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WYKAZ SKROTOW

hormon adrenokortykotropowy ( ang: adrenocorticotropin hormone)
beta 3 adrenoreceptor ( ang: beta 3 adrenergic receptor )

biatko z rodziny Aguti ( ang: Agouti- related protein)

Amerykanskie Towarzystwo Kardiologiczne

( ang: American Heart Association)

receptor androgendw ( ang: androgen receptor)

wskaznik masy ciata (ang. body mass index )

przedziat ufnosci (ang. confidence interval)

kortykoliberyna (ang: corticotropin releasing hormone)

wariant powodujacy chorobe ( ang. disease causing )

delecja (ang: deletion)

siarczan dehydroepiandrosteronu ( ang. dehydroepiandrosterone sulfate)
cukrzyca (ang. diabetes mellitus)

receptor dopaminowy D4 ( ang: dopamine D4 receptor)
elektrochemiluminescencja (ang: electrochemiluminescense immunoassay)
czynniki zmieniajace dziatanie hormondéw (ang. endocrine disrupting
chemicals)

Europejskie Ankietowe Badanie Stanu Zdrowia (ang European Health
Interview Survey)
test immunoenzymatyczny (ang. enzyme linked immunosorbent assay)

receptor estrogenowy ( ang. estrogen receptor)

populacyjna baza danych genetycznych (ang. Exome Aggregation
Consortium)

hormon folikulotropowy (ang. follicle-stimulating hormone)

wskaznik wolnego testosteronu (ang. free testosterone index)

gen zwigzane z tkanka ttuszczowg i otytoscig (ang : Fat-mass and obesity
association gene)

hormon wzrostu (ang. growth hormone)
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gonadoliberyna (ang: gondotropin releasing hormone)

badanie asocjacyjne catego genomu (ang: genome wide association studies)
lipoproteiny wysokiej gestosci (ang. high density lipoprotein)

baza mutacji ludzkiego genomu (ang. Human Gene Mutation Database)

(ang: Human Genome Variant Society)
uktad homozygotyczny ( ang: homozygote)

wskaznik insulinoopornosci (ang. Homeostatic Model Assessment for insulin
resistance index)
ang. International Atherosclerosis Society

Miedzynarodowe Stowarzyszenie Badan nad Otytoscig (ang. International
Association for the Study of Obesity)

Miedzynarodowa Federacja Diabetologiczna (ang. International Diabetes
Federation)

insulinopodobny czynnik wzrostu 1 (ang. insulin-like growth factor 1)
receptor insulinopodobnego czynnika wzrostu 1 (ang: insulin-like growth
factor 1 receptor)

nieprawidtowa glikemia na czczo (ang: impaired fasting glucose)

uposledzona tolerancja glukozy (ang : impaired glucose tolerance )
receptor insuliny (ang. insulin receptor)

insulinoopornos¢ (ang. insulin resistance)
receptor leptyny (ang leptin receptor)
lipoproteiny niskiej gestosci (ang. low density lipoprotein)

hormon luteinizujgcy (ang: luteinizing hormone)
elektroniczna baza wariantéw DNA ( ang: Leiden Open Variation Database)
lipaza liporoteinowa (ang: lipoprotein lipase)

czestosc rzadkiego allelu (ang. minor allele frequency)

receptor melanokortyny 4 (ang: melanocortin receptor 4)

melanokortyna (ang: melanocyte-stimulating hormone)

Ogodlnopolskie Badanie Rozpowszechnienia Czynnikéw Chordb Ukfadu
Krazenia

sekwencjonowanie nastepnej generacji ( ang. Next Generation Sequencing)

ang.National Heart, Lung and Blood Institiute
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degradacja nieprawidtowego mRNA zawierajgcego wczesny kodon stop
(ang. nonsense mediated decay )

neuropeptyd Y ( ang: neuropeptide Y)

receptor mineralokortykoidéw ( ang: mineralocorticoid receptor )
katalog chordb genetycznych cztowieka

(ang. Online Mendelian Inheritance in Man)

iloraz szans (ang. odds ratio)
wartos¢ prawdopodobienstwa (ang: p value)

inhibitor aktywatora plazminogenu (ang. plasminogen activator inhibitor 1)
prokonwertaza 1 ( ang. proconvertase 1)

prohormonu konwertazy typu 1

(ang: prohormone convertase subtilisin/kexin-type 1)

zespot wielotorbielowatosci jajnikdw (ang. polycystic ovary syndrom)
reakcja taricuchowa polimerazy (ang. polymerase chain reaction)

polimorfizm (ang. polymorphism)

polimorfizm automatyczny (ang: polymorphism automatic)
proopiomelanokortyna (ang. proopimelanocortin)

receptory gamma aktywowane przez proliferatory peroksysomalne (ang.

peroxisome proliferator-activated receptor)

zmiana funkcji biatka (ang. protein function )

metoda radioimmunologiczna (ang. radioimmunoassay)

zmiana pojedynczego nukleotydu (ang. single base exchange)
biatko wigzgce hormony ptciowe (an. sex hormone-binding globulin)

polimorfizm  pojedynczych  nukleotydéw (ang. single nucleotide

polymorphism)

taczenie wywotujgce zmiane w funkcji biatka
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2. WSTEP

Otytosc¢ jest obecnie powszechnie wystepujgcym schorzeniem przewlektym, ktdrego
leczenie wymaga coraz wiekszych naktadéw finansowych (Schwatz MW, 2017). Od lat 80
ubiegtego wieku obserwuje sie postepujgcy wzrost wartosci BMI (ang. Body Mass Index) u
dorostych o ok. 0,4-0,5 w ciggu dekady ( Finucane, 2011). Przyjmuje sie, ze obecnie w
Stanach Zjednoczonych co trzecia osoba jest dotknieta skutkami otytosci i jest to rowniez
przyczyna 1/3 zgondéw w tym kraju. W Europie szacuje sie, ze ok 10-15% przedwczesnych
zgonow to efekt otytosci. Generalnie prowadzone na $wiecie badania epidemiologiczne
wskazujg, ze 40% dorostych ma nadwage a 10-15% otytos¢. Problem ten coraz czesciej
dotyka réwniez dzieci (Daniels SR, 2009). Jest to bardzo istotne, poniewaz wystepowanie
otytosci w mtodym wieku to czynnik ryzyka tej choroby w wieku dorostym i niewatpliwa
przyczyna czestych komplikacji tej choroby (Barczyk, 2017, Parsons TJ, 1999; Cole TJ, 2000;
Morales Camacho WJ, 2019).

W Polsce, wedtug wynikéw Europejskiego Ankietowego Badania Zdrowia (EHIS) w
2014 r. osoby z nadwagg i osoby otyte stanowity odpowiednio 36,6% i 16,7% populacji oséb
w wieku 15 lat i wiecej, czyli tacznie 53,3%. Wartosci te byty ewidentnie powyzej sredniej dla
28 krajow Unii Europejskiej wynoszacej 34,8% o0sob z nadwagg oraz 15,4% otytych.
Wg ogdlnopolskich badan przeprowadzonych w ramach programu NATPOL (2011) i WOBASZ
II ( 2013-2014) u ok. 68% mezczyzn i 56% kobiet stwierdza sie za wysoka mase ciata
(Zdrojewski T, 2015, Drygas W, 2015)

2.1 Definicja otytosci

Otytos¢ jest definiowana jako choroba, ktérej gtdownym objawem jest nadmiar tkanki
ttuszczowej ( >25% masy ciata kobiety i >15% masy ciata mezczyzny). Najczesciej uzywanym
orientacyjnym wskaznikiem okreslajgcym zawartos¢ tkanki ttuszczowej u dorostych jest
wskaznik BMI, ale nie uwzglednia on masy miesniowej czy rdznic etnicznych Przyjeto, ze w
grupie dorostych gdérna granica normy (wg WHO) to 18,5- 25 kg/m? a wartosci powyzej 30
kg/m? sg definiowane jako otyto$é. Wskaznik ten nie ma zastosowania w okres$laniu otytosci

u dzieci, u ktérych stosuje sie siatki centylowe ( Chinn S, 2006; WHO, www.who.int/ 08.2019 )


http://www.who.int/

Ocena wartosci BMI pozwala wyrézni¢ 3 grupy otytosci: klase 1 - BMI 30-34,99
kg/m?, klase 2 — BMI 35 a 39,99 kg/m? i klase 3 powyzej 40 kg/m? (tzw. otyto$é olbrzymia).
Istnieje tez podziat otytosci ze wzgledu na rozmieszczenie tkanki ttuszczowej: na otytosé
brzuszng (trzewna/centralng/androidalng) - przy wskazniku talia/biodra u mezczyzn >0,9 i u
kobiet >0,85 lub >80 cm obwodu talii u Europejek i >94 cm obwodu talii u Europejczykow,
oraz otyto$¢ posladkowo-udowa (gynoidalng) z przewagg ttuszczu w pasie biodrowym i
udach. Podziat ten utawia prognozowanie ryzyka powstania powiktan zdrowotnych - wigze
sie to z rdéznicami miedzy aktywnosciag metaboliczng i hormonalng tkanki ttuszczowe] w
réoznych rejonach ciata. Wyzsza aktywnos$¢ metaboliczna jest bardziej charakterystyczna dla
otytodci brzusznej co jednoczes$nie sprzyja nasilaniu aktywacji przewlektych procesow
zapalnych prowadzacych do insulinoopornosci, dyslipidemii, stanu prozakrzepowego i
miazdzycy. W wyniku tych zmian dochodzi do wystgpienia komplikacji zdrowotnych takich
jak: nadcisnienie tetnicze, zawaty serca, udary moézgu, nowotwordw (tj. raki jelita grubego,
sutka) i cukrzycy typu 2 (ryzyko to jest nawet do 10x wieksze niz w populacji oséb
szczuptych). Otyto$¢ posladkowo-udowa jest bardziej kojarzona ze zmianami
zwyrodnieniowymi w uktadzie kostno-stawowym i zylakami koriczyn dolnych (Carey DGP,
1996). W ostatnich czasach wyrdzniono tez otyto$¢ wystepujacg z réwnomiernym

rozmieszczeniem tkanki ttuszczowej ( Salans LB, 1973; Goossen GH, 2017)

2.2 Patogeneza otytosci

Do otytosci bez wzgledu na jej pierwotng przyczyne zawsze doprowadza dodatni
bilans energetyczny, czyli nadmiar przyjetych z pokarmem kalorii w stosunku do wydatku
energetycznego, ktorego wysokos$¢ jest zalezna od podstawowego tempa metabolizmu
(ilosci energii potrzebnej do utrzymania podstawowych funkcji zyciowych), proceséw
termoregulacji i aktywnosci fizycznej.

Etiologia otytosci jest ztozona: zalezy m.in. od wspotistnienia czynnikow
genetycznych, czy tez hormonalnych majgcych wptyw na przemiane i wydatkowanie
energii. W przypadku otytosci prostej nadmiar dostarczonych kalorii jest wynikiem
nieprawidtowych nawykéw zywieniowych, przede wszystkim obecnosci w diecie wysoko
przetworzonej i wysokokalorycznej zywnosci, ubogiej m.in. w witaminy i btonnik (Malik VS,

2006, Drewnowski A, 2015), zmniejszenia sie aktywnosci fizycznej w wyniku postepu
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technologicznego i siedzacego trybu zycia (Brooks RC, 2010, Church TS, 2011), zaburzenia
nastroju i snu (jedzgc mozna czesSciowo zmniejsza¢ objawy depresji, poprzez dostarczenie
krotkotrwatej przyjemnosci) (Oliver G, 2000, Zellner DA, 2006, Yau YHC, 2013). Nie nalezy
pomijac¢ tez czynnikéw, ktére w ostatnim czasie zyskaty status czynnikdw ryzyka otytosci
takich jak niedobdr snu, czynniki zmieniajgce dziatanie uktadu endokrynnego - EDC (ang.
endocrine disrupting chemicals), zmiany mikrobiomu (niektére bakterie zmniejszajg
przewlekty odczyn zapalny wystepujacy w otytosci i insulinoopornosci lub jak Lactobacillus
plantarum produkujacy kwas linolowy nasilajg lipolize, co dowiedziono w badaniach na
myszach). Do innych czynnikéw nalezg tez zakazenia wirusowe: np. u zwierzat opisano szes¢
rodzajow wirusdw majgcych zwigzek z otytoscig, dwa z nich wystepujg takze u ludzi (
adenowirus ptasi SMAM-1 i adenowirus AD-36).Istnieje teza, ze adenowirusy uszkadzajg
jadro brzuszno-przysrodkowe i przykomorowe podwzgdrza, prowokujgc zwiekszony apetyt i
jak w przypadku AD-36 nasilajg proliferacje adipocytéw (Dhurandhar NV, 2015, Turnbaugh
PJ, 2009, Rosenbaum M, 2015). Rycina nr 1 przedstawia schemat centralnych i obwodowych

mechanizmow neurohormonalnych kontroli przyjmowania pokarméw.

Rycina nr 1: Schemat mechanizméw neurohormonalnych kontroli przyjmowania pokarméw.

