,00%

30,00%

20,00% -

10,00% -

0,00% -

homozygota AA heterozygota AG

Ryc. 21 Wystepowanie zespofu policystycznych jajnikéw u pacjentek z
poszczegdlnymi wariantami polimorfizmu N363S genu GR (test 2-stronny
p<0,05).

4.10 Cisnienie tetnicze
W analizowanej grupie Srednia wartos¢ cisnienia tetniczego wynosita 128 + 18,6.
U 21 pacjentek podczas pomiaru cisnienia tetniczego jego spoczynkowa warto$¢
przekraczata 140/90 mmHg. Nie stwierdzono zwigzku badanych polimorfizméw z
poziomem ci$nienia tetniczego (p>0,05).

Badana grupa
(n=106)

B Nadcisnienie tetnicze

M Prawidtowe cisnienie
tetnicze

Ryc. 22 Czestos¢ wystepowania nadcis$nienia tetniczego w badanej grupie.
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5. DYSKUSJA

Glikokortykosteroidy zawdzieczajg swojg nazwe udziatowi w procesach
przemian biatek i ttuszczéw w glukoze podczas indukowanego stresem pobudzenia
osi przysadkowo-podwzgorzowej [68]. Hormony te oddziatywujg na kazdg komorke
organizmu i wplyw ten odbywa sie poprzez receptor jgdrowy [30].
Glikokortykosteroidy regulujg ekspresje prawie 10% gendéw w naszym organizmie
[69]. Sg one kluczowymi regulatorami homeostazy i przygotowujg organizm na
fizyczny i psychiczny stres [70], sg tez istotnymi regulatorami procesow
odpornosciowych i zapalnych. Nadmiar hormondéw sterydowych prowadzi do
nieprawidtowego rozmieszczenia tkanki ttuszczowej ze szczegolnie
charakterystycznym depozytem w obrebie tutowia, twarzy i karku. Nadmierny
katabolizm biatek prowadzi do zanikbw miesniowych i osfabienia, pojawia sie
hiperglikemia, oporno$¢ na insuline i cukrzyca a takze nadcisnienie tetnicze,
hipercholesterolemia, inne zaburzenia lipidowe i retencja wody. Czesto wystepuje
osteoporoza, zaburzenia miesigczkowania, pojawiajg sie zaburzenia mechanizmow
odpornosciowych oraz skionno$¢ do depresji a takze zaburzenia funkgciji
poznawczych [18, 69, 71].

Poza ewidentng hiperkortyzolemig wptyw na wzrost ryzyka pojawienia sie
wyzej wymienionych chorob ma takze wrazliwos¢ samego receptora na
glikokortykosteroidy. Stopien wrazliwosci receptora GR moze by¢ uwarunkowany
obecnoscig rzadkich mutacji punktowych, delecji lub tez polimorfizméw genu GR,
ktore wptywajg na koncentracje receptora wewnatrz komérki oraz jego biologiczng
aktywnosé¢ [72, 73, 74]. Ma to szczegdllne znaczenie nie tylko w patogenezie wielu
choréb, ale takze przy podejmowaniu decyzji dotyczgcych skutecznych terapii.
Jednym z przyktaddéw réznej reakcji na glikokortykosteroidy jest wrazliwos¢ na
leczenie sterydami w ostrej biataczce limfoblastycznej. Glikokortykosteroidy nasilajg
apoptoze limfocytdow, co hamuje ich rozplem, ale czes¢ chorych wykazuje opornosé
na leki sterydowe i nie odpowiada na ten sposob leczenia [75]. Do tej pory opisano
okoto 2600 polimorfizméw genu GR (http://www.genecards.org/cgi-
bin/carddisp.pl?gene=NR3C1), przy czym uwaza sie, ze polimorfizmy: N363S, Bcll,
ER22/E23K, A3669G i D401H majg istotny wptyw promujgcy badz chronigcy przed

otytoscig i zespotem metabolicznym [53,76, 77].

56



W niniejszych badaniach skupiono sie nad zwigzkiem polimorfizmow genu GR
z przebiegiem otytosci u mtodych kobiet analizujgc dwa polimorfizmy zwigzane ze
wzrostem wrazliwosci receptora na glikokortykosteroidy stgd sprzyjajgce otytosci
(N363S, Bcll) i dwa, ktére zmniejszajg wrazliwosc receptora (ER22/E23K, A3669G)

w zwigzku z tym powinny mie¢ wptyw na tagodniejszy przebieg schorzenia.

5.1 Polimorfizm N363S genu GR/NR3C1

Koper i wsp. opisat polimorfizm genu GR zlokalizowany w pozycji 1220
(AAT>AGT) w kodonie 363 powodujgcy zamiane asparaginy na seryne (N363S) w
obrebie domeny transaktywacyjnej receptora. Obecno$¢ seryny w tym miejscu moze
prowadzi¢ do zwiekszonej fosforylacji biatka i w konsekwencji do zwiekszonej
aktywnosci receptora. [78,79]. Czesto$s¢ wystepowania tego polimorfizmu w
populacjach europejskich wynosi od 2,3 do 9,3% [40, 41, 42, 44, 46, 80, 81, 82].
Czesto$¢ wystepowania tego polimorfizmu w populacji polskiej oscyluje okoto 10%
[83]. W obu badanych w tej pracy grupach czesto$¢ pojawiania sie tego
polimorfizmu byta podobna i wynosita 10,4% w grupie badanej i 7,9% w grupie
kontrolne;.

W opublikowanych do tej pory badaniach wykazano m.in., ze obecnosé¢
polimorfizmu N363S genu GR zwieksza predyspozycje do wyzszej masy ciata a co
za tym idzie takze i BMI. Tego typu zalezno$¢ potwierdzono w badaniach
przeprowadzonych we Wioszech, Francji i w Australii (badajgc Australijczykéw
pochodzenia brytyjskiego), ale nie udowodniono w badaniach wykonywanych w
Danii, Szwecji czy USA [41, 46, 80, 82, 84, 85].