Narzady obwodowe Regulacja Regulacla Praewdd pokarmowy
krdtkoterming diugoterminawa CCK, PYY, PP GLP-1
wa Tkanka thuszczowa (+) fozciaganie mechaniczne
Zolydek (-)" leptyna i Traustka Przez obwodowy uklad
(+) / Grelina Insulina (+) nerwowy
( )
OUN : *
Jadro iukowalfe Jadrofukowate
Uktad oreksygeniczny Uklad anareksygeniczny
NPY/AgPR POMC/CART
. \ J
Ekspresja NPY/AgPR ekspresja alfa MSH, ACTH
¥ ¥
Pobudzenie przyjmowania pokarmu Hamowanie przyjmowania pokarmu

WPY - neuropeptyd Y, AgPR- bialko Aguti, CCK- cholecystokinina, PYY- polipeptyd Y, PP- polipetyd trzustkowy, GLP-1 glukagonopodobny peptyd 1, POMC/CART-
uklad proopiomelanocartyna/transkryp regulowany kokaina -amfetaning, alfa- MSH- melanatropina alfa, TRH- tyrectroping, CRH- kotkyketropina, OXY-
oksyntomedulina


https://pl.wikipedia.org/wiki/Zaburzenia_afektywne
https://pl.wikipedia.org/wiki/Zaburzenia_afektywne

Wazna role w rozwoju otytosci odgrywajg tez czynniki ewolucyjne. Ludzie ewolucyjnie
majg zapisang predyspozycje do gromadzenia energii w tkance ttuszczowej jako zapasu do
wykorzystania w okresie deficytu pozywienia (ang. factor of survival). Wysnuto hipoteze
oszczednego genotypu — ewolucyjnego spadku po przodkach, u ktérych okres obfitosci
pokarmu byt momentem gromadzenia zapasdw w tkance tluszczowej co utatwiato przezycie
w okresach gtodu. Obecnie gdy czynniki klimatyczne i pogodowe majg na nas mniejszy
wptyw (dostepnos¢ ogrzewania, klimatyzacja) i gdy teoretycznie mamy nieograniczony
dostep do pozywienia to zdolnos¢ do szybkiego gromadzenia tkanki ttuszczowej stata sie
biologiczng przyczyng pojawienia sie wzrostu masy ciata i otytosci, poniewaz organizm nie
potrafi przewidzie¢ zapotrzebowania na energie, jakie pojawi sie w nadchodzgcym czasie
(Speakman JR, 2007, Schwartz M, 2017). Udowodniono tez, ze zaburzenia rozwoju ptodu i
czynnosci tozyska prowadzgce do niedozywienia ptodu i niskiej masy urodzeniowej oraz
niedobory niektérych mikroelementéw i kwasu foliowego w diecie matki (Burdge GC, 2009)
prowadzg zgodnie z hipotezg oszczednego genotypu do trwatej zmiany w ekspresji gendw i
przestrojenia szlakdw metabolicznych zaleznych od insuliny (Borengasser SJ, 2013; Desaim,
2013). Dodatkowo udowodniono w kilku badaniach, ze cukrzyca wystepujaca u matki w
okresie cigzy jak i wysokie BMI matki przed cigzg sg silnymi czynnikami ryzyka wczesnego
pojawienia sie otytosci u dziecka ( Sharp GC, 2015; Catalano PM, 2009; Dabelea D, 2000).

W przypadku rzadziej wystepujacej otytosci wtérnej jej przyczynami mogg byc
zaburzenia endokrynologiczne, choroby osrodkowego uktadu nerwowego (np. mdézgowe
porazenie dzieciece, czaszkogardlak, zapalenia mézgu, dziatania jatrogenne (uszkodzenie
podwzgodrza przez zabieg neurochirurgiczny albo radioterapie) lub przewlekta

farmakoterapia lekami o tzw. dziataniu adipogennym ( Valdearcos M, 2014, Thaler JP,2012).
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https://pl.wikipedia.org/wiki/Podwzg%C3%B3rze

2.3 Otytos¢ jako konsekwencja zaburzen hormonalnych

Otytos¢ moze by¢ wynikiem zaburzen gospodarki hormonalnej ale w zwigzku z rolg
tkanki ttuszczowej w procesach regulacji odzywiania i jej mozliwo$ciami endokrynnymi
zmiany hormonalne moga by¢ takze skutkiem otytosci.

Sama tkanka ttuszczowa moze by¢ motorem otytosci. Hormony tkanki ttuszczowej
majg szczegdlne znaczenie w konteks$cie patologii, w ktérych osiowym zaburzeniem jest
otytos¢, takich jak zespdt metaboliczny oraz cukrzyca typu 2. Tkanka ttuszczowa odgrywa
istotng role w uktadzie dokrewnym nie tylko jako zrédto hormonéw, ale takze jako miejsce
ich metabolizmu, co gtéwnie dotyczy steroidow. Warto podkresli¢, ze istnieje mozliwo$é
lokalnej transformacji steroidéw do ich postaci o wiekszej lub mniejszej aktywnosci, co
dotyczy zaréwno tak zwanych steroidéw ptciowych, jak i kortykosteroidow (Wake DJ, 2007;
Sieminska L, 2007).

Réznice w rozmieszczeniu tkanki ttuszczowej u mezczyzn i kobiet sugerujg duze
znaczenie hormondw ptciowych w tej dystrybucji. Wida¢ to szczegdlnie u o0sdb
transseksualnych, ktére otrzymujagc hormony przeciwnej ptci prezentuja zmiany w
dystrybucji tkanki ttuszczowej. Stwierdzono, ze niskie stezenia wolnego testosteronu ale
takze i biatka wigzgcego hormony ptciowe SHBG (ang. Sex Hormone Binding Globulin)
korelujg z obecnoscig otytosci trzewnej podobnie jak niskie stezenia dihydroepiandrosteronu
DHEA (ang. dehydroepiandrosterone) i siarczanu dihydroepiandrosteronu DHEA-S (ang.
dehydroepiandrosterone sulphate). Wyréwnanie stezenia testosteronu w tych przypadkach
zmniejsza ilo$¢ ttuszczu trzewnego. Inna sytuacja pojawia sie np. u kobiet z zespotem
policystycznych jajnikéw (PCOS, ang. polycystic ovary syndrom), u ktérych hiperandrogenizm
prowadzi do rozwoju otytosci trzewnej i hiperinsulinemii choé nadal te kwestie sg

kontrowersyjne (Tchernoff A, 2013; Shi H, 2007) .

W tabeli nr.1 przedstawiono zaburzenia hormonalne ktérym towarzyszy otytosé.
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Tabela nr 1 Przyczyny hormonalne otytosci ( Poddar M, 2017)

Zaburzenie endokrynne

Konsekwencje metaboliczne

Niedoczynnos¢ przysadki
wielohormonalna lub
izolowane niedobory GH,
gonadotropin
(konsekwencje niedoboru
TSH podobne jak w
pierwotnej niedoczynnosci
tarczycy)

Przyrost tkanki ttuszczowej trzewnej — brak hamowania
dojrzewania adipocytow, (GH) i stymulacja proliferacji
preadipocytéw ( IGF-1), zanik bezttuszczowej masy ciata,
hipoglikemia, hiperlipidemia (wyzsze stezenia LDL i Tg, niskie
HDL)- u dorostych, niski wzrost u dzieci.

Nasilenie insulinoopornosci zalezne od nasilenia kumulacji
tkanki  ttuszczowej (2x  wieksze  ryzyko  zespotu
metabolicznego).

Hiperkortyzolemia
(choroba Cushinga,
nadnerczowy zespét
Cushinga)

Zaburzenia gospodarki weglowodanowej
insulinoopornosci miesni, w
(zmniejszenie wychwytu glukozy).
Zmniejszenie syntezy glikogenu w miesniach, zwiekszenie
glukoneognezy

Nasilenie lipolizy, uwalnianie glicerolu i WKT, nasilenie
gromadzenie ttuszczu trzewnego, przyspieszenie dojrzewania
adipocytéw rozpad biatek na obwodzie z nasileniem ich
produkcji w watrobie. Nasilenie wrazliwosci komdrek na
dziatanie glukagonu, hormonu wzrostu, katecholamin

poprzez nasilenie
adipocytach i watrobie

Niedoczynnos¢ tarczycy Spowolnienie tempa metabolizmu, spowolnienie
termogenezy, wzrost masy ciata, wzrost frakcji LDL
cholesterolu i apolipoproteiny A.

Hiperinsulinizm Oporno$¢ tkanek na dziatanie insuliny; nasilenie

glukoneogenezy i glikogenolizy;

Zwiekszenie produkcji androgenéw w jajnikach oraz ich
dostepnosci przez zmniejszenie produkcji SHGB, zaburzenia
osi podwzgdrze przysadka gonady.

Hiperprolaktynemia

Wzrost masy ciata przez nadmierne spozycie pokarmu,
obnizenie HDL z wzrostem stezenia LDL i triglicerydéw,
nasilenie hiperglikemii porannej, wptyw na proliferacje
komorek beta wysp trzustkowych. Nasilenie hipogonadyzmu

Pierwotna niewydolnos¢

gonad

Niskie stezenie estrogendw - hamowanie biosyntezy biatek,
ttuszczy, androidalnym typ gromadzenia tkanki ttuszczowej.
Niski progesteron - spadek syntezy glukagonu.

Niskie stezenie androgendw - zmniejszenie masy miesniowej,
cukrzyca niezalezna od BMI, hiperinsulinemia, hiperlipidemia,
przedwczesna miazdzyca

Tkanka ttuszczowa petni role regulatorowg poprzez oddziatywanie adipocytéw, makrofagow,
komodrek uktadu odpornosciowego i biatek strukturalnych. Wzrost rozmiaru adipocyta
powoduje powstanie stanu zapalnego, produkcje cytokin i uwalnianie adipokin. Niektdre z

nich przedstawiono w tabeli nr 2
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Tabela nr 2 Adipokiny i ich funkcje ( Jung UJ, 2014; Min-Kyung S, 2018)

Komorki Funkcje Inne funkcje
Adipokina produkujace podstawowe
adipokine
Leptyna Adipocyty Regulacja przyjmowania Dziatanie prozapalne,
(hormon limfocyty, pokarmu- niedobdr- hiperfagia | wzrost produkcji wolnych
sytosci) hepatocyty. ( brak hamowania wydzielania | rodnikdw, ale

Produkcja jest
proporcjonalna do
wielkosci tkanki
ttuszczowej
Pojawia sie
opornosé
receptora na
suprafizjologiczne
dawki co
zabezpiecza przed
dalszym rozrostem
adipocyta

neuropeptydu Y w
podwzgdrzu).

Wzrost wydatkowania energii
Wzrost lipolizy w tkance
ttuszczowej, spadek
lipogenezy i glukoneogenezy,
Zwiekszenie insulino-
wrazliwosci w watrobie i
tkance miesniowej,
zmniejszenie stezenia glukozy
we krwi, regulacja funkcji kom
beta trzustki

dwukierunkowo- proces
zapalny powoduje wzrost
stezenia. Zapobiega
ektopowemu odktadaniu

lipidow, Odgrywa réwniez

role w kontroli cisnienia
tetniczego, remodelingu
kosci, angiogenezie,
hematopoezie a takze
syntezie i uwalnianiu

innych hormonéw (np. FSH,

LH, GH, TSH,
melanokortyny)
Rola w nowotworzeniu.

Adiponektyna

Produkcja przez
dojrzate komoérki
ttuszczowe po

Niskie stezenia u otytych
zwieksza insulinowrazliwos$¢
tkanek ( miesni i watroby),

dziatanie: wazoprotekcyjne

(zmniejsza adhezje do
komarek srodbtonka),

aktywacji poprawa funkcji komérek - przeciwmiazdzycowe
receptora trzustki, (oksydacja WKT, redukcja
jadrowego Tg i VLDL), przeciwzapalne,
PPAR-y antyangiogenne a nawet
przeciwnowotworowe

Rezystyna Polipeptyd Jej stezenie wzrasta w otytosci. | Stymuluje srédbtonki do
produkowany Koreluje z insulinoopornoscig, | gromadzenia lipidow.
przez adipocyty aktywuje glukoneogeneze

nasila glikogenolize, Ma dziatanie prozapalne.
utrzymuje statg glikemie w
trakcie gtodu.

Neuropeptyd Y | Polipeptyd produk. | Nasilanie apetytu. Regulacja angiogenezy i
w jadrze Stymulowanie proadiopcytow | wazokonstrykcji,
tukowatym do podziatu i dojrzewania
podwzgorza

Wisfatyna Produkcja w tkance | Wysokie stezenie u otytych z Dziatanie prozapalne

ttuszczowej
(trzewnej,
podskornej) i
makrofagach

cukrzyca typu 2,

stymuluje dojrzewanie
adipocytédw, ma dziatanie
insulinomimetyczne przez
receptor insulinowy; marker
ottuszczenia trzewnego

(stymulacja IL 1b,IL 6 TNF
alfa (silnie), leukocyty,

Wptyw na réznicowanie
komadrek beta trzustki
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2.4 Czynniki genetyczne w rozwoju otytosci

W badaniach przeprowadzonych na blizniakach i na dzieciach z adopgcji
zaobserwowano, ze ok 25% do 50% czynnikdw ryzyka otyfosci jest uwarunkowane
genetycznie (O’Rahilly S, 2008). Wykazano ze dzieci adoptowane majg predyspozycje do
wysokiej zawartosci tkanki ttuszczowej takiej jak rodzice biologiczni. Tak samo badania w
grupie bliznigt jedno i dwujajowych wychowywanych wspdlnie lub osobno pokazaty, ze
dziedzicznos¢ BMI waha sie na poziomie 40-70 % ( Silventoinen K, 2010; Haworth C, 2008;
Schousboe KL, 2003). Dodatkowo po zmapowaniu genomu cztowieka w 2003 (Human
Genome Project) i w badaniach asocjacyjnych (ang. GWAS - Genome Wide Association
Studies — GWAS) poznano miejsca w genomie, ktére mogq miec potencjalne znaczenie w
rozwoju otytosci u cztowieka (Day FR, 2011, Spelioted EK, 2010; Locke AE, 2015). Z tego
powodu w obecnych czasach czynniki genetyczne staty sie waznym obiektem badan nad
etiologia otytosci. Dotyczy to tendencji do kumulacji tkanki ttuszczowej jak i zaburzen na
poziomie kontroli proceséw taknienia. Opisano ponad 600 gendw moggcych miec zwigzek z
otytoscia ( Trandafir LM , 2016)

Biorgc pod uwage czynniki genetyczne wyrdzniamy rzadko wystepujacg otytosé
jednogenowg — uwarunkowang mutacjami pojedynczych gendw i charakteryzujacg sie
wystepowaniem otytosci olbrzymiej juz we wczesnym dziecinstwie. Defekty pojedynczych

gendw dotyczg gtdwnie:

a) genu dla 4 receptora melanokortyny (melanocortin 4th receptor gene, MC4R),
zlokalizowanego w regionie q21 chromosomu 8. Defekt tego genu moze by¢ dziedziczony
autosomalnie dominujgco. Zmiany w genie zaburzajg regulacje przyjmowania pokarmu na
poziomie podwzgdrza powodujgc wzrost masy ciata w mtodym wieku w wyniku

niekontrolowanego apetytu ( Valette M, 2013; Lubrano-Berthelier C, 2003).