Nosiciele polimorfizmu N363S genu GR mogg takze charakteryzowac¢ sie
zwiekszonym stezeniem cholesterolu we krwi [80].

Wyniki dotychczas przeprowadzonych badan populacyjnych nad zwigzkiem
polimorfizmu N363S genu GR/NR3C1 z otytoscig i zespotem metabolicznym
przedstawiono w tabeli 41.

W badaniach tych poza zaleznoscig masy ciata, BMI oraz hipercholesterolemii od
obecnoéci polimorfizmu N363S, wykazano takze prawdopodobny zwigzek tego
polimorfizmu z obecnoscig innych zaburzen gospodarki lipidowej jak podwyzszony
poziom  tréjglicerydéw, podwyzszony poziom  wspoétczynnika  cholesterol

catkowity/HDL [40, 43, 51]. W jednym z badan zwrdcono takze uwage na wzrost
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wydzielania insuliny u oséb obarczonych tym polimorfizmem, ale w innych badaniach

nie potwierdzono zwigzku z wystepowaniem cukrzycy

zaburzeniami gospodarki weglowodanowej [42, 44].

typu 2 czy

innymi

Zwraca takze uwage odmienna predyspozycja do wyzszego WHR u mezczyzn i

kobiet w zwigzku z obecnoscig polimorfizmu N363S genu GR. Dobson i wsp.

wykazali, ze polimorfizm ten tylko u mezczyzn wigze sie z podwyzszeniem tego

parametru [44].

Tab. 41

genu GR/NR3C1 z otytoScig i zespotem metabolicznym.

Wyniki badan populacyjnych nad zwigzkiem polimorfizmu N363S

Wykazany zwigzek Publikacja
Badana populacja z polimorfizmem N363S
Wzrost wrazliwosci receptora GR, | Huizenga
216 Holendréw (kobiet i zwiekszone wydzielanie insuliny, | 1998 [40]
mezczyzn), 13 heterozygot AG | zwiekszone BMI
124 chorych z nadcisnieniem | Wzrost BMI Lin
tetniczym i 195 os6b bez 1999 [41]
nadci$nienia tetniczego
491 oséb Brak zaleznosci z BMI Halsall
2000 [89]
240 kobiet i 135 mezczyzn Wzrost WHR u mezczyzn, brak
zaleznosci z BMI, zaburzeniami Dobson
lipidowymi [ gospodarkg | 2001[44]
weglowodanowg
284 mezczyzn ze Szwegji Brak zaleznosci z BMI i wrazliwoscig | Rosmond
na glikokortykosteroidy 2001 [45]
741 otytych mezczyzn z Danii i | Brak zaleznosci z BMI, WHR i| Echwald
854 osoby z grupy kontrolnej wzrostem masy ciata 2001 [46]
437 chorych (Anglo-Celtéw) z | Zwigzek z ch.n.s., podwyzszonym
ch.n.s. i 302 osoby z grupy poziomem cholesterolu, triglicerydow, Lin
kontrolnej i wspotczynnika cholesterol | 2003 [43]
catkowity/HDL
951 Anglo-Celtow i Zwigzek z wystepowaniem otytosci i Lin
Europejczykdw z potnocy nadwagi, ale brak zwigzku z | 2003 [42]
nadcisnieniem tetniczym czy

cukrzycg typu 2
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cd. tabeli 41

Badana populacja Wykazany zwigzek Publikacja
z polimorfizmem N363S

185 otytych kobiet i 94 otytych | Zwigzek z wyzszym BMI, w | DiBlasio

mezczyzn potgczeniu z Bcll wieksze stezenie | 2003 [80]
cholesterolu

369 chorych z Francji z Wieksza czesto$¢ nadwagi, wieksze | Roussel

cukrzyca typu 2 BMI u mezczyzn 2003 [82]

142 mezczyzn 153 kobiety Mniejsze ryzyko otytosci w Syed

populacji potudniowo- poréwnaniu z Europejczykami 2004 [47]

azjatyckiej

552 uczestnikdw w wieku Zwigkszone stezenie cholesterolu | Kuningas

powyzej 85 lat LDL oraz trojglicerydow; brak zwigzku | 2006 [51]
z chorobami uktadu sercowo-
naczyniowego.

Wyniki badan wtasnych przeprowadzonych w grupie otytych kobiet w wieku 20-45 lat
wykazaty, ze obecnos¢ rzadszego wariantu AG N363S genu receptora GR sprzyjata
wystepowaniu wyzszej masy ciata i wyzszemu BMI a takze wyzszej zawartosci tkanki
ttuszczowej w organizmie. Czesciej takze w tej grupie pojawiaty sie generalnie ujete
zaburzenia lipidowe o réznorodnym charakterze. Nie wykazano jednak zwigzku
polimorfizmu N363S genu GR =z obwodem brzucha, szczegotowo ujetymi
parametrami gospodarki lipidowej (cholesterol catkowity, cholesterol LDL i HDL oraz
trojglicerydy) a takze z parametrami gospodarki weglowodanowej czy wskaznikiem
insulinoopornosci. Nie stwierdzono takze zwigzku ze stezeniem hsCRP czy ACTH i
kortyzolu we krwi i w moczu. Brak tych korelacji moze by¢ zwigzany z mimo
wszystko matg liczbowo grupg badanych, a by¢ moze takze specyfikg populacji (jako,
ze w pisSmiennictwie wykazywano réznice pomiedzy poszczegolnymi populacjami —
tabela nr 42) i faktem, ze badania byty wykonywane tylko u kobiet (co jak wykazano
moze mieC¢ znaczenie — Roussel 2003) [82]. Nie wykazano korelacji pomiedzy
badanym polimorfizmem a wysokoscig ciSnienia tetniczego krwi, co potwierdza

wyniki dotychczas opublikowane [43, 51].
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5.2  Polimorfizm Bcll