b) genu leptyny - zlokalizowanego na dtugim ramieniu chromosomu 7 (q31.3). U homozygot
rozwija sie ciezkg otytos¢ wkrétce po urodzeniu, z towarzyszaca hiperfagia, zaburzeniami
zachowania, zaburzeniem odpornosci komérkowej (Chesi A, 2015; Faroogqi SI, 2012;

Heymsfield SB, 2006)
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c) genu receptora leptyny - kodowanego przez gen Ob-R zlokalizowany na chromosomie 1
(1p31). U homozygot wystepuje otytos¢ znacznego stopnia i nadmierny apetyt jak w
przypadku niedoboru leptyny, ale dodatkowo wystepujg objawy niedoczynnosci przysadki

(Tartaglia LA, 1995; Barczyk A, 2017).

d) mutacji gendw kodujacych kolejne biatka szlaku melanokortynowego: brak
proopiomelanokortyny (prekursora hormondéw) jako wynik mutacji genu POMC, powoduje w
wyniku zaburzen regulacji szlaku sygnatowego wystgpienie hiperfagii i wczesnej otytoscia.
Dodatkowo naktadajace sie zaburzenia hormonalne takie jak hipogonadyzm
hipogonadotropowy, somatotropinowa niedoczynnos$é przysadki nasilajg fenotyp otytosci.
Obserwuje sie tez czeste wystepowanie otytosci u bliskich krewnych homozygot mutacji

POMC (Faroogqi IS, 2005; Dubern B, 2012; Krude, 1998).

e) prokonwertazy 1 (PC1) Mutacje genu PCSK1 ( genu prohormonu konwertazy1/3 - PC1/3)
zmapowanego w regionie 5q15 zaburzajg funkcje PC1/3 (prohormon konwertazy 1). Enzym
odpowiada za aktywowanie prekursoréw hormonoéw peptydowych np.
proopiomelanokortyny, proinsuliny, proglukagonu i progreliny. U homozygot obserwuje sie
hiperfagie, prowadzgcg do wczesnego rozwoju otytosci, hipoglikemie popositkowg , biegunki

( Creemers JW, 2012)

f) biatek biorgcych udziat w powstawaniu i funkcjonowaniu sieci neuronalnej podwzgérza
np.: genu SIM1 (zlokalizowanego w regionie 6g16.3), zmieniajgcego aktywnos¢ w jadra
przykomorowego podwzgdrza. W wyniku translokacji miedzy chromosomami 1p22.1 i
6q16.2 powstaje fenotyp zblizony do zespotu Pradera-Williego ( Holder JL, 2000; Bonnefond
A, 2013)

Mimo, poznania podtoza otytosci monogenowej uwaza sie, ze znacznie czestsza jest
otytos¢ uwarunkowana wielogenowo. Mutacje mogg dotyczy¢ gendw zwigzanych z regulacjq
taknienia, poziomu podstawowej przemiany materii, dojrzewaniem komdrek tkanki
ttuszczowej czy aktywnoscia enzyméw odpowiedzialnych za gospodarke ttuszczows i
weglowodanowg. WS$rdod gendw majgcych znaczenie w wielogenowej patogenezie otytosci

wymienia sie:
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a) gen FTO (ang. fat mass and obesity-associated gene) — gen podatnosci na otytos¢;
u homozygot wystepujg zaburzenia kontroli taknienia i nadmierna
insulinoopornosé, ktére moga by¢ modyfikowane przez aktywnos¢ fizyczng (Kim
JY, 2016; Yeo GS, 2014). Gen ten koduje enzym bioracy udziat w naprawie DNA co
wptywa na wigczanie lub wytgczanie aktywnosci innych genédw odpowiedzialnych
za np. rozwdj tkanki ttuszczowej lub aktywnosé moézgu ( Claussnitzer M, 2015),

b) gen receptora dopaminy D4 (DRD4) - gen odpowiadajacy za regulacje uktadu
nagrody w $rédmadzgowiu. Zaburzenia jego funkcji doprowadzajg do nadmiernego
przyjmowania pokarmu jako wynik dazenia do zaspokojenia potrzeb, co utrudnia
stosowanie rezimu dietetycznego jako metody leczniczej (Roth CL, 2013),

c) gen receptora aktywowanego proliferatorami peroksysomu Y2 (PPARy2)

majgcego udziat w adipogenezie i metabolizmie lipidow (Memisoglu A, 2003).

Wsréd  otytosci  uwarunkowanych genetycznie wyrdznia sie takie otytosé
syndromiczng. Otytos¢ ta wspodttowarzyszy innym objawom w zespotach genetycznie
uwarunkowanych (m.in. niepetnosprawnosci intelektualnej, dysmorfii czy zaburzeniom
narzgdowym). Do otytosci syndromicznych nalezg m.in.: zespoty dysmorficzne
uwarunkowane monogenowo ze  wspotistnieniem wad wrodzonych lub/i
niepetnosprawnoscig  intelektualng, zespoty aberracji chromosomowych, zespoty
uwarunkowane mikrodelecjami i mikroduplikacjami. W wyniku zmian o charakterze
mikrodelecji lub mikroduplikacji dochodzi do utraty funkcji lub nadmiernej ekspresji gendow
zlokalizowanych w obrebie zmienionego odcinka chromosomu. Fenotyp powodowany przez
tego typu zmiany zalezy od rodzaju zmiany jak i od ktdérego z rodzicédw pochodzi, jak w
chorobach imprintingowych  (Barczyk A, 2017). W przypadku diagnostyki otytosci
syndromicznej nalezy uwzgledni¢ analize rodowodu, okresli¢ czas pojawienia sie otytosci,
oceni¢  dysmorfie, przeprowadzi¢ badania dodatkowe pod katem chordb
wspoéttowarzyszacych. W opublikowanych w 2017 wynikach  metaanalizy GWAS z
uwzglednieniem analizy BMI wytypowano gen GPDIL ( 3p22.3) jako istotnego kandydata w
etiologii insulinoopornosci i otytosci ( ekspresja genu wzrasta w trakcie utraty masy ciata

przy stosowaniu diety niskokalorycznej ) ( He H, 2017).
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3. CEL PRACY

Zaburzenia gospodarki hormonalnej sg $cisle zwigzane z otytoscia. Stanowig zaréwno
jej przyczyne jak i zwigzany ze ztozonymi mechanizmami regulacyjnymi skutek. Obecne
badania uzmystawiajg nam, ze otytos$¢ to natozenie bardzo wielu czynnikéw : genetycznych ,
srodowiskowych, osobniczych. Najmniej poznane sg jak dotychczas zmiany genetyczne.
W erze indywidualnego podejscia do leczenia i coraz lepszych mozliwosci badawczych
niezbednym staje sie poznanie zmian na poziomie molekularnym. Do tej pory badania
genetyczne w otylosci koncentrowaty sie przede wszystkim na ocenie mutacji i
polimorfizméw gendw samych hormondédw majgcych znaczenie w powstaniu tej choroby,
natomiast bardzo niewiele wiadomo na temat zmian genetycznych w genach kodujgcych
receptory dla tych hormondéw. Dotychczasowe publikowane doniesienia  dotyczyty
pojedynczych  genédw lub  pojedynczych  polimorfizméw  gtéwnie  receptoréw
glikokortykosteroidow i receptora androgenowego natomiast wykorzystanie metody
sekwencjonowania nastepnej generacji (NGS) daje mozliwos¢ jednoczesnej oceny
szerokiego panelu gendéw i zmian, a przy zatozeniu poligenicznosci otytosci moze

ukierunkowac dalszg diagnostyke.

Wobec powyiszego, celem pracy byty:

* Ocena wystepowania mutacji i polimorfizméw gendéw receptoréw insuliny (/NSR),
melanokortyny ~ (MC4R), insulinopodobnego  czynnika  wzrostu  (/IGF1R),
mineralokortykoidéw (NR3C2), androgendw (AR), estrogenéw (ESR1 i ESR2) i beta-3
adrenoreceptora (ADRB3) u kobiet z otytoscig prostg i w grupie kontrolnej bez

otytosci

* Korelacja wykazanych mutacji i polimorfizméw z wystepowaniem otytosci brzuszne;j,

zaburzeniami gospodarki lipidowej i weglowodanowej oraz zespotem metabolicznym
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4. MATERIAL | METODY

4.1 GRUPA BADANA | GRUPA KONTROLNA

Badania prowadzono w dwdch grupach kobiet w wieku od 25 do 45 lat.
Grupa badana

Grupa 96 kobiet z BMI > 30 kg/m? pozostajgcych pod opiekg Katedry i Kliniki Endokrynologii,
Przemiany Materii i Choréb Wewnetrznych Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu oraz
Poradni Endokrynologicznej Szpitala Klinicznego im. H Swiecickiego w Poznaniu a takze
Poradni Endokrynologicznej w NZOZ EUROMED w Poznaniu. Dwie pacjentki z badanej grupy
sg siostrami. Ze wzgledu na brak mozliwosci badania rodzicéw i rodzeristwa zrezygnowano z

analizy uwarunkowan rodzinnych otyfosci w tej pracy.

Czas pojawienie sie otytosci

Nie uzyskano precyzyjnych danych co do czasu (wieku) pojawienie sie otytosci.
U wiekszosci pacjentek stopniowy wzrost masy ciata nastgpit po okresie dojrzewania
(co najmniej 5 lat przed obecnym badaniem). W grupie tej 37 pacjentek ewidentne

nasilenie otytosci wigze z okresem cigzy.

Grupa kontrolna

Grupa 96 kobiet z BMI <25 kg/m? - wolontariuszki, pacjentki Poradni Endokrynologicznej,
ktore w momencie rekrutowania do grupy nie zgtaszaty dolegliwosci, nie pobieraty zadnych
lekéw, nie miaty dotad zadnej przesztosci chorobowej, bez otytosci lub nadwagi w

wywiadzie, nie stosowaty obecnie ani w przesztosci restrykcyjnych diet.

Zgode na prowadzenie badan wyrazita Komisja Bioetyczna Uniwersytetu Medycznego w

Poznaniu — nr decyzji 338/1 (2014 r.) — zatgcznik nr 10.
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Dane demograficzne i antropometryczne badanych kobiet przedstawia tabela nr 3

Tabela nr 3 : Dane demograficzne i antropometryczne analizowanych grup kobiet

Parametr Grupa badana Grupa kontrolna Wartosc¢ p
Wiek (lata)
Zakres (min-max) 25-45 25-45
Srednia 31,7 29,0 0,0030*
SD 5,75 4,65
Mediana 31 29,0

wzrost ( cm)

Zakres (min-max) 149-180 156-180

Srednia 165,49 167,57 0,0075
SD 6,15 5,59

Mediana 166 168

masa ciata ( kg)

Zakres (min-max) 77-156 49-79

Srednia 105,24 58,30 <0,00001
SD 19,8 5,19

Mediana 102 58

obwdd pasa (cm)

Zakres (min-max) 80-150 60-86

Srednia 109 70,92 <0,00001
SD 13,8 5,83

Mediana 107 70,5

BMI ( kg/m2)

Zakres (min-max) 31-60,84 17,5-24,09

Srednia 38,24 20,83 <0,00001
SD 5,96 1,67

Mediana 36,9 20,67

e mimo rdznicy istotnej statystycznie dotyczacej wieku obu badanych grup (grupa
kontrolna byta nieco mtodsza) zdecydowano sie na analize zebranych grup przy
zatozeniu, ze mediana wieku niewiele rézni sie pomiedzy grupami a zakres wiekowy
jest ten sam przy czym otytos¢ w grupie badanej pojawita sie wiele lat przed tym

badaniem.

Proces i kryteria kwalifikacji kobiet do badan przedstawia rycina nr. 2
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Rycina nr 2. Etapy kwalifikacji do badan

Grupa kontrolna: 236 \

kobiet, ktére w momencie
rekrutowania do grupy nie
zgtaszaty dolegliwosci, nie
miaty dotad zadnej
przesztosci chorobowej, bez
otytosci lub nadwagi w
wywiadzie, bez zaburzen

miesigczkowania /
Wykluczono z badania \

kobiety <25rzi>45rz

Grupa badana: wyjsciowo 378
kobiet otytych, bez zaburzen

miesigczkowania . _
Pacjentki

wyrazity zgode
na
przeprowadzenie
badan

/Wykluczono z badania: kobiety <25rzi
>45 rz z BMI <30 kg/m lub granicznym
Z nieprawidtowym TSH lub z wczesniej
wykrytg i ew. leczong niedoczynnoscia
tarczycy, hiperkortyzolemig,
niedoczynnoscia przysadki i

Z nieprawidtowym stezeniem
TSH lub wczesniej leczong

Brak niedoczynnoscig tarczycy*,

zaburzeniami miesigczkowania odpowiedniej zaburzeniami
ilosci lub zta miesigczkowania
k jakos¢ materiatu
do analizy Z BMI >25 kg/m2 , ktére

stosowaty w przesztosci diety

restrykcyjne /

genetycznej

/Ostatecznie zakwalifikowanych 96\ ) .
kobiet z otytoscia BMI >30 kg/m2 Ostatecznie zakwalifikowanych
w wieku 25-45 lat ( $rednia 31,7, /\ 96 kobiet bez otytosci BMI <25
+/-5,75 roku), bez innych choréb kg/m2, w wieku 25-45 lat,
towarzyszacych. zdrowych ( Srednia 29,0 lat+/-

4,65)
\_ )

e gtdéwng przyczyna pozostawania pod opieka poradni byto monitorowanie wielkosci

wola guzkowego obojetnego
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4.2 METODYKA BADAN KLINICZNYCH

Badanie podmiotowe

Podczas badania podmiotowego uwzgledniano moment pojawienia sie otytosci, wywiad
osobniczy, rodzinny w kierunku zaburzen odzywiania i otytosci, wystepowanie zaburzen
gospodarki lipidowej, weglowodanowej, wspdtistniejgcych zaburzed hormonalnych, i

pobieranych lekdow.

Badanie przedmiotowe:

W trakcie badan wykonano pomiary antropometryczne: oceniano wzrost, mase ciata,
obwodu pasa wykorzystujgc wage lekarska, wzrostomierz oraz miare krawiecky. Wykonano
pomiar cisnienie tetniczego krwi po ok 20 min spoczynku wykorzystujgc aparat elektroniczny

pozostajgcy na wyposazeniu oddziatu.