Polimorfizm Bcll jest zwigzany z obecnoscig miejsca restrykcyjnego dla
enzymu restrykcyjnego Bcll po raz pierwszy oczyszczonego z bakterii Bacillus
caldolyticus w 1978 roku [86]. Jego lokalizacja wigze sie z obecnoscig palindromowej
sekwencji nukleotydow: 5’-TGATCA-3’. Polimorfizm ten polega na zamianie cytozyny
na guanine w odlegtosci 646 nukleotydéw od eksonu 2 w intronie B [84]. Czestos¢
wystepowania wariantu Bcll w grupie pochodzacej z populacji polskiej (70 zdrowych
0s0Ob) oceniana jest nastepujgco: GG 13%, CG 47% oraz CC 40% [83]. W grupie
kontrolnej/grupie badanej w niniejszej pracy ksztattuje sie nieco odmiennie tzn. dla
wariantu GG odpowiednio 22,8/14,1%, wariantu CG 45,5/60,4% i dla wariantu CC
31,7/25,5% przy czym cytowana grupa i grupy poddane badaniu w tej pracy sg
ciggle zbyt niewielkimi populacjami do wiarygodnej oceny statystycznej, stad trudno
wyciggac z tych réznic istotne wnioski.

Przeprowadzono do tej pory kilka badan dotyczgcych powigzania tego polimorfizmu z
otytoscig brzuszng i opornoscig na insuline [35, 36].

Wykazano takze, ze osoby homozygotyczne pod wzgledem tego polimorfizmu
posiadajg wyzsze BMI i WHR, wyzsze stezenie leptyny i wyzsze skurczowe cisnienie
tetnicze krwi [87]. Wykazano ten zwigzek dla populacji szwedzkiej, czego np. nie
udowodniono dla polimorfizmu N363S réwniez sprzyjajgcego wzrostowi wrazliwosci
na glikokortykosteroidy [45]. W przeprowadzanych badaniach zwraca takze uwage
fakt czestych roznic w wykazanych zwigzkach pomiedzy polimorfizmem Bcll a
sktadowymi zespotu metabolicznego u kobiet i mezczyzn oraz w réznych grupach
wiekowych [88].

W tabeli 42 zawarto wyniki dotychczasowych badan nad zwigzkiem obecnosci

polimorfizmu Bcll i obecnoscig cech zespotu metabolicznego.
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Tabela42  Wyniki badan populacyjnych nad zwigzkiem polimorfizmu Bcll
genu GR/NR3C1 z otyloscig i zespotem metabolicznym.
Badana populacja Wykazany zwigzek Publikacja
z polimorfizmem Bcll
56 otytychkobiet i43 Hiperinsulinemia u otylych, bez Weaver
kobiety z prawidlowym BMI | zwigzku z otyto$cig 1992 [36]
w okresie
przedmenopauzalnym
80 otytych rodzin Tendencja do otytosci Clément
1996[90]
79 mezczyzn i 73 kobiety Zwiekszona ilos¢ ttuszczu Buemann
trzewnego homozygot z 1997 [35]
prawidtowym BMI, bez zwigzku z
nadwagg u homozygot
64 mezczyzn Bez zwigzku z BMI Panarelli
1998 [91]
284 Szwedow Wyzsze BMI, WHR, zwigkszone Rosmond
stezenie leptyny 2000 [87]
12 monozygotycznych par | Zwiekszona masa ciata, zwiekszona Ukkola
bliznigt zawartos¢ tluszczu trzewnego i 2001 [92]
cholesterolu w odpowiedzi na diete
bogatokaloryczng
322 mezczyzn, 420 kobiet Zwiekszona zawartos¢ tluszczu Ukkola
trzewnego 2001 [34]
185 otytych kobiet, 94 | W potgczeniu z polimorfizmem Di Blasio
otytych mezczyzn N363S wieksze stezenie 2003 [80]
cholesterolu i tendencja do
wyzszego cisnienia tetniczego
3 grupy pacjentdw w | Mniejsze BMI, tendencja do| van Rossum
zaawansowanym wieku- | mniejszej beztluszczowej masy 2003 [84]
grupa 1: 197 mezczyzn i | ciala, bez zwigzku z zawartoscig
kobiet, grupa 2 1963 | ttuszczu u nosicieli allelu G
mezczyzn i kobiet, grupa 3:
400 mezczyzn
563 Holendréw powyzej 85 | Bez  zwigzku ze stezeniem Kuningas
roku zycia kortyzolu, CRP, HDL, LDL, 2006 [51]
trojglicerydow oraz HbA1c
325 mezczyzn Wieksze stezenie insuliny na czczo, Syed
insulinooporno$¢ u mezczyzn 2008 [39]
284 pacjentéw w wieku W populacji mitodszych pacjentéw Voorhoeve
miedzy 13 a 36 rokiem allel G zwigzany z wiekszg masa 2009 [88]
zycia oraz 235 pacjentdw w | ciata, zawarto$cig ttuszczu w
wieku od 8-14 lat organizmie, wyzszym BMI, bez
zwigzku w starszej grupie
1228 pacjentéw Wieksza zawartos¢ tluszczu w Geelen
organizmie oraz wiekszy wskaznik 2013 [93]

insulinoopornosci HOMA-IR u

homozygot GG
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W badaniach wiasnych obecnos¢ polimorfizmu Bcll zarébwno w formie
heterozygotycznej jak i homozygotycznej nie wigzata sie szczegdlnie z zadnymi
parametrami typu: masa i sktad masy ciata czy gospodarki lipidowej i
weglowodanowej. Nie miata tez wptywu na wskazniki insulinoopornosci czy stezenie
ACTH i kortyzolu we krwi. By¢é moze wigze sie to z faktem, ze grupa badana liczyta
tylko 106 oséb lub tez wigze sie to z odmienng charakterystykg genetyczng populaciji,
z ktorej pochodzita ta grupa. Brak zwigzku polimorfizmu Bcll z BMI, stezeniem
kortyzolu czy parametrami gospodarki lipidowej opisywali tez inni badacze [51, 91].
Van Rossum i wsp. stwierdzili wrecz, ze nosiciele allelu G majg tendencje do

nizszego BMI, ale i do nizszej bezttuszczowej masy ciata [84].

5.3 Polimorfizm ER22/23EK

Polimorfizm ten, skutkujgcy zamiang argininy na lizyne w pozycji 200
receptora GR, wystepuje stosunkowo rzadko. W niniejszej pracy czestos¢ ta u kobiet
w grupie kontrolnej wynosita 3% a w grupie badanej 6,6%. W populacji badanej przez
Koeijvaetes i wsp. czesto$¢ wystepowania heterozygot ER22/23EK wynosita 7% u
kobiet i 8,4 % u mezczyzn. Mezczyzni, u ktorych wystepowat wariant polimorficzny
genu GR byli wyzsi i smuklejsi, ale nie dotyczyto to kobiet [94]. Dlaczego
wystepowata ta réznica fenotypowa u obu ptci? Do tej pory nie zostato to wyjasnione.
Podejrzewa sie, ze wysoki poziom krgzgcych estrogenéw u kobiet niweluje
pozytywny wptyw tego polimorfizmu na reakcje receptora GR na sterydy [49]. W
badaniach prowadzonych przez van Rossum i wsp. stwierdzono, ze nie ma réznic w
stezeniu kortyzolu pomiedzy nosicielami polimorfizmu ER22/23EK a osobami, u
ktdrych wystepuje typ dziki, natomiast istniata wyrazna réznica w stezeniu kortyzolu
w tescie z deksametazonem, kiedy to nosiciele wykazywali znacznie wyzszy poziom
kortyzolu niz osoby nieobarczone polimorfizmem. Wskazywato to wyraznie na
wystepowanie niewielkiego stopnia opornosci na glikokortykosteroidy u nosiciel
polimorfizmu. Wykazano takze tendencje do nizszego stezenia insuliny na czczo i
nizszego wskaznika HOMA-IR i HOMA dla funkcji komorki beta trzustki u nosicieli
polimorfizmu, nie byto jednak réznicy w stezeniu glukozy we krwi na czczo. Stezenie
catkowitego cholesterolu i cholesterolu LDL we krwi u nosicieli byto takze nizsze, nie

stwierdzono tego w odniesieniu do stezenia trojglicerydow i HDL [95].
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Wyniki przeprowadzonych badah zaprezentowane w tej pracy wykazaty, ze

heterozygotyczne nosicielki polimorfizmu ER22/23EK wykazywaly mniejszg
tendencje do zaburzen gospodarki lipidowej, ale prezentowaty wyzszg mase ciata i
czesciej pojawiata sie u nich insulinoopornosé. Nie do kohca pozostaje to w zgodzie
z badaniami przeprowadzonymi przez Van Rossum i wsp. [76, 95]. Prawdopodobnie
mozna to ttumaczyé efektem tlumienia opornosci na sterydy, ktéry pojawia sie u
kobiet i moze by¢ zwigzany z wysokim stezeniem hormondw estrogennych przed
menopauzg, 0 czym wspomniano wczesniej [49]. Jest takze prawdopodobne, ze
statystyka zostata tu w pewien sposob zmieniona i nie do konca jest wiarygodna ze
wzgledu na matg liczbe nosicielek mutacji (tylko u siedmiu pacjentek wykazano
obecnos¢ polimorfizmu ER22/23EK).
polimorfizmu ER22/23EK genu GR/NR3C1 z otytoscig

przedstawiono w tabeli 43.

Wyniki badan populacyjnych nad zwigzkiem

i zespotem metabolicznym

Tabela 43.
ER22/23EK genu GR/NR3C1 z otyloScig i zespolem metabolicznym.

Wyniki badan populacyjnych nad zwigzkiem polimorfizmu

Badana populacja Wykazany zwigzek Publikacja
z polimorfizmem ER22/23EK
202 zdrowe osoby Mniejsze hamowanie w tescie z 1 mg
deksametazonu sugerujgce opornosc
na GS, mniejsze stezenie insuliny na | van Rossum
czczo, mniejsze stezenie cholesterolu 2002 [96]
LDL, wieksza czestos¢ wystepowania
polimorfizmu u starszych
402 starszych mezczyzn Mniejsze stezenie CRP, tendencja do | van Rossum
nizszego stezenia cholesterol 2004 [95]
catkowitego i LDL, dtugowiecznosc.
350 pacjentéw pomiedzy | Smuklejszy wzrost u  miodych | van Rossum
13 a 36 rokiem zycia mezczyzn, bez wptywu na BMI u 2004 [76]
mezczyzn, wieksza zawarto$¢
bezttuszczowej masy ciata i sita u
mezczyzn, tendencja do mniejszego
obwodu w talii u kobiet
563 Holendréw powyzej Zwiekszony poziom HbA1C, Kuningas
85 roku zycia tendencja do zwiekszenia CRP 2006 [51]
300 kobiet z U heterozygotycznych pacjentéw Bertalan R
niepowiklanym mniejszy wzrost BMI w trakcie cigzy 2009 [97]
przebiegiem cigzy oraz mniejszy przyrost masy ciata
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5.4  Polimorfizm A3669G (c.3669A/G)

Polimorfizm A3669G (c.3669A/G) jest zlokalizowany w eksonie B i jego
obecno$¢ prawdopodobnie wigze sie ze zwiekszong ekspresjg wariantu 3 receptora
GR, ktory to wariant hamuje aktywnos¢ transkrypcyjng wariantu GR a [80,74,96,98].
U nosicieli tego polimorfizmu stwierdza sie lepszy profil lipidowy u mezczyzn i
korzystniejszy sktad masy ciata u kobiet [80,96]. W badaniach wiasnych
stwierdzono, ze nosicielki wariantu AG majg nizsze stezenie cholesterolu we krwi a
nosicielki wariantu GG mniejszg beztluszczowg mase ciata, co moze potwierdzac
ochronny wptyw polimorfizmu A3669G. Nie wykazano wptywu tego polimorfizmu na
parametry gospodarki weglowodanowej oraz stezenie kortyzolu, ACTH czy hsCRP.
Wyniki badan populacyjnych nad zwigzkiem polimorfizmu A3669G genu GR/NR3C1

z otytoscig i zespotem metabolicznym zaprezentowano w tabeli 44.