Parametry wskaznika masy ciata ( ang. BMI - Body Mass Index) wyliczono uzyciu wzoru:

BMI = masa ciata w kg / (wzrost w metrach) ?

wskaznik talia-wzrost ( ang. WHtR - waist to height ratio) obliczano przy uzyciu wzoru

WHtR = obwdd talii w cm : wzrost w cm

Nie obliczano wskaznika talia-biodra ( ang. WHR waist- hip ratio) ze wzgledu na brak oceny
obwodu bioder u czesci pacjentek oraz iz uznano, ze wskaznik WHTR jest czutym narzedziem
w ocenie otytosci centralnej i ryzyka pojawienia sie powiktan kardiometabolicznych.
Przyjmuje sie, ze ryzyko to jest zwiekszone gdy wartos¢ wskaznika WHtR przekracza 0,5 ( Yoo
EG, 2016; Browning LM, 2010).

U kazdej pacjentki z grupy badanej i grupy kontrolnej wykonano USG jamy brzusznej, USG
tarczycy, oraz przeprowadzono konsultacje ginekologiczng - celem wykluczenia

nieprawidtowosci
4.3 Metodyka badania biochemicznych i hormonalnych :

Badania biochemiczne krwi wykonano w Centralnym Laboratorium Analityczno-

Biochemicznym Szpitala Klinicznego im. Heliodora Swiecickiego w Poznaniu.
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Oceniano nastepujgce parametry biochemiczne:

a) kreatynine, stezenia elektrolitéw tj. sdd, potas, aminotransferaze alaninowg i asparginowa

w surowicy krwi - celem wykluczenia choréb nerek i watroby;

b) stezenia glukozy i insuliny w dwupunktowym tescie obcigzenia glukozg - w 0 min i 120 min
po podaniu doustnym 75 g glukozy u wszystkich pacjentek bez wywiadu w kierunku

cukrzycy;

c) gospodarke lipidowa - oznaczano cholesterol catkowity, frakcje HDL, triglicerydy (TG) oraz

wyliczano frakcje LDL;

W tabeli nr. 4 zamieszczono zakres norm i metody oznaczania ocenianych parametrow

biochemicznych wybranych do korelacji genetyczno-klinicznych.

Tabela nr .4 : Zakresy norm i metody oznaczen biochemicznych wykorzystanych do korelacji
kliniczno-genetycznych

Badanie laboratoryjne Zakres normy Metoda oznaczenia

glukoza 70-90 mg/d| metoda oksydazowa.

cholesterol catkowity <200 mg/dl metoda enzymatyczno-
kolometryczna

HDL cholesterol Kobiety >45 mg/dI metoda enzymatyczno-
kolometryczna

triglicerydy 65-150 mg/dl metoda enzymatyczno-
kolometryczna

LDL cholesterol ( wyliczony) <135 mg/dI wyliczany ze wzoru

Badania hormonalne

Badania hormonalne: wykonywano w Centralnym Laboratorium  Analityczno-
Biochemicznym Szpitala Klinicznego im. Heliodora Swiecickiego w Poznaniu wykorzystano do
wykluczenia naktadania sie zaburzedn hormonalnych i do celéw konsultacji wykonywanej

przez ginekologa-endokrynologa.

Wykaz i zakres norm badan hormonalnych umieszczono w tabeli nr 5
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Tabela nr 5 : Zakres norm i metody oznaczen hormonalnych (ECLIA -

elektrochemiluminescencja; RIA — metoda radioimmunologiczna)

Hormon Zakres norm Metoda
oznaczenia
Insulina (LU/ml) 3-17 ECLIA
TSH (mIU/1) 0,27-4,20 ECLIA
£T3 (pmol/1) 3,90-6,70 ECLIA
T4 (pmol/l) 11,5-21,0 ECLIA
Kortyzol (nmol/I) godz. 08.00: do 2015r : 171-536, ECLIA
od 2016 r. 172-497
godz. 16-18.00: do 2015 r. 64-327
od 2016 r. 74-286
ACTH (pg/ml) 7,20-63,30 ECLIA
FSH (mIU/ml) Norma zalezna od fazy cyklu: ECLIA
faza folikularna- 3,5-12,0
owulacyjna 4,7-21,5, lutealna 1,5-8,0,
postmenopauzalna 26,0-135,0
LH (mIU/ml) Norma zalezna od fazy cyklu ECLIA
faza folikularna 2,5-12,5
owulacyjna 14,0-95,6, lutealna 1,0-11,5,
postmenopauzalna 7,5-58,5
IGF-1 (ng/ml) Norma zalezna od wieku i ptci RIA
kobiety 20-30 lat 161-517, 30-40 lat-153-
489, 40-54 |at-90-360, >54 lata-71-290
Estradiol (pg/ml) Norma zalezna od fazy cyklu ECLIA
faza folikularna 12-233, owulacyjna 41-398,
lutealna 22-341
PRL (mlU/I) 70-510 ECLIA
DHEA-s (pg/dl) 61-337 do 2014, od 2015 99-340 ECLIA
Testosteron catkowity 0,2-2,9 ECLIA

(nmol/l) i wskaznik wolnego
testosteronu ( FTI) (%)

(wsk. wolnego testosteronu: 0,51-6,53)

Ocena insulinoopornosci

Oceny wskaznika insulinoopornosci dokonano wg ponizszego wzoru przyjmujgc wartosc¢

HOMA-IR > 2,5 dla rozpoznania insulinoopornosci:

HOMA IR =

glukoza ( mg/dl) x insulina (ulU/ml)) /405
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ANALIZA STATYSTYCZNA DANYCH KLINICZNYCH W GRUPIE BADANEJ | KONTROLNEJ

Analize statystyczng porédwnujgcg parametry kliniczne w obu grupach poddanych badaniom
wykonano przy uzyciu testu t-Studenta. Normalnos$¢ rozktadu badanych parametrow

oceniono testem Shapiro-Wilka.

4.5 METODYKA BADAN GENETYCZNYCH:
Zatozenia badan

Badania genetyczne odbywaty sie w Pracowni Endokrynologii Molekularnej w Katedrze i
Klinice Endokrynologii, Przemiany Materii i Choréb Wewnetrznych Uniwersytetu
Medycznego w Poznaniu. Analizy molekularne byly przeprowadzane z uzyciem platformy
sekwencyjnej nastepnej generacji (NGS; ang. Next Generation Sequencing) o S$redniej
przepustowosci na aparacie lon Torrent Personal Genome Machine (lon PGM)™ (Thermo

Fisher Scientific, Inc.) i obejmowaty nastepujgce etapy, opisane ponize;j:
1. Izolacja DNA

2. Zaprojektowanie i synteza oligonukleotydéw dla panelu genéw do
sekwencjonowania nastepnej generacji (NGS) wg protokotu lon AmpliSeq;
przygotowanie biblioteki genomowej (amplifikacja fragmentéw DNA oraz ich

wzbogacenie z zastosowaniem metody emulsyjnego PCR);

3. Sekwencjonowanie na platformie lon Torrent PGM;

4. Analiza sekwencji. Walidacja wybranych mutacji za pomocg sekwencjonowania

kapilarnego metodg Sangera .

1. Izolacja DNA

DNA genomowe wyizolowano z 10 ml krwi obwodowej pobranej do probéwki z EDTA
(stezenie koricowe 0.1%). Izolacje DNA z krwinek biatych krwi obwodowej prowadzono przy

uzyciu metody ekstrakcji z wykorzystaniem mieszaniny fenolowo-chloroformows.

26



Otrzymane DNA byto przechowywane w temperaturze -20°C do czasu sekwencjonowania.

Analize ilosciowg i jakosciowg DNA prowadzono przy pomocy spektrofotometru Nanodrop.

2. Przygotowanie biblioteki genomowej i wzbogacenie DNA

Nastepnym etapem badan byto wygenerowanie biblioteki genomowej badanych
fragmentow DNA dla kazdego pacjenta i ligacja z unikalnymi adapterami lon Torrent (ang.
barcoding). Tworzenie biblioteki i nastepcze wzbogacenie sparowanych prébek DNA zostato
wykonane z uzyciem systemu Jlon OneTouch (Thermo Fisher Scientific, Inc.), zgodnie z
protokotem producenta (Thermo Fisher, San Diego, USA). Wpykorzystano okoto 40 ng
genomowego DNA od kazdego pacjenta oraz zestaw Ampliseq Library Preparation Kit 2.0

(Thermo Fisher, San Diego, USA).

Przygotowanie biblioteki genomowej obejmowato nastepujgce etapy:

multipleksowg amplifikacje metodg reakcji tancuchowej polimerazy, PCR docelowych
fragmentéw genomowego DNA (aktywacja termiczna prébek w 99°C przez 2 minuty
(tzw. hot-start), nastepnie 17 cykli PCR, wstepna denaturacja cieplna w 99°C przez 15

sekund, przytgczanie starteréow i wydtuzanie w 60°C przez 4 minuty);
W kolejnych etapach wykonano:

- czesciowe trawienie sekwencji starterowych celem przytgczenia znacznikow;

- ligacje adapterow lon Torrent do aplikondw i oczyszczanie niezligowanej biblioteki;

- analize ilosciowa bibliotek z uzyciem Fluorymetru Qubit 2.0. (Cat. no Q32866) i
zestawu Qubit dsDNA HS Assay Kit z wykorzystaniem 5 ul produktu PCR

- rozcienczenie biblioteki z uzyciem MilliQ superczystej wody celem uzyskania stezenia
okoto 100 pM dla kazdej probki.

- ostateczne wzbogacenie biblioteki (klonalna amplifikacja z zastosowaniem
emulsyjnego PCR (emPCR)); 25 ul kazdej prébki zostato wzbogaconych z uzyciem
aparatu One-Touch Two (OT2) i zestawu wzbogacajagcego lon PGM™ Template OT2
400 (Thermo Fisher) celem przygotowania do sekwencjonowania czasteczek
aktywnych posiadajgcych sekwencje kodujgce (ang. Template-positive lon Sphere

Particles, Thermo Fisher, USA)
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Biblioteka po przygotowaniu byta przechowywana w temperaturze -20°C. Produkty PCR
poszczegblnych pacjentdw zostaty oznaczone przy uzyciu zestawu znacznikdw lon Xpress

Barcode Adapter 1-96 kit (tzw. barcoding).

3. Sekwencjonowanie nastepnej generacji (NGS)

Przygotowana wg w/w procedur biblioteka zostata rozciericzona do 100 pM. Do
bezposredniego sekwencjonowania zastosowano lon PGM Sequencing 400 Kit i chip
sekwencyjny: lon 318 v2 co gwarantowato zaktadane pokrycie >200x na caty biblioteke
genomowa pacjenta. Srednie pokrycie w wykonanym eksperymencie wyniosto dla préb
wyniosto 199.8x. Po wygenerowaniu wynikow w sekwenatorze lon PGM™ dane zostaty
automatycznie przestane do serwera Torrent gdzie byty nastepnie poddawane przetwarzaniu
sygnatu, filtracji i algorytmom bazowym- generujgc sekwencje DNA o wysokiej jakosci (pliki
SAM/BAM oraz nastepnie poréwnaniu z sekwencjg referencyjng cztowieka (hgl9) zostat
utworzony plik VCF zawierajacy liste wariantéw genetycznych).

Sekwencjonowanie gendéw receptoréw poszczegdlnych hormondéw zostato opracowane
przy uzyciu algorytmu udostepnionego przez Thermo Fisher Scientific, pozwalajagcego na
optymalne zaprojektowanie par starteréw dla ampikonéw dtugosci do 400 pz (narzedzia

dostepne poprzez strone http://www.ampliseq.com).  Pokrycie sekwencji badanych

amplikonami w trakcie badan wyniosto 97-100%.

4. Analiza sekwencji i walidacja mutagji

Analize otrzymanych sekwencji przeprowadzono za pomocg dedykowanych programéw
(np. IONReporter, Mutation Taster, PhenlX) oraz ogdélnodostepnych narzedzi
bioinformatycznych stuzgcych analizie porownawczej (Ensembl, NCBI). Odczytane sekwencje
zostaty zmapowane do genomu ludzkiego (GRCh37/hg19) z uzyciem Torrent Suite™ software
(version 4.0.2; Thermo Fisher Scientific, Inc.).

Do pozyskania informacji o znanych mutacjach wykorzystano ogdlnodostepne bazy

genetyczne np. GenBank, ClinVar, HGMD oraz baz genomowych (1000 genomes, 5000
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exomes, ExAc). Programu PhenlX uzyto za posrednictwem strony internetowej
http://compbio.charite.de/PhenIX/ © 2014, Exomiser team: Charité Universitatsmedizin
Berlin, Institute for Medical Genetics and Human Genetics. Otrzymane podczas badan
genetycznych pliki VCF analizowano pod katem zmian patogennych. Do programu wczytano
uzyskane pliki VCF. Algorytm  MutationTaster2 uzyto za posrednictwem  strony

http://www.mutationtaster.org/StartQueryEngine.html. Program MutationTaster

wykorzystuje klasyfikator Bayesa celem oceny stopnia patogennosci zmian genetycznych.
Klasyfikacja ta opiera sie miedzy innymi na wykorzystaniu danych z dostepnych baz
genetycznych (populacyjnych oraz mutacyjnych): HGMD, LOVD, ClinVar GnomeAD, ExAC
oraz projektu 1000 Genomes. Zmiany genetyczne klasyfikowane sg na postawie braku
zmiany sekwencji aminkowasowej (zmiany niesynonimiczne, synonimiczne i intronowe) badz
ztozonosci zmiany sekwencji aminokwasowej (zmiana pojedynczego aminokwasu badz
zmiana ramki odczytu sekwencji aminokwasowej). Wartos¢ prawdopodobienstwa (p; ang. p
value) jest prawdopodobiedstwem prognozy, tj. im p blizsze 1, tym wyzsza pewnos¢
predykcyjna programu. Sposrdd najbardziej istotnych klinicznie wariantéw okreslanych jako
zmiane powodujgcg chorobe (ang. DC - disease causing) nalezy wymieni¢: zmiane
powodujgca przedwczesng terminacje transkrypcji (kodon terminacyjny) i w nastepstwie
wysokie prawdopodobienstwo rozpoznawanie i degradacji nieprawidtowego mRNA (ang.
NMD - nonsense mediated decay), znaczgca zmiana konformacji biatka oraz mutacje typu
"splice-site" wprowadzajgce nowe sygnaty redagowania biatka. Zmiana juz opisana jako
patogenna w bazach mutacyjnych Clinvar, HGMD, LOVD jest automatycznie okreslana jako
zmiana powodujgca chorobe (ang. DCA - disease causing automatic).