Tab. 44 Wyniki badan populacyjnych nad zwigzkiem polimorfizmu A3669G

genu GR/NR3C1 z otyloScig i zespolem metabolicznym.

Badana populacja Wykazany zwigzek Publikacja

z polimorfizmem A3669G

322 pacjentow rasy | Mniejsza  czesto$¢ otylosci u Syed AA
kaukaskiej [ 262 | Europejek i korzystniejszy  profil 2006[61]
pochodzenia potudniowo- | lipidowy u Europejczykéw
azjatyckiego

7983 o0s6b, populacyjne, | Zwigzek ryzyka wystgpienia chorob | van den Akker

prospektywne badanie uktadu  sercowo-naczyniowego @z 2008 [60]
genetycznie uwarunkowang
wrazliwoscig
na GK
61 pacjentéw z zespotem | Mniejsze ryzyko cukrzycy typu 2 Trementino
Cushinga 2012 [62]

5.5 Zespot policystycznych jajnikéw (PCO)

W ramach badan klinicznych grupa kobiet z otytoScig zostata rowniez poddana
ocenie pod katem obecnos$ci zespotu PCO. Istniejg hipotezy mdéwigce o zwigzku
glikokortykosteroidéw z rozwojem tego zespotu. Wiadomo takze, ze w zespole tym
czesto pojawia sie opornos¢ na insuline [99]. W wykonanych badaniach wykazano,
ze nosicielki polimorfizmu N363S czesciej chorujg na zespdt policystycznych
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jajnikdw. W chorych z heterozygotycznym wariantem polimorfizmu Bcll (CG) zespot
policystycznych jajnikdbw wystepowat rzadziej niz u o0s6b 2z wariantem
homozygotycznym CC lub GG. Do tej pory opublikowane dane nie wskazujg na
szczegolny udziat tych polimorfizmow w predyspozycji do PCO [100], jednak
Valkenburg zwrécit uwage na to, ze polimorfizmy genu GR glikokortykosteroidy mogg
mieC zwigzek z zaburzonym wydzielaniem gonadotropin u chorych z PCO i brakiem
owulacji [101].

Nie wykazano wptywu Zzadnego z badanych polimorfizméw na moment
pojawienia sie otytosci, aczkolwiek zatozono hipoteze o wiekszej sktonnosci do
otytosci u kobiet ciezarnych z polimorfizmami genu GR predysponujgcymi do
wiekszej wrazliwosci receptora GR w obliczu znacznie zwiekszonego wydzielania
hormondw steroidowych w cigzy. Nie jest wykluczone, ze grupa badana byta jednak
zbyt mata, aby potwierdzi¢ jakiekolwiek zwigzki tego typu. Niewatpliwie brak w tej
pracy rowniez szczegotowej oceny parametréw Swiadczacych o opornosci na
glikokortykosteroidy takich jak np. reakcja kortyzolu na matg dawke deksametazonu.
Jednak, jak juz wspomniano wczesniej, koniecznos¢ prowadzenia badan w trzech
osrodkach rownolegle i sposéb ich organizacji spowodowat, ze protokot badan nie
zawsze byt przestrzegany w zatozony sposéb, co uniemozliwito otrzymanie petnych,
jednolitych i wiarygodnych wynikéw. Wyniki przeprowadzonych badan zachecajg
ewidentnie do ich kontynuacji na duzo wiekszej grupie o0sob z otyloscig i
pojawiajgcymi sie w jej wyniku komplikacjami. W tej sytuacji warto by byto réwniez
pokusic¢ sie o ocene zwigzku poszczegdlnych haplotypow badanych polimorfizméw z
ocenianymi parametrami zespotu metabolicznego i funkcjonowania osi przysadkowo-

nadnerczowej.
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6.

WNIOSKI

Czestosci wystepowania analizowanych polimorfizmoéw genu receptora
glikokortykosteroiddw (GR) nie odbiegajg od podawanych czestosci dla

populacji kaukaskiej.

Polimorfizm N363S genu GR wykazuje wyrazny zwigzek z wysokoscig
wskaznika masy ciata (BMI) i zawartoscig ttuszczu, co potwierdzajg dane do

tej pory opublikowane.

Obecnos¢ polimorfizmu N363S genu GR prawdopodobnie zwieksza ryzyko
wystepowania zaburzen lipidowych w badanej grupie kobiet z otytoscig w

okresie przedmenopauzalnym.

Obecnos¢ polimorfizméw N363S i Bell genu GR wystepujgcych w badanej
grupie kobiet z otytoscig i zespotem policystycznych jajnikdw wskazuje na
ich prawdopodobny zwigzek z rozwojem tego zespotu, przy czym hipoteza

ta wymaga dalszych badan.

Wystepowanie polimorfizméw genu GR ER22/E23K oraz A3669G
(c.3669A/G) zmniejszajgcych wrazliwos¢ receptora na glikokortykosteroidy
moze mie¢ zwigzek z mniejszg tendencjg do wystepowania zaburzen

lipidowych w badanej grupie chorych.

Wyniki przeprowadzonych analiz wskazujg na potrzebe kontynuacji badan
nad polimorfizmami genu GR w wiekszej grupie kobiet z otytoscig celem
udowodnienia wyraznych zwigzkéw tych polimorfizméw z pojawieniem sig i

przebiegiem zespotu metabolicznego.
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7. STRESZCZENIE

Otytos¢ jest przewlekta chorobg metaboliczng o rosngcej czestosci
wystepowania. OtyloS¢ brzuszna prowadzi do powaznych konsekwencji
zdrowotnych, min. chorob ukfadu krgzenia, chorob nowotworowych. Znane sg
przyczyny nabyte otytosci natomiast przyczyny genetyczne sg obiektem wielu badan.
Badania te dowodzg iz istnieje wiele gendw odpowiedzialnych za rozwdj otytosci i
zaangazowanych w metabolizm tkanki ttuszczowej. Niektore postaci otytosci wigzg
sie z hiperkortyzolizmem mimo utrzymywania sie kortyzolu w granicach wartosci
referencyjnych. Prébuje sie wyjasni¢ to zjawisko nadmierng produkcjg kortyzolu w
obrebie samej tkanki ttuszczowej lub tez jej nadmierng wrazliwoscia na
glikokortykosteroidy (GS, ang glucocorticosteroids). W przypadku hiperkortyzolemii
jedng z typowych cech Klinicznych jest akumulacja tkanki ttuszczowej w rejonie
brzucha (tzw. otytosSC brzuszna). Glikokortykosteroidy wywierajg swoj wptyw na
metabolizm komdrek za posrednictwem receptora glikokortykosteroidowego (GR
ang. glucocorticosteroid receptor). Rézne warianty genu GR mogg wptywac¢ na
nadmierng wrazliwos$¢ lub opornosé receptora na glikokortykosteroidy. Od kilku lat
podkresla sie znaczenie tych wariantow w rozwoju otytosci, nadcisnienia tetniczego
czy tez podatnosci na chorobe niedokrwienng serca.

Celem pracy byla ocena wystepowania polimorfizmédw genu receptora
glikokortykosteroidow u otytych kobiet i ich korelacja z wybranymi komponentami
zespotu metabolicznego.

U 106 otytych kobiet w wieku 20-45 lat oraz 101 kobiet bez otytosci stanowigcych
grupe kontrolng oceniano wystepowania polimorfizméw GR przy pomocy technologii
Tagman i HRM. Przeprowadzono badania biochemiczne do oceny zaburzen
gospodarki lipidowej i weglowodanowej, badania hormonalne, konsultacje
ginekologiczng i analize sktadu masy ciata metodg bioimpedancji.

Analizie poddano cztery polimorfizmy: dwa zwigzane ze zwiekszong wrazliwoscig
receptora glikokortykosteroidowego (N363S, Bcll) oraz dwa zwigzane z opornoscig
na GS (ER 22/23 EK, A3669G). Nie wykazano roznicy w czestosci wystepowania
polimorfizméw genu GR w grupie badanej w poréwnaniu do grupy kontrolne;.
Wykazano iz pacjentki z polimorfizmem N363S (heterozygoty AG) majg wyzszg
mase ciata, BMI| oraz wykazujg wiekszg procentowg zawartos¢ tluszczu w

organizmie w porownaniu do kobiet z wariantem AA. Udowodniono réwniez, ze
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homozygotyczne nosicielki allelu G polimorfizmu ER22/23 EK charakteryzujg sie
nizszg masg ciata oraz wskaznikiem HOMA IR. Analiza zaburzeh gospodarki
lipidowej wykazata, iz kobiety z wariantem AG polimorfizmu A3669G cechowaty sie
mniejszym Srednim stezeniem cholesterolu LDL w poroéwnaniu do homozygot AA i
GG, natomiast wartos¢ bezttuszczowej masa ciata byta istotnie wyzsza zaréwno u
pacjentek z allelem AA jak i AG w poréwnaniu do chorych z allelem GG.
Potwierdzono zwigzek pomiedzy polimorfizmem N363S a skfonnoscig do otytosci.
Wykazano ochrong role polimorfizmu ER22/23EK w odniesieniu do otytosci i
insulinoopornosci oraz podobng zaleznos¢ pomiedzy polimorfizmem A3669G a
korzystniejszym profilem lipidowym (stezenie LDL) i skladem ciata mierzonym
wartoscig FFM.

Wykazano czestsze wystepowanie zespodtu policystycznych jajnikédw u kobiet z
polimorfizmami zwiekszajgcymi wrazliwos¢ GR na glikokortykosteroidy, tj. z

polimorfizmem Bcll oraz N363S.
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Kryteria rozpoznania zespotu metabolicznego wg WHO (definicja wg
WHO, 1999r.)

Kryteria rozpoznawania zespotu metabolicznego wg IDF z 2001r.
(definicja wg IDF, 2001r.).

Kryteria zespotu metabolicznego wg NCEP-ATPII z 2005r. u
Europejczykow

Czestosci wystepowania polimorfizméw genu receptora
glikokortykosteroidéw w grupie badanej i grupie kontrolne;j.

Czesto$¢ wystepowania polimorfizmédw w populacji badanej oraz ich
zgodnos¢ z rozkladem Hardy’ego- Weinberga.

Wartosci srednie +SD, minimalne i maksymalne masy ciata, BMI oraz
obwodu w talii w badanej grupie.

Zwigzek rodzaju polimorfizmu N363S z masg ciata, BMI oraz obwodem
w talii w badanej grupie.

Zwigzek rodzaju polimorfizmu Bcll z masg ciata, BMI oraz obwodem w
talii w badanej grupie.

Zwigzek rodzaju polimorfizmu ER22/23EK z masg ciata, BMI oraz
obwodem w talii w badanej grupie.

Zwigzek rodzaju polimorfizmu A3669G z masg ciata, BMI oraz
obwodem w talii w badanej grupie.