Po poréwnaniu kazdy otrzymany wariant byt raportowany zgodnie z nomenklaturg HGVS
(Human Genome Variant Society), wtgczajgc informacje o czestosci populacyjnej w Europie
wg. ExAC, statusu ClinVar oraz funkcji i konserwatywnosci ewolucyjnej. Gtéwny katalog

opisanych mutacji stanowita baza danych HGMD.

Przy ocenie patogennosci, uwzgledniono nastepujgce kryteria:
1. rodzaj mutacji, wptyw na konformacje biatka, konsekwencja zmiany struktury i funkcji
odpowiedniego biatka,

2. liczba mutacji allelicznych obserwowang w kohorcie pacjentéw o podobnym fenotypie,
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3. ewolucyjna konserwatywnos¢ zmutowanego nukleotydu/aminokwasu,

4. lokalizacja mutacji w stosunku do funkcjonalnie waznych domen biatkowych.

Dane te nastepnie zostaty skonfrontowane z danymi z dwdch wyzej opisanych
programow analizujgcych mutacje (MutationTaster2 i PhenlX). W ocenie patogennosci
wariantu uwzgledniono takze czestos¢ rzadkiego allelu MAF ang. minor allele frequency <1%

w bazie EXAC (Exome Aggregation Consortium).

Warianty zidentyfikowane w badanych genach, zostaty poddane automatycznej analizie
in silico w celu oceny wptywu zmiany na architekture biatka, oceny jego funkcjonalnosci oraz
potencjalnego zaangazowania w ekspresje nieprawidtowego fenotypu. Analiza in silico
patogennosci wykrytych wariantéw zostata wykonana za pomocay algorytmoéw PolyPHEN,
Sift, dbNSFP, CADD, Panther (sekwencje kodujgce), SpliceSite, NNsplice, HumanSplicer

(sekwencje intronowe).

Analiza statystyczna w badaniach genetycznych

Do analizy statystycznej wykorzystano warianty sekwencyjne badanych gendw wystepujace z
czestoscig ponizej 10% (MAF<0,1). Genotypy w grupie badanej poréwnano z czestosciami
genotypow w grupie kontrolnej (osoby bez klinicznych cech otytosci). W celu uzyskania
istotnosci statystycznej zastosowano test Pearsona, Fishera oraz test X? (Chi?). Dla kazdego
wariantu analizowano model dominujacy jak i recesywny. Dla kazdego wariantu analizowano
iloraz szans (ang. Odds Ratio OR), 95 % przedziat ufnosci (ang. confidence interval Cl) oraz
wartos¢ p (ang. p value). Dowdd istotnosci statystycznej stanowita wartos¢ p ponizej 0,05.
Do analizy genetycznej uwzgledniano taki iloraz szans OR dla ktérych przedziat ufnosci
wynosita minimum 95%. Ponadto czestos¢ alleli i genotypdw sprawdzono pod katem
zgodnosci z teoretycznym rozktadem Hardy-Weinberga. Obliczenia wykonano za pomoca

kalkulatora dostepnego na stronie https://ihg.gsf.de/cgi-bin/hw/hwal.pl.

Oceniane geny receptorow hormondw zamieszczono w tabeli nr 6
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Tabela nr 6. Zestawienie analizowanych gendéw receptoréw

Oznaczenie Nazwa receptora Lokalizacja Wielkos¢ Sekwencja
genu cytogenetyczna | genomowa | referencyjna
genu

ESR1 Receptor estrogendw alfa | 6g25.1-gq25.2 618 Kpz* NC_00006.12

ESR2 Receptor estrogendéw beta | 14923.2-q23.3 146 Kpz NC_000014.9

AR Receptor androgendow Xql2 243 Kpz NC_000023.11

NR3C2 Receptor 4931 476 Kpz NC_000004.12
mineralokortykoiddw

ADRB3 Receptor beta 3 9p11.23 4,7 Kpz NC_000008.11
adrenergiczny

MC4R Receptor melanokortyny 18qg21.32 2,2 Kpz NC_000018.10

INSR Receptor insuliny 19p13.2 237 Kpz NC_000019.10

IGF1R Receptor 15926.3 411 Kpz NC_000004.12

insulinopodobnego
czynnika wzrostu typu 1

* kpz — kilo-par-zasad (tysigc par zasad)
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5.  WYNIKI BADAN

5.1 Woyniki badan biochemicznych i hormonailnych
W obu grupach kobiet wykonano analize wskaznikéw insulinoopornosci i ryzyka otytosci
brzusznej (szczegdtowe dane przedstawiono w tabeli nr 7. W grupie otytych 66 kobiet miato

wskaznik HOMA-IR > 2,5 oraz 95 kobiet miato wskaznik WHtR > 0,5.

Tabela nr 7 Wskazniki HOMA-IR i WHTR w obu grupach kobiet

Parametr Grupa badana Grupa kontrolna Wartosc p

Wskaznik HOMA-IR

Zakres (min-max) 0,79-24,88 0,6-2,5

Srednia 4,09 1,43 0,001081
SD 3,68 0,52

Mediana 3,29 1,4

Wskaznik WHtR

Zakres (min/max) 0,53-0,84 0,36-0,49

Srednia 65,69 0,42 <0,00001
SD 7,88 0,053

Mediana 64,49 0,42

Zaburzenia gospodarki lipidowej

W grupie badanej podwyiszone stezenie cholesterolu catkowitego (> 200 mg/dl — a wg
Europejskiego Towarzystwa Kardiologicznego > 190!) wystepowato u 41 kobiet, w tym
hiperlipidemie mieszang stwierdzono u 25 kobiet z otyloscia. U 1 kobiety z grupy
kontrolnej stwierdzono hipercholesterolemie (216 mg/dl). Do analiz statystycznych przyjeto
gbrng granice normy cholesterolu catkowitego réwng 200 mg/dl a nie 190 mg/dl. Zmiany
wytycznych nastgpity w 2016 roku, natomiast duza czes¢ danych i materiat biologiczny od
pacjentek z grupy badanej byta zabezpieczana od 2014 roku.

Na rycinie 3 przedstawiono wystepujace zaburzenia gospodarki lipidowej u kobiet otytych.
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Rycina nr 3 Zaburzenia gospodarki lipidowej w grupie kobiet z otytoscia

zaburzenia gospodarki lipidowej n=96
pozostate

16% bez zaburzen

27%
cholesterolemia
mieszana
26% izolowany
: cholesterol
izolowany 11%
HDL
20%

Grupa ,pozostate” obejmuje pofaczenie wysokich triglicerydéw z obnizonym HDL-
cholesterolem lub hipercholesterolemie z obnizonym HDL-cholesterolem.

Wartosci analizowanych parametrow gospodarki lipidowej w grupie badanej i kontrolnej

przedstawiono w tabeli nr 8.

Tabela nr 8 Wartosci badanych parametrow gospodarki lipidowej w obu grupach.

Parametr Grupa badana Grupa kontrolna Wartosé p
Cholesterol catk (mg/dl)
Zakres (min-max) 132-325 116-216
Srednia 194,99 172,84 <0,00001
SD 35,82 24,64
Mediana 194,5 175,5
HDL cholesterol (mg/dl)
Zakres (min-max) 21-82,3 36-102
Srednia 49,23 71,96 <0,00001
SD 13,23 15,05
Mediana 50,0 72,5
LDL-cholesterol (mg/dl)
Zakres (min/max) 58,2-465 48-138
Srednia 117,93 87,79 0,0003
SD 45,21 21,04
Mediana 112,8 85,25
Triglicerydy ( mg/dl)
Zakres (min/max) 40-400 32-149
Srednia 129,91 69,10 <0,00001
Odch. Standardowe 71,65 26,3
Mediana 110,0 62,0
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Zaburzenia gospodarki weglowodanowej:

W grupie badanej u 74 kobiet stwierdzono insulinooporno$s¢ na postawie wartosci
wskaznika HOMA-IR > 2,5. Zaburzenia gospodarki weglowodanowej o charakterze
nieprawidtowej glikemii na czczo (IFG) lub nieprawidtowej tolerancji glukozy (IGT)
stwierdzono u 22 pacjentek, cukrzyca wystepowata tylko u 1 osoby z grupy badane;j.
Zaburzenia te przedstawiono na rycinie nr 4 natomiast szczegétowe analizy gospodarki

weglowodanowej przedstawiono w tabeli nr 9i 10.

Rycina nr.4 Zaburzenia gospodarki weglowodanowe] w grupie badane;j

zaburzenia gospodarki weglowodanowej n=96

bez insulinoopornosci
23%

insulinoopornos¢
53%

IGT/IFG
23%

cukrzyca
1%

W tabeli nr.9 podano wartosci minimalne i maksymalne, wartosci $rednie, odchylenie
standardowe (SD) i mediane glukozy na poczatku i w 120 min testu obcigzenia 75 g glukozy
(test OGTT) obu grupach i analogicznie wartosci stezenia insuliny w tescie OGTT w tabeli

nr 10.
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Tabela nr.9 Wartosci stezenia glukozy w 0i 120 min testu obcigzenia 75 g glukozy poddane

analizie w obu grupach.

Parametr

Grupa badana

Grupa kontrolna

Wartosc¢ p

Glukoza (Omin-mg/dl)

Zakres (min-max) 71-173 60-99

Srednia 93,3 86,13 0,1301
SD 13,64 6,16

Mediana 90,5 86,0

Glukoza (120 min- mg/dl)

Zakres (min-max) 57-217 51-149

Srednia 119,82 92,75 <0,00001
SD 29,4 20,86

Mediana 118,5 88,5

Tabela nr. 10 Wartosci stezenia insuliny w 0i 120 min testu obcigzenia 75 g glukozy

poddane analizie w obu grupach.

Parametr

Grupa badana

Grupa kontrolna

Wartos¢ p

Insulina (Omin-pU/ml)

Zakres (min-max) 3,86-56,85 3,15-17

Srednia 17,75 6,88 0,0045
SD 14,35 2,51

Mediana 14,35 6,82

Insulina (120 min-pU/mil)

Zakres (min-max) 5,96-225,7 11,6-96,33

Srednia 79,88 35,5 <0,00001
SD 60,15 20,84

Mediana 64,78 28,17

Wystepowanie zespotu metabolicznego i choréb wspétistniejacych .

W oparciu o kryteria zawarte w tabeli nr 11 stwierdzono, ze 43 kobiety z grupy badanej

spetniaty kryteria zespotu metabolicznego, natomiast pozostate 53 kobiety nie.
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Tabela nr 11 Kryteria rozpoznawania zespotu metabolicznego ( 2009) wspolna definicja IDF,
NHLBI, AHA, WHF, IAS i IASO (Alberti KG,2009)

obecnos$é 3 z 5 kryteridow :

obligacyjnym kryterium rozpoznania :podwyzszony obwdd bioder - specyficzny dla danej
(w populacji europejskiej 280 cm u kobiet i 294 cm u mezczyzn)

Podwyzszone stezenie tréjglicerydéw >1,7 nmol/I ( 150mg/dl) lub stosowanie leczenie
Podwyzszone cisnienie tetnicze krwi >130/85 mmHg lub stosowanie leczenia

Obnizone stezenie HDL-C <1,0 nmol/I ( 40 mg/dl) u mezczyzn i <1,3 nmol/I ( 50 mg/dl) u
kobiet lub stosowanie leczenia.

Podwyzszone stezenie glukozy na czczo >5,6 mmol/I ( 100 mg/dl) lub leczenie cukrzycy

Analizujagc  m.in. wystepowanie nadci$nienia tetniczego jako skfadowej zespotu
metabolicznego zwrdécono uwage na wystepowanie w grupie badanej choréb, ktérych
prawdopodobienstwo pojawienia sie jest wieksze w grupie otytej (Verkouter | ,2019; Ali S,

2018; LeeJH, 2019). Zestawienie zamieszczono na rycinie nr 5.

Rycina nr 5. Choroby wystepujgce w grupie z otytoscia

19,79

15,62
R 14,58
]
2
S 12,50
o 11,46
@
o 9,37
x
6,25
5,21
4,17
3,12 3,12
[ |
nadcisnienie tetnicze sttuszczenie watroby kamica z6tciowa dna moczanowa

B f3cznie M HOMA<2,5 HOMA>2,5

Analiza stezenia IGF-1 we krwi

Srednie stezenie IGF-1 we krwi u kobiet z otytoécig wynosito 208,4 +/- 99,7 SD podczas gdy u

kobiet z grupy kontrolnej wynosito 285,6 +/- 102,3 SD. Nie stwierdzono réznicy istotnej

statystycznie pomiedzy obiema grupami.
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5.2 Woyniki badan genetycznych

Wyniki przeprowadzonych badan genetycznych podzielono wedtug rodzajow receptorow.
Szczegdtowe] analizie podano tylko polimorfizmy, ktére w analizie statystycznej miaty

charakter sprzyjajacy lub ochronny wobec otytosci.

5.2.1 Receptory jadrowe

5.2.1.1 Geny receptorow estrogenéw — geny ESR1 i ESR2

Gen ESR1

Analiza genu ESR1 z wykorzystaniem metody NGS  wykazata obecnos¢ 7 rzadkich
polimorfizméw pojedynczego nukleotydu (SNP) w tym 4 do tej pory nie raportowanych.
Szczegdtowe dane dotyczgce uzyskanych wynikéw badan genetycznych tego genu zawiera
zatacznik nr 1. Schemat genu zostat umieszczony na rycinie nr 6. Analiza wariantu istotnego

statystycznie jest zawarta w tabeli nr 12. Na czerwono zaznaczono istotny statystycznie

genotyp.

Rycina nr 6 Schemat genu ESR1

1kb

Legend:
. CDS L 1utr ~ Intron

Zrédto: GSDS Gene Structure Display Server 2 http://gsds.cbi.pku.edu.cn
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Tabela nr 12. Wystepowanie wykrytych polimorfizmdéw (SNP) genu ESR1 u chorych z
otytoscig oraz w grupie kontrolnej - (A) —allele; (B i C) — genotypy (kalkulacja dla modelu

odpowiednio: dominujacego i recesywnego)

A.

Lp. | Polimorfizm Grupa Grupaz Allele
kontrolna otytoscia
(allele) (%) | (allele)(%) | O cl P

1 rs55716045 G=100 G=98 9,191 0,491-171,891 0,13725
A=0 A=2

B.

Lp. | Polimorfizm Grupa Grupaz Genotyp dominujacy
kontrolna otytoscia
(genotypy) | (genotypy) OR Cl p

(%) (%)

1 rs55716045 GG=100 GG=96 9,389 0,499-176,830 0,04326
GA=0 GA=4
AA=0 AA=0

C. W przypadku genu ESR1 nie stwierdzono obecnosci genotypu rzadkiego dla modelu

recesywnego

Wykazano natomiast wyrazng zaleznos¢ pomiedzy genotypem w modelu dominujgcym

(obecnos¢ allelu G) a otytoscia.

W tabeli nr.13 zawarto analize korelacji klinicznych pomiedzy istotnym statystycznie
dominujgcym polimorfizmem rs55716045 genu ESR1I a poszczegbélnymi badanymi
parametrami metabolicznymi. Poza otytoscia, nie wykazano istotnych statystycznie korelacji

z okreslonymi parametrami klinicznymi.
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Tabela nr. 13 Korelacje kliniczne dla polimorfizméw genu ESR1 ( A,B,C)

A.
WHtR > 0,5 BMI 1 BMI 2
Gen Polimorfizm (30-34,99 kg/m2) (>35 kg/m2)
OR OR OR
[95% Cl] p [95% Cl] p [95% Cl] p
ESR1 rs55716045 0,676 0,59784 0,178 0,10185 0,180 0,12173

B.

Hipercholesterolemia Hiperlipidemia Insulinoopornos¢
Gen | Polimorfizm mieszana

OR OR OR

[95% ClI] p [95% Cl] P [95% Cl] o
ESR1 | rs55716045 1,359 0,76329 | 3,000 0,26471 | 0,282 0,19350
C.

Zespot metaboliczny

Gen Polimorfizm OR [95% ClI] P
ESR1 rs55716045 1,359 0,76329
Gen ESR2

Analiza genu ESR2 z wykorzystaniem metody NGS wykazata obecnos¢ 8 rzadkich
polimorfizméw pojedynczego nukleotydu (SNP) w tym 3 do tej pory nie raportowanych.
Szczegdtowe dane dotyczgce uzyskanych wynikow badan genetycznych tego genu zawiera
zatacznik nr 2. Schemat genu zostat umieszczony na rycinie nr 7. Analiza wariantu istotnego

statystycznie jest zawarta w tabeli nr 14.

Rycina nr 7. Schemat receptora ESR-2

1kb

Legend:
. cDS L[ JUTR ~~ Intron

Zrédto: GSDS Gene Structue Display Server 2 http://gsds.cbi.pku.edu.cn/
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Tabela nr. 14: Wystepowanie wykrytych polimorfizméw genu ESR2 u chorych z otytoscig oraz

w grupie kontrolnej - (A) —allele; (B i C)— genotypy (kalkulacja dla modelu odpowiednio:

dominujgcego i recesywnego)

A.
Lp. Polimorfizm Grupa Grupa z Allele
kontrolna | otyloscig
(allele) (%) | (allele)(%) OR cl P
1 rs28440970 A=98, A=98, 0,141 0,007-2,741 0,28537
G=2 G=2
B.
Lp. Polimorfizm Grupa Grupa z Genotyp dominujacy
kontrolna otytoscia
(genotypy) | (genotypy) OR Cl P
(%) (%)
1 rs28440970 AA=97, AA=97, 0,138 0,007-2,716 0,08086
AG=3, AG=3,
GG=0 GG=0

C. Nie wykazano obecnosci genotypu rzadkiego dla modelu recesywnego dla ESR2

Nie wykazano zaleznosci miedzy genotypem dominujagcym genu (obecnos¢ allelu G) a
otytoécig. Dla tego polimorfizmu nie dokonywano korelacji z obrazem klinicznym bo
polimorfizm ten nie wystepowat w grupie badanej. Jego obecnos¢ wykazano u 3 kobiet z

grupy kontrolnej — co sugeruje jego dziatanie ochronne.

5.2.1.2 Gen receptora androgenéw — AR

Analiza genu AR z wykorzystaniem metody NGS  wykazata obecnos¢ 30 rzadkich
polimorfizméw pojedynczego nukleotydu (SNP) w tym 23 do tej pory nie raportowanych.
Szczegbétowe dane dotyczace uzyskanych wynikow badan genetycznych tego genu zawiera
zatacznik nr 3. Schemat genu zostat umieszczony na rycinie nr 8. Analiza wariantu istotnego

statystycznie jest zawarta w tabeli nr 15.
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Rycina nr 8: Schemat receptora AR

1kb

Legend:

W s

Zrédto: GSDS Gene Structue Display Server 2 http://gsds.cbi.pku.edu.cn/

C1UTR

~ Intron

Tabela nr 15. Wystepowanie wykrytych polimorfizméw genu AR u chorych z otytoscig oraz w
grupie kontrolnej - (A) —allele; (B i C)— genotypy (kalkulacja dla modelu odpowiednio:
dominujgcego i recesywnego)

A.
Grupa Grupaz Allele
Lp. Polimorfizm kontrolna otytoscia
(allele) (%) | (allele) (%) | OR cl P
1 nowy (ochronny) | A=93 A=98 0,271 0,087-0,837 0,01577
chrX:66931222 G=7 G=2
2 rs1282212474 A=100 An=0 | A=96 An=4 17,737 1,016-309,502 0,00768
(sprzyjajacy)
chrX:66949830
3 nowy T=98 T=92 5,339 1,520-18,755 0,00377
(sprzyjajacy) A=2 A=8
chrX:66949841
B.
Grupa Grupa z Genotyp dominujacy
Lp. Polimorfizm kontrolna | otytoscia
(genotypy) | (genotypy) | OR Cl p
(%) (%)
1 nowy (ochronny) AA=85 AA=96
chrX:66931222 AG=14 AG=4 0,255 0,081-0,805 0,01329
GG=0 GG=0
2 rs1282212474 AA=100 AA=92
(sprzyjajacy) A/An=0 A/An=8 18,537 1,054- 0,00386
chrX:66949830 An/An=0 An/An=0 325,861
3 Nowy TT=97 TT=84
(sprzyjajacy) TA=3 TA=15 5,741 | 1,604-20,542 | 0,00297
chrX:66949841 AA=0 AA=0

C. Nie stwierdzono genotypdw rzadkich dla modelu recesywnego, istotnych statystycznie w
przypadku genu AR.

W tabeli nr 16 zawarto analize korelacji klinicznych pomiedzy istotnymi statystycznie

polimorfizmami dla genu AR a poszczegdlnymi badanymi parametrami metabolicznymi.
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Stwierdzono ze dwa z nich rs1282212474 (del/dupA) i nowy (chrX:66949841T>A) majg silng

zaleznos¢ z fenotypem w modelu dominujgcym. W przypadku nowego wariantu

chrX:66931222G>A nie wykazano zaleznosci z otytoscig. Wystepuje on u 14 kobiet w grupie

kontrolnej w stosunku do 4 otytych co sugeruje jego dziatanie ochronne.

Tabela nr 16. Korelacje kliniczne dla polimorfizméw genu AR (A,B,C)

A.
WHtR > 0,5 BMI 1 BMI 2
Gen Polimorfizm (30-34,99 kg/m?2) (>35 kg/m2)
OR OR OR
[95% Cl] p [95% Cl] p [95% Cl] p
AR nowy (ochronny) | 0,676 0,59784 1,759 0,62671 1,788 0,56543
chrX:66931222
AR rs1282212474 0,422 0,44560 0,952 0,94902 0,556 0,48188
(sprzyjajacy)
chrX:66949830
AR nowy 0,338 0,21727 1,705 0,39102 0,850 0,78427
(sprzyjajacy)
chrX:66949841
B.
Hipercholesterolemia Hiperlipidemia Insulinoopornos¢
Gen | Polimorfizm mieszana
OR p OR p OR p
[95% CI] [95% Cl] [95% CI]
AR nowy 1,359 0,76329 0,944 0,96132 0,900 0,92889
(ochronny)
chrX:66931222
AR rs1282212474 1,378 0,66322 0,381 0,36200 2.227 0,45522
(sprzyjajacy)
chrX:66949830
AR nowy 0,625 0,42423 0,670 0,56161 4,983 0,09896
(sprzyjajacy)
chrX:66949841
C.
Zespot metaboliczny
Gen Polimorfizm OR p
[95% Cl]
AR nowy (ochronny) 1,30 0,87
chrX:66931222
AR rs1282212474 0,399 0,36
(sprzyjajacy)
chrX:66949830
AR nowy 0,595 0,37
(sprzyjajacy)

chrX:66949841
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5.2.1.3 Gen receptora mineralokortykoidow - NR3C2

Analiza genu NR3C2 z wykorzystaniem metody NGS wykazata obecno$é¢ 18 rzadkich
polimorfizmdéw pojedynczego nukleotydu (SNP) w tym 10 do tej pory nie raportowanych.
Szczegbétowe dane dotyczgce uzyskanych wynikéw badan genetycznych tego genu zawiera

zatacznik nr 4. Schemat genu zostat umieszczony na rycinie nr 9.

Rycina nr 9. Schemat genu receptora NR3C2

1kb
Legend:
. CDS CJutr ~ Intron

Zrédto: GSDS Gene Structue Display Server 2 http://gsds.cbi.pku.edu.cn/

Nie stwierdzono wystepowania istotnych statystycznie wariantéw genu NR3C2 w grupie

badanej ani grupie kontrolne;j.

5.2.2 Geny receptorow zwigzanych z biatkiem G

5.2.2.1 Gen beta 3-adrenoreceptora - ADRB3

Analiza genu ADRB3 z wykorzystaniem metody NGS wykazata obecnos¢ 13 rzadkich
polimorfizméw pojedynczego nukleotydu (SNP) w tym 6 do tej pory nie raportowanych.
Szczegbétowe dane dotyczace uzyskanych wynikéw badan genetycznych tego genu zawiera
zatacznik nr 5. Schemat genu zostat umieszczony na rycinie nr 10. Analiza wariantu istotnego

statystycznie jest zawarta w tabeli nr 17.
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Rycina nr 10. Schemat receptora ADRB3

100bp
Legend:
. CDS L 1utr - Intron

Zrédto: GSDS Gene Structure Display Server 2 http://gsds.cbi.pku.edu.cn/
Tabela nr 17. Wystepowanie wykrytych polimorfizméw genu ADRB3 u chorych z otytoscia

oraz w grupie kontrolnej - (A) —allele; (B i C) — genotypy (dla modelu odpowiednio:
dominujgcego i recesywnego)

A.
Grupa Grupaz Allele
Lp. | Polimorfizm kontrolna otytoscia
OR cl p
(allele) (%) | (allele)(%)
1 rs544651920, AC=91, AC=85, 1,960 0,999-3,536 0,03349
rs747043938 del=9 del=15
(multiple alleles)
del(AC)3 /
delACAC / delAC
/ dupAC/
dupACAC/
dup(AC)3
2 rs3990401 AC=95, AC=98, 0,280 0,076-0,034 0,04222
del=5 del=2

,multiple alleles” — allele wielokrotne — posiadajg wiele form nukleotydowych dla danej
pozycji genomowej

B.
Grupa Grupa z Genotyp dominujacy
Lp. Polimorfizm kontrolna otytoscia
(genotypy) (genotypy) OR Cl p
(%) (%)
1 *rs544651920, AC=81, AC=70, 2,205 1,057-0,140 0,02123
rs747043938 AC/del()=19, | AC/del()=30,
(sprzyjajacy) del/del=0 del/del=0
2 rs3990401, AC=89, AC=97 0,269 0,072-1,009 0,03871
(ochronny) AC/del()=11, AC/del()=3
del/del=0 del/del=0

* — dwa osobno skatalogowane warianty nukleotydowe dla danej pozycji genomowe;.

C. Nie stwierdzono genotypdw recesywnych istotnych statystycznie dla genu ADRB3
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Dla polimorfizmu rs544651920 / rs747043938 wykazano zalezno$¢ pomiedzy obecnoscig

allelu rzadkiego i otytoscig (model dominujacy).

W tabeli nr 18 zawarto analize korelacji klinicznych pomiedzy istotnym statystycznie

dominujgcymi polimorfizmami rs5446510920/rs747043938, rs3990401 genu ADRB3 a

poszczegdlnymi badanymi parametrami metabolicznymi.

istnieje wyrazny zwigzek z otytos$cig brzuszng

Dla polimorfizmu rs3990401

Tabela nr 18: Korelacje kliniczne dla polimorfizméw genu ADRB3 (A,B,C)

A.
WHtR > 0,5 BMI 1 BMI 2
Gen Polimorfizm (30-34,99 kg/m?) ( >35 kg/m?)
OR OR OR
[95% ClI] p [95% ClI] [95%Cl] p

ADRB3 | rs544651920, 2,143 0,48660 | 0,681 0,40324 | 0,476 | 0,13445

rs747043938,

(multiple alleles)
ADRB3 | rs3990401 0,114 0,04896 | 0,275 0,26939 | 0,868 | 0,90904
B.

Hipercholesterolemia Hiperlipidemia Insulinoopornos¢
Gen Polimorfizm mieszana
OR OR OR
[95% CI] D [95% Cl] b [95% Cl] D

ADRB3 | rs544651920,

rs747043938, | 1,009 0,98491 | 0,926 0,88137 0,865 0,78320

(multiple

alleles )
ADRB3 | rs3990401, 2,769 0,39403 1,438 0,76999 0,592 0,67116
C.

Zespot metaboliczny
Gen Polimorfizm OR
[95% Cl] b
ADRB3 rs544651920, rs747043938,
multiple alleles 0,634 0,71

ADRB3 rs3990401 1,429 0,42
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5.2.2.2 Gen receptora melanokortyny 4 — MC4R

Analiza genu MC4R z wykorzystaniem metody NGS wykazata obecnos¢ 5 rzadkich
polimorfizmdéw pojedynczego nukleotydu (SNP) w tym 1 do tej pory nie raportowanego.
Szczegbétowe dane dotyczace uzyskanych wynikéow badan genetycznych tego genu zawiera
zatgcznik nr 6. Schemat genu zostat umieszczony na rycinie nr 11.