Wartosci srednie £SD, minimalne i maksymalne stezenia cholesterolu
catkowitego, LDL, tréjglicerydéw oraz HDL w badanej grupie.

Zwigzek rodzaju polimorfizmu N363S ze stezeniem cholesterolu
catkowitego, LDL, trojgliceryddéw oraz HDL w badanej grupie.

Zwigzek rodzaju polimorfizmu Bcll ze stezeniem cholesterolu
catkowitego, LDL, tréjglicerydéw oraz HDL w badanej grupie.

Zwigzek rodzaju polimorfizmu ER22/23EK ze stezeniem cholesterolu
catkowitego, LDL, trojglicerydéw oraz HDL w badanej grupie.

Zwigzek rodzaju polimorfizmu A3669G ze stezeniem cholesterolu
catkowitego, LDL, tréjglicerydéw oraz HDL w badanej grupie.

Wartosci srednie +SD, minimalne i maksymalne stezenia glukozy na
czczo, w 120 minucie w badanej grupie.
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Zwigzek rodzaju polimorfizmu N363S ze stezeniem glukozy na czczo
oraz w 120 minucie OGTT w badanej grupie.

Zwigzek rodzaju polimorfizmu Bcll ze stezeniem glukozy na czczo oraz
w 120 minucie OGTT w badanej grupie.

Zwigzek rodzaju polimorfizmu ER22/23EK ze stezeniem glukozy na
czczo oraz w 120 minucie OGTT w badanej grupie.

Zwigzek rodzaju polimorfizmu A3669G ze stezeniem glukozy na czczo
oraz w 120 minucie OGTT w badanej grupie.

Wartosci srednie +SD, minimalne i maksymalne stezenia insuliny na
czczo, w 120 minucie, HOMA-IR, rezerwy insulinowej w grupie
badanej

Zwigzek rodzaju polimorfizmu N363S ze stezeniem insuliny na czczo, w
120 minucie po OGTT, HOMA IR, rezerwg insulinowg w badanej grupie.
Zwigzek rodzaju polimorfizmu Bcll ze stezeniem insuliny na czczo, w
120 minucie po OGTT, HOMA IR, rezerwg insulinowg w badanej grupie.
Zwigzek rodzaju polimorfizmu ER22/23EK ze stezeniem insuliny na
czczo, w 120 minucie po OGTT, HOMA IR, rezerwg insulinowg w
badanej grupie.

Zwigzek rodzaju polimorfizmu A3669G ze stezeniem insuliny na czczo,
w 120 minucie po OGTT, HOMA IR, rezerwg insulinowg o w badanej
grupie.

Wartosci srednie +SD, minimalne i maksymalne wartosSci stezenia
kortyzolu porannego o godzinie 8.00 , kortyzolu wieczornego (16.00-
18.00) oraz ACTH w badanej grupie.

Zwigzek rodzaju polimorfizmu N363S ze stezeniem kortyzolu
porannego o0 godzinie 8.00 , kortyzolu wieczornego (16.00-18.00) oraz
ACTH.

Zwigzek rodzaju polimorfizmu Bcll ze stezeniem kortyzolu porannego o
godzinie 8.00 , kortyzolu wieczornego (16.00-18.00) oraz ACTH w
badanej grupie.

Zwigzek rodzaju polimorfizmu ER22/23EK ze stezeniem Kkortyzolu
porannego o0 godzinie 8.00 , kortyzolu wieczornego (16.00-18.00) oraz

ACTH w badanej grupie.
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Zwigzek rodzaju polimorfizmu A3669G ze stezeniem kortyzolu
porannego 0 godzinie 8.00 , kortyzolu wieczornego (16.00-18.00) oraz
ACTH w badanej grupie.

Wartosci srednie £SD, minimalne i maksymalne stezenia hsCRP w
badanej grupie.

Zwigzek rodzaju polimorfizmu N363S ze stezeniem hsCRP.

Zwigzek rodzaju polimorfizmu Bcll ze stezeniem hsCRP w badanej
grupie.

Zwigzek rodzaju polimorfizmu ER22/23EK ze stezeniem hsCRP w
badanej grupie.

Zwigzek rodzaju polimorfizmu A3669G ze stezeniem hsCRP w badanej
grupie.

Wartosci srednie +SD, minimalne i maksymalne warto$ci zawartosci
ttuszczu w organizmie, wody pozakomédrkowej i masy bezttuszczowe;.
Zwigzek rodzaju polimorfizmu N363S z zawartoScig ttuszczu w
organizmie, wody pozakomdérkowej oraz masy bezttuszczowe] w
badanej grupie.

Zwigzek rodzaju polimorfizmu Bcll z zawartoscig ttuszczu w organizmie,
wody pozakomorkowej oraz masy bezttuszczowej w badanej grupie.
Zwigzek rodzaju polimorfizmu ER22/23EK z zawartoscig tluszczu w
organizmie, wody pozakomdérkowej oraz masy bezttuszczowe] w
badanej grupie.

Zwigzek rodzaju polimorfizmu A3669G z zawartoscig ttuszczu w
organizmie, wody pozakomdérkowej oraz masy bezttuszczowe] w
badanej grupie.

Wyniki badan populacyjnych nad zwigzkiem polimorfizmu N363S genu
GR/NR3C1 z otytoscig i zespotem metabolicznym.

Wyniki badan populacyjnych nad zwigzkiem polimorfizmu Bcll genu
GR/NR3C1 z otytoscig i zespotem metabolicznym.

Wyniki badah populacyjnych nad zwigzkiem polimorfizmu ER22/23EK
genu GR/NR3C1 z otytoscig i zespotem metabolicznym.

Wyniki badan populacyjnych nad zwigzkiem polimorfizmu A3669G genu
GR/NR3C1 z otytoscig i zespotem metabolicznym.
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Ryc. 1 Wystepowanie nadwagi i otytosci u kobiet w Polsce

Ryc. 2 Wystepowanie nadwagi i otytosci u mezczyzn w Polsce.

Ryc. 3 Schemat budowy genu receptora glikokortykosteroidéw (GR/N3CR1)

Ryc. 4 Schemat budowy receptora GR

Ryc. 5 Chromatogram odczytu dla polimorfizmu Bcll

Ryc. 6 Chromatogram odczytu dla polimorfizmu N363S

Ryc. 7 Schemat krzywej topnienia przy oznaczaniu polimorfizmu genu
receptora glikokortykosteroiddw ER22/23EK- heterozygota AG

Ryc. 8 Schemat krzywej topnienia przy oznaczaniu polimorfizmu genu
receptora glikokortykosteroidow ER22/23EK- homozygota GG

Ryc. 9 Srednie wartosci masy ciata u pacjentek z polimorfizmem N363S

Ryc. 10 Srednia warto$é BMI u pacjentéw z polimorfizmem N363S

Ryc. 11 Srednie wartosci masy ciata u pacjentek z polimorfizmem ER22/23EK

Ryc. 12 Zaburzenia lipidowe w grupie badanej
Ryc. 13 Srednie stezenie frakcji LDL cholesterolu u pacjentek z polimorfizmem
A3669G

Ryc. 14 Zaburzenia lipidowe u pacjentek z polimorfizmami AA i AG N363S w

badanej grupie

Ryc. 15 Zaburzenia gospodarki weglowodanowej w badanej grupie

Ryc. 16 Srednia warto$¢ wskaznika HOMA IR u pacjentek w grupie ER22/23 EK
Ryc. 17 Stezenie insuliny na czczo u pacjentek z polimorfizmem ER22/23 EK
Ryc. 18 Bezttuszczowa masa ciata u pacjentek z polimorfizmem A3669G

Ryc. 19 Moment pojawienia sie otytosci w badanej grupie

Ryc. 20 Wystepowanie zespotu policystycznych jajnikdbw u pacjentek z

poszczegdlnymi wariantami polimorfizmu Bcll genu GR
Ryc. 21 Wystepowanie zespotu policystycznych jajnikbw u pacjentek z
poszczegolnymi wariantami polimorfizmu N363S genu GR

Ryc. 22 Czestos¢ wystepowania nadcisnienia tetniczego w badanej grupie
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10. ABSTRACT

The frequency of obesity - a chronic metabolic disease is still increasing.
Abdominal obesity leads to serious morbidities e.g. cardiovascular diseases, cancer
etc. The causes of acquired obesity are well known but genetic ones are still aim of
researches. There are many different genes, which control fat tissue metabolism,
responsible for the obesity development. Different types of obesity are associated
with hypercortisolism despite the normal cortisol level. Some researches explain this
phenomenon by excessive production of cortisol within adipose tissue itself or its
excessive sensitivity to glucocorticoids. One of the typical clinical features of
hypercortisolism is the accumulation of fat in the abdominal area (called abdominal
obesity). Glucocorticoid hormones require glucocorticoid receptor (GR) to influence
on the human body cells metabolism. GR gene variants may affect the sensitivity or
resistance of the glucocorticoid receptor. The importance of these variants on
development of obesity, hypertension or susceptibility to ischemic heart disease has
been emphasized for a several years. The aim of this study was to evaluate the
prevalence of polymorphisms of the glucocorticoid receptor gene in obese women
and their correlation with selected components of metabolic syndrome. The
occurrence of GR polymorphisms was evaluated in 106 obese women aged 20-45
and 150 women without obesity (control group) using Tagman technology and HRM.
Biochemical and hormonal tests were performed to evaluate disorders of lipid and
carbohydrate metabolism. Gynecological consultation and analysis of the
composition of body weight by densitometry were also performed. Four different
polymorphisms have been analyzed: two associated with increased sensitivity of the
glucocorticoid receptor (N363S, Bcll) and two associated with resistance to GS (ER
22/23 EK, A3669G). There were no significant differences in the incidences of GR
gene polymorphisms in the study group compared to the control group. Analysis of
patients with N363S polymorphism (heterozygous AG) revealed a higher body
weight, BMI, and a higher percentage of body fat compared to women with the AA
variant. The homozygous carriers of the G allele polymorphism of ER 22/23 EK had a
lower body weight and HOMA IR. Analysis of lipid disorders demonstrated that
women with AG polymorphism A3669G variant were characterized by a lower mean
LDL cholesterol levels compared to AA and GG homozygotes, and the value of the
FFM is significantly higher in patients with both alleles AG and AA as compared to
patients with the GG allele. The study revealed the relationship between the N363S
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polymorphism and the susceptibility to obesity. The protective role of ER22/23EK
polymorphism in relation to obesity and insulin resistance has been indicated. The
similar relationship between the polymorphism A3669G and lipid profiles (LDL level)
and body composition (value of the FFM) has been found. The study revealed a
higher incidence of polycystic ovaries in women with Bcll and N363S GR

polymorphism.

85



11. WYKAZ NORM LABORATORYJNYCH

Wykaz norm laboratoryjnych dla badan hormonalnych (Centralne Laboratorium
Analityczno- Biochemicznym Szpitala Klinicznego im. H Swiecickiego w Poznaniu
oraz Pracownia Endokrynologii Molekularnej Katedry i Kliniki Endokrynologii,

Przemiany Materii i Chorob Wewnetrznych) przedstawiono ponizej.

Parametr Wartosci referencyjne
ACTH pg/ml 0-60,0
kortyzol 8.00 nmol/l 171-536
kortyzol 16.00-18.00 nmol/l 64-327
Insulina na czczo pU/ml 3-17
Kortyzol w dobowej zbiérce moczu nmol/24 godz. 100-379
Prolaktyna 70-510 pUl/ml
Testosteron 0,02-3,1 pg/ml
FSH 3,5-12 pUl/ml
LH 2,5-12 pUl/ml
Estradiol 12,5-166 pg/mi
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