Zaden z wykrytych wariantdw nie wykazywat istotnosci statystycznej dlatego nie

wykonywano dalszej analizy dla genu MC4R.

Rycina nr 11. Schemat genu receptor MC4R

5 _ 3

100bp

Legend:
. CDS L 1utr - Intron

Zrédto: GSDS Gene Structure Display Server 2 http://gsds.cbi.pku.edu.cn/
5.2.3 Geny receptorow zwigzanych z kinazami biatkowymi:

5.2.3.1 Gen receptora insuliny INSR.

Analiza genu INSR z wykorzystaniem metody NGS wykazata obecnos$¢ 64 rzadkich
polimorfizmdéw pojedynczego nukleotydu (SNP) w tym 30 do tej pory nie raportowanych.
Szczegbétowe dane dotyczace uzyskanych wynikéw badan genetycznych tego genu zawiera
zatacznik nr 7. Schemat genu zostat umieszczony na rycinie nr 12.

Analiza wariantu istotnego statystycznie jest zawarta w tabeli nr 19.

Rycina nr 12: Schemat genu receptora INSR

kb

Legend:
. CDS CJutr ~ Intron

Zrédto: GSDS Gene Structue Display Server 2 http://gsds.cbi.pku.edu.cn/
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Tabela nr 19: Wystepowanie wykrytych polimorfizméw genu INSR u chorych z otytoscig oraz
w grupie kontrolnej - (A) —allele; (B i C)— genotypy (dla modelu odpowiednio:
dominujgcego i recesywnego)

A.
Grupa Grupaz Allele
Lp. Polimorfizm kontrolna | otyloscig OR Cl 0
(allele)(%) | (allele)(%)
1 rs72988602 T=94, T=98, 0,261 0,072-0,951 0,02939
(ochronny) C=6 C=2
2 rs1220091470 T=99, T=84, 38,600 | 5,217-285,604 | 1,393e-08
(sprzyjajacy) C=1 C=16
3 rs148813626 C=100, C=97, 11,293 0,620-205,665 | 0,06655
(sprzyjajacy) T=0 T=3
B.
Grupa Grupa z Genotyp dominujacy
Lp. Polimorfizm kontrolna otytoscia
(genotypy) | (genotypy) OR Cl p
(%) (%)
1 rs72988602 TT=88, TT=96, 0,249 0,067-0,924 0,02638
TC=12, TC=4,
CC=0 CC=0
2 rs1220091470 TT=99, TT=66, 48,000 6,397-360,153 | 2,528e-09
TC=1, TC=34,
CC=0 Ccc=0
3 rs148813626 CC=100, CC=95, 11,601 0,633-212,778 | 0,02347
CT=0, CT=5,
TT=0 TT=0

C. Nie stwierdzono wystepowania genotypdéw recesywnych istotnych statystycznie.

Analiza haplotypéw genu INSR

Analize wykonano za pomocg programu Haploview 4.2. W badaniu zidentyfikowano 3
odrebne bloki haplotypow dla INSR : blok 1 ktory obejmuje warianty poczgwszy od intronu 2
az do intronu 20, oraz bloki 2 i 3 znajdujgce sie w 3’UTR. Analize wykonano za pomocag

algorytmu SolidSpine of LD. Ponadto wykryto niezréwnowazenie sprzezen pomiedzy znanym
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wariantem w intronie 17 (rs148813626) i nowo zidentyfikowanym markerem lezgcym w
pozycji Chr19:7116570, co moze sugerowad istotny wptyw na fenotyp. Podobnie jak w
przypadku dalej omawianego genu /IGF1IR dwa nowe warianty wykryto w pozycjach rzadkich
polimorfizmdéw, obydwa w grupie badanej i tylko jeden z nich wykryty byt rowniez w grupie
kontrolnej (jedna osoba). Dla jednego wariantu wykryto odstepstwo od réwnowagi Hardy-
Weinberga (duza liczba homozygot) co sugeruje koniecznos$¢ analizy na wiekszej grupie

badanej lub wiaczenie do analizy matych rodzin (tzw. ,trios”).

Schemat blokéw do analizy haplotypow genu INSR przedstawiono na rycinie nr 13
zamieszczonej ponizej. Czestos¢ wystepowania haloptypow przedstawiono w tabeli nr 20

oraz analize istotnosci statystycznej w tabeli nr 21.

Rycina nr 13 : Analizowane haplotypy genu INSR

novelAC(rs1220091470AG)

rs761088961
rs2245143
rs1799815
rs1799816
rs148813626
rs745624546
7116283delG
rs186013503
rs72988602

Block 1 (65 ki Block 2 (0 ki Block 3 (1 ki
1 2 3 i 8 9 10

£y
&h
=]
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Tabela nr 20: Czestos$¢ wystepowania analizowanych haplotypdéw dla genu INSR

Haplotyp | Czestos¢ Czestos¢ grupa Czestosc grupa Test Wartosé p
ogodlna badana kontrolna Chi?
Blok 1
ACGCGG | 0,866 0,857 0,875 0,262 0,609
ATGCGG | 0,066 0,044 0,089 3,107 0,078
ACACGG | 0,036 0.036 0,036 0,0 1,0
Blok 2
AG 0,904 0,812 0,995 36,638 | 1,4221E-9
CG 0,086 0,167 0,005 31,859 | 1,6577E-8
AA 0,010 0,021 0,000 4,042 0,0444
Blok 3
CA 0,958 0,974 0,943 2,348 0,1255
CG 0.036 0.016 0.057 4.744 0.0294
Tabela nr 21: Analiza istotnosci statystycznej haplotypdow dla genu INSR
LP Nazwa Pozycja genom. | Czesto$é | Czestos¢ | Test Chi? | Wartosé Hardy -
wariantu Hgl9 grupa grupa p Weinberg
badana | kontrolna wartos¢
p
1| rs761088961 Chr19:7184675 | 0,016 0,000 3,024 0,0821 0,0157
Intron 2/21
2 | rs2245143 Chr19:7168213 | 0,943 0,911 1,387 0,2389 0,692
Intron 6/21
3 | rs1799815 Chr19:7125519 | 0,036 0,036 0,0 1,0 1,0
Exon 17/22
4 | rs1799816 Chr19:7125518 | 0,016 0,000 3,024 0,0821 1,0
Exon 17/22
5| rs148813626 Chr19:7123031 | 0,026 0,000 5,066 0,0244 1,0
Intron 17/21
6 | rs745624546 Chr19:7119600 | 0,005 0,000 1,003 0,3167 1,0
Intron 20/21
7 | nowy A>C Chr19:7116570 | 0,167 0,005 31,859 1,6577E- | 0,4444
(rs1220091470 | 3'UTR 8
A>G)
8 | nowy delG Chr19:7116283 | 0,021 0.000 4,042 0,0444 4,1118E-5
(rs1051651 3'UTR
G>(C)
9 | rs186013503 Chr19:7115150 | 0,010 0,000 2,01 0,1562 1,0
3'UTR
10 | rs72988602 Chr19:7114038 | 0,984 0,943 4,744 0,0294 1,0
3'UTR
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Dla polimorfizmdéw rs1220091470 i rs148813626 wykazano wyrazng zaleznos¢ miedzy

obecnoscig allelu rzadkiego (kolejno T i C) a otylosciag. W tabeli nr 22 zawarto analize

korelacji klinicznych pomiedzy istotnym statystycznie dominujgcymi polimorfizmami genu

INSR a poszczegdlnymi badanymi parametrami metabolicznymi.

Dla polimorfizmu rs72988602 wykazano zaleznos$¢ obecnosci genotypu rzadkiego z zespotem

metabolicznym. Dla nowego polimorfizmu w pozycji rs1051651 (raportowany G>C, w

badaniu delG) uzyskano istotnos$¢ statystyczng wobec niezachowania réwnowagi HWE i

oczekiwanego rozktadu genotypdw (2 homozygoty wobec braku heterozygot)

Tabela nr 22: Korelacje kliniczne dla polimorfizmoéw genu INSR ( A,B,C)

A.
WtHR > 0,5 BMI 1 BMI 2
Gen Polimorfizm ( 30-34,99 kg/m2) (>35 kg/m2)
OR p OR p OR p
[95% CI] [95% Cl] [95% CI]
INSR | rs72988602 0,520 0,64956 | 1,153 0,90904 | 3,636 | 0,26939
INSR | rs1220091470 | 2,627 0,37109 | 0,935 0,88081 | 0,873 | 0,76427
INSR | rs148813626 0,836 0,55318 | 0,853 0,86580 | 0,419 0,43225
B.
Hipercholesterolemia Hiperlipidemia Insulinoopornos¢
Gen | Polimorfizm mieszana
OR OR OR
[95% Cl] p [95% Cl] p [95% Cl] p
INSR | rs72988602 2,769 0,39403 6,087 0,10331 2,234 0,33393
INSR | rs1220091470 | 0,880 0,77044 0,716 0,51068 0,857 0,76163
INSR | rs148813626 | 5,838 0,08337 4,705 0,07555 1,217 0,86345
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Zespot metaboliczny
Gen Polimorfizm
OR [95% CI] p
INSR rs72988602 9,658 0,04
INSR rs1220091470 1,00 0,10
INSR rs148813626 2,00 0,45

5.2.3.2 Gen receptora insulinopodobnego czynnika wzrostu - IGFIR

Analiza genu IGFIR z wykorzystaniem metody NGS wykazata obecnos¢ 115 rzadkich
polimorfizméw pojedynczego nukleotydu (SNP) w tym 53 do tej pory nie raportowanych.
Szczegdtowe dane dotyczgce uzyskanych wynikédw badan genetycznych tego genu zawiera
zatgcznik nr 8. Schemat genu zostat umieszczony na rycinie nr 14. Analiza wariantow

istotnych statystycznie zostata zawarta w tabeli nr 23.

Rycina nr 14: Schemat genu receptora IGF1R

- - :

1kb

Legend:
. CDS L 1utr ~ Intron

Zrédto: GSDS Gene Structue Display Server 2 http://gsds.cbi.pku.edu.cn/
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Tabela nr. 23: Wystepowanie wykrytych polimorfizméw genu IGFIR u chorych z otytoscia

oraz w grupie kontrolnej - (A) —allele; (B i C) — genotypy (odpowiednio dla modelu:

dominujgcy i recesywny)

A.
Grupa Grupa z Allele
Lp. Polimorfizm kontrolna otytoscia OR Cl p
(allele) (%) (allele) (%)
1 rs768733704 T=100 T=93 28,955 | 1,709- 0,00024
C=0 Cc=7 490,657
2 rs45506098 C=100 C=97 11,293 | 0,620- 0,06655
T=0 T=3 205,665
3 rs745660795 T=100 T=98 9,191 | 0.491- 0,13725
delT=0 delT=2 171.891
4 Nowy (del TAAA, | TAAA/TAAA=1 | TAAA/TAAA=8 | 58,612 | 3,541- 2,326e-
W regionie 00 7 970,140 07
rs1434149464 i delTAAA=0 delTAAA=13
rs398028512)
Chr15: 99503083
5 rs397836919 T=74 T=93 0,265 | 0,140-0,502 | 0,00002
Tn=26 Tn=7
6 *nowy C=100 C=95 19,932 | 1,152- 0,00373
Chr15:99506402 | delC=0 delC=5 344,921
7 rs76133807 C=100 C=90, 48,265 | 2,902- 2,438e-
delC=0 delC=10 802,802 06
8 **nowy G=100 G=87 61,276 | 3,706- 1,285e-
Chr15:99506415 | C=0 C=13 1013,23 07
9 rs78894779 T=100, T=98, 9,191 | 0.491- 0,13725
C=0 Cc=2 171.891

* dla tej pozycji zaraportowano rs76133807 C>T (NG009492.1: g.318651C>T), w obecnym

badaniu zaobserwowano delecje C (delC).

** dla tej pozycji zaraportowano rs1434439068 G>T, w obecnym badaniu zaobserwowano
substytucje G>C.
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Cd . tabelinr 23

B.

Lp. | Polimorfizm

Grupa kontrolna

Grupa z otyloscia

Genotyp dominujacy

(genotypy) (%) (genotypy)(%) OR Cl p
1 rs768733704 | TT=100 TT=86 31,204 | 1,827- 0,00019
TC=0 TC=14 532,916
CC=0 CC=0
2 rs45506098 CC=100 CC=95 11,601 | 0,633- 0,02347
CT=0 CT=5 212,77
TT=0 TT=0
3 rs745660795 | TT=100 TT=96 9,389 0,499- 0,04326
T/delT=0 T/delT=4 176,830
delT/delT=0 delT/delT=0
4 nowy, del TAAA/TAAA=100 TAAA/TAAA=74 68,832 | 4,121- 8,267e-
TAAA, TAAA/delTAAA=O0 | TAAA/delTAAA=26 1149,61 | 08
Chri15: delTAAA/delTAAA | delTAAA/delTAAA= 4
99503083 =0 0
5 rs397836919 | TT=57 TT=86 0,210 0,103- 6,976e-
T/Tn=40 T/Tn=13 0,428 06
Tn/Tn=3 Tn/Tn=1
6 *nowy CC=100 C/delC=0 | CC=91 20,954 | 1,202-
Chrl5: delC/delC=0 C/delC=9 365,343 | 0,00212
99506402 delC/delC=0
7 rs76133807, | CC=100 CC=78 54,960 | 3,276- p=1,199¢e
C/delC=0 C/delC=22 922,040 | -06
delC/delC=0 delC/delC=0
8 **nowy GG=100 GG=73 72,546 | 4,347- 4,162e-
Chrl5: GC=0 GC=27 1210,58 | 08
99506415 GG=0 GG=0 4
9 rs78894779, | TT=100 TT=96 9,389 0,499- 0,04326
TC=0 TC=4 176,830
CC=0 CC=0
* i ** jak w poprzedniej tabeli
C. Nie stwierdzono obecnosci genotypdw recesywnych
Dla wiekszosci polimorfizméw poza rs397836919 wykazano silng zaleznos¢ pomiedzy

obecnoscig alleli rzadkich w genotypie i otytoscia.
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Analiza haplotypdéw genu IGF1R

Analize wykonano za pomocg programu Haploview 4.2. W badaniu zidentyfikowano 3
odrebne bloki haplotypdw dla IGF1R: blok 1 ktory obejmuje region 5’UTR oraz warianty w
eksonie 9 i intronie 19, oraz bloki 2 i 3 znajdujgce sie w 3’UTR. Analize wykonano za pomocg

algorytmu SolidSpine of LD.

Ponadto wykryto niezrownowazenie w regionie 3’"UTR pomiedzy nowo zidentyfikowanymi
markerami lezgcymi blisko siebie w pozycjach 99506411 i 99506415, co moze sugerowac
niebagatelny wptyw na fenotyp. Nalezy réwniez zaznaczy¢, ze nowe warianty wykryto w
pozycjach rzadkich polimorfizméw, natomiast nigdy nie raportowano wariantéw wykrytych
w grupie badanej. Co wiecej, nowe warianty nie wystgpity w grupie kontrolnej. Dla dwdch
markeréw wykryto odstepstwo od réwnowagi Hardy-Weinberga (duza liczba homozygot) co
sugeruje koniecznos¢ analizy na wiekszej grupie badanej lub wtgczenie do analizy matych

rodzin (tzw. ,trios”).

Schemat blokdow do analizy haplotypédw umieszczono na rycinie nr. 15, a wykaz
analizowanych haplotypéw w tabeli nr 24. Analize istotnosci statystycznej umieszczono w

tabeli nr 25
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Rycina nr 15: Analiza haplotypéw genu IGF1R

novelTG(rs768733704)

rs45506098

rs745660795

noveldelTAAA(rs398028512) |

rs397836919

rs375554267

b

noveldelC{rs76133807)

novelGC(rs1434439068)

Block 1 (299 kh)
1

2

4

Block 2 (0 ki

5

7

Block 3 (0 ki)

8

rsyg8asa4vva

=]
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Tabela nr. 24. Czestos¢ wystepowania haplotypéw genu IGFIR

Haploty Czestosc Czestos¢ grupa Czestosc grupa Test Chi? Wartos¢
p ogdlna badana kontrolna p
Blok 1

GCT 0,943 0,885 1,000 23,337 1,3596E-6
TCT 0,034 0,068 0,000 13,456 2,0E-4
GTT 0,013 0,026 0,000 5,066 0,0244
GCA 0,010 0,021 0,000 4,042 0,0444
Blok 2

TTT 0,645 0,613 0,677 1,706 0,1915
TAT 0,217 0,116 0,318 23,033 1,5924E-6
ATT 0,100 0,199 0,000 42,478 7,1465E-11
AAT 0,020 0,040 0,000 7,912 0,0049
TTA 0,016 0,026 0,005 2,709 0,0998
Blok 3

CG 0,917 0,833 1,000 34,951 3,3817E-9
AC 0,062 0,125 0,000 25,56 4,2877E-7
AG 0,016 0,031 0,000 6,131 0,0133

A - oznacza wariant delecyjny
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Tabela nr 25. Analiza istotnosci statystycznej haplotypdéw dla genu IGF1R

LP | Nazwa wariantu Pozycja Czestos¢ | Czestosc Test Wartos¢ Hardy -
genomowa grupa grupa Chi? p Weinberg
Hg19 badana | kontrolna wartosé p
1 | nowy T>G Chr15:99192768
(rs768733704T>C) | 5'UTR 0,068 0,000 13,456 | 2,0E-4 1,0
2 rs45506098 Chr15:99459278 0,026 0,000 5,066 0,0244 1,0
Ekson 9/22
3 rs745660795 Chr15:99491786 0,021 0,000 4,042 0,0444 1,0
Intron 19/22
4 | nowy delTAAA )
(r$398028512 C,hr15.99503083 0,245 0,000 53,555 2,5147E 9,3911E-
3’'UTR 13 26
del/dup Ay)
> rs397836919 ;ZII‘:EFS{:99503522 0,844 0,682 13,84 2,0E-4 1,8662E-9
6 rs375554267 ?J%::QQSO%ZG 0,031 0,005 3,638 0,0565 1,0
7 | nowy delC Chr15:99506411
1 2,542 | 1,1662E-
(rs76133807 C>T) 3'UTR 0,156 0,000 32,5 /1662E-8 | 0,5855
8 | nowy G>C
15: 1
(rs1434439068 C,hr 5:99506415 0,135 0,000 27,888 | 1,2853E-7 | 0,8072
3'UTR
G>T)
15:
9 rs78894779 Chr15:39506979 0,021 0,000 4,042 0,0444 1,0

3’UTR

W tabeli nr 26 zawarto analize korelacji klinicznych pomiedzy istotnym statystycznie

dominujgcymi polimorfizmami genu IGFIR a poszczegdlnymi badanymi parametrami

metabolicznymi.

Dla polimorfizmu rs39783919 wykazano korelacje z BMI >35 kg /m2 i otytoScig brzuszng a

dla rs45506098 z insulinoopornoscig. Rowniez dla nowego polimorfizmu (Lp.8) wykazano

korelacje z hiperlipidemig mieszanag.
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Tabela nr 26: Korelacja danych klinicznych i polimorfizméw genu IGFR1 ( A,B,C)

A.
WHtR > 0,5 BMI 1 BMI 2
Gen Polimorfizm (30-34,99 kg/m’) (>35 kg/m2)
OR OR OR
[95% Cl] o] [95% Cl] p [95%Cl] o]
IGFIR | rs768733704 2,265 0,31673 | 0,478 0,16126 | 0,633 0,28101
IGF1R | rs45506098 0,836 0,55318 | 0,853 0,86580 | 0,419 0,43225
IGF1R | rs745660795 0,676 0,59784 | 1,759 0,62671 | 0,569 0,62671
IGFIR | nowy, del TAAA, 5,061 0,13331 | 1,304 0,59020 | 1,539 0,36230
(w regionie
rs1434149464 i
rs398028512)
IGFIR | rs397836919 0,136 0,01213 | 0,650 0,37693 | 0,278 0,00896
IGFIR | nowy delC 0,488 0,52683 | 0,421 0,21116 | 0,468 0,35129
(rs76133807 C>T)
IGFIR | rs76133807 0,535 0,48318 | 2,994 0,06073 | 1,818 0,22928
IGFIR | nowy G>C 0,343 0,19203 | 1,413 0,48030 | 1.406 0,46803
(rs1434439068 G>T)
IGFIR | rs78894779, 0,676 0,59784 | 5,557 0,12173 | 1,788 | 0,56543
B.
Hipercholesterolemia Hiperlipidemia Insulinoopornosé
Gen Polimorfizm mieszana
OR p OR p OR p
[95% Cl] [95% Cl] [95% Cl]
IGFIR | rs768733704 0,553 0,34932 | 0,474 0,34639 | 0,633 0,48379
IGFIR | rs45506098 2,092 0,42206 | 1,971 0,46510 | 0,178 0,04481
IGF1R | rs745660795 4,263 0,18230 | 3,000 0,26471 | 2,914 0,26194
IGF1IR | nowy, del TAAA, 0,686 0,43042 | 0,454 0,18341 | 0,405 0,07619
(w regionie
rs1434149464 i
rs398028512)
IGFIR | rs397836919 1,359 0,52327 | 1,312 0,60635 | 0,561 0,28356
IGF1IR | nowy delC 0,352 0,19185 | 0,129 0,06149 | 0,567 0,44692
(rs76133807 C>T)
IGF1R | rs76133807 0,457 0,13841 | 0,859 0,79201 | 0,954 0,93607
IGFIR | nowy G>C 0,498 0,14951 | 0,285 0,04845 | 0,754 0,59332
(rs1434439068 G>T)
IGFIR | rs78894779 0,433 0,46454 | 0,944 0,96132 | 0,900 0,92889
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Zespot metaboliczny

Gen Polimorfizm OR
[95% ClI] p
IGF1R rs768733704 0,526 0,3
IGF1R rs45506098 0,85 0,86
IGF1R rs745660795 4,077 0,19
IGF1R nowy, del TAAA, 1,262 0,61
(w regionie rs1434149464 i rs398028512)
IGF1R rs397836919 1,351 0,59
IGFIR nowy delC 1,689 0,45
(rs76133807 C>T)
IGF1R rs76133807 0,571 0,27
IGFI1R nowy G>C 0,594 0,27
(rs1434439068 G>T)
IGF1R rs78894779 1,300 0,79

5.2.4 Podsumowanie wynikéw

W przypadku 19 stwierdzonych polimorfizméw ,ktére wykazywaty istotnosc¢ statystyczng 5

z nich wystepowato czesciej w grupie kontrolnej co sugeruje ich ochronng role przed

otytoscia , pozostate natomiast sprzyjaty rozwojowi otytosci.

W ponizszej tabeli nr 27 zamieszono wszystkie polimorfizmy majgce istotnosc¢ statystyczng

z okresleniem czestosci wystepowania allelu rzadkiego ( MAF).
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Tabela nr 27: Polimorfizmy badanych gendéw wykazujace istotnosc¢ statystyczng ( p<0,05)

Gen Region Polimorfizm Otytos¢ *MAF
(GnomAD,
wszystkie
populacje)

ESR1 intron rs55716045 sprzyjajacy 0,00315

ESR2 3’'UTR rs28440970 ochronny 0,0598

AR intron brak ochronny brak danych

AR 3'UTR rs1282212747 sprzyjajacy brak danych

AR 3J'UTR brak sprzyjajacy brak danych

ADRB3 3'UTR rs544651920, sprzyjajacy brak danych

rs747043938, , multiple
alleles del(AC)3 /
delACAC / delAC / dupAC
/ dupACAC / dup(AC)3
ADRB3 3’'UTR rs3990401, del(AC)3 / ochronny brak danych
delACAC / delAC / dupAC
/ dupACAC

INSR 3'UTR rs72988602 ochronny 0,0449

INSR 3'UTR rs1220091470 sprzyjajacy 0,00003

INSR intron rs148813626 sprzyjajacy 0,00971

*MAF — (ang. Minor Allele Frequency) — czesto$¢ wystepowania rzadkiego allelu;

Tabela nr.28 Polimorfizmy dla genu IGF1R wykazujgce istotnos¢ statystyczng ( p<0,05)

Gen Region polimorfizm Otytosc *MAF
IGF1R 5'UTR rs768733704 sprzyjajacy 0,00058
IGF1R exon rs45506098 sprzyjajacy 0,00776
IGF1R intron rs745660795 sprzyjajacy 0,00001
IGF1R 3'UTR nowy, del TAAA, sprzyjajacy brak danych
(w regionie
rs1434149464 i
rs398028512)
IGF1R 3’UTR rs397836919 ochronny 0,00001
IGF1R 3'UTR nowy delC sprzyjajacy brak danych
(rs76133807 C>T)
IGF1R 3'UTR rs76133807 sprzyjajacy 0,005
IGFIR 3'UTR nowy G>C sprzyjajacy 0,002
(rs1434439068 G>T)
IGFI1R 3'UTR rs7889477 sprzyjajacy 0,0047

*MAF — (ang. Minor Allele Frequency) — czesto$¢ wystepowania rzadszego allelu;

W przypadku 5 polimorfizméw zamieszczonych w tabeli nr 29 wykazano korelacje z

wystepowaniem otytosci olbrzymiej, otytosci brzusznej, hiperlipidemii mieszanej,
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insulinoopornosci i zespotu metabolicznego. Najwiecej, az 3 z nich to polimorfizmy genu

IGF1R z czego jeden z nich byt to nowo stwierdzony - wariant dotychczas nie raportowany.

Tabela nr 29: Polimorfizmy badanych gendéw w korelacji z cechami klinicznymi w badanej

grupie

Gen ADRB3 INSR IGF1R IGR1R IGFRIR

Polimorfizm/rs rs3990401 rs72988602 rs45506098 rs39783691 | nowy G>C
/pozycja genom. (rs1434439068 G>T)

BMI>35 kg/m2 p=0,00896

WHTR p=0,004896

Hiperlipidemia p=0,004845
mieszana

insulinoopornos¢ p=0,00896 p=0,01213

Zespot p=0,04
metaboliczny

6. DYSKUSJA | OMOWIENIE WYNIKOW:

Otyto$¢ tak jak i inne powszechnie wystepujgce schorzenia przewlekte jest
uwarunkowana przez wiele czynnikdw. Poza istotnymi czynnikami $rodowiskowymi (jakim
jest np. dieta) szczegdlng role przypisuje sie takze czynnikom genetycznym. Defekty jednego
genu (jak MC4R czy FTO) rzadko sg przyczyna tej choroby, podkresla sie raczej udziat wielu
czynnikdbw genetycznych, ktérych wspoétdziatanie moze w konsekwencji zwiekszaé
predyspozycje do wzrostu masy ciata i sprzyja¢ pojawianiu sie innych schorzen takich jak
nadcisnienie tetnicze czy hiperlipidemia. Wykorzystanie nowoczesnych technik badan
genetycznych umozliwiajgcych jednoczasowe badanie wielu gendw (NGS), catych sekwencji
kodujacych (WES — ang. whole exome seqgencing) czy catego genomu (WGS — ang. whole
genome sequencing) przyniosto wiele cennych informacji na temat wielogenowych
uwarunkowan rozwoju wielu choréb. Wiele moéwi sie na temat udziatu poszczegdlnych
hormondw w rozwoju otytosci przy czym szczegdlng uwage zwraca sie na dziatanie insuliny i
glikokortykosteroidéw (Thomas DD, 2019) ale najczesciej bada sie wystepowanie zmian
genetycznych w zréznicowanych zdrowotnie populacjach bez odniesienia do konkretnych
grup kontrolnych. Do tej pory nie wykonano kompleksowego, jednoczesnego badania genéw

receptorow hormonow przy uzyciu metody NGS zaréwno u kobiet z otytoscig jak i u kobiet z
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prawidtowg masg ciata. W dalszej czesci pracy zostang przedyskutowane wyniki badan

wiasnych w odniesieniu do tych do tej pory opublikowanych.

RECEPTORY JADROWE
Receptory estrogendéw - geny: ESR1 i ESR2

Estrogeny majg wptyw zardwno na pobieranie pokarmu jak i na regulacje centralnych
mechanizméw wydatku energetycznego. Wptywaja takze na dystrybucje tkanki ttuszczowej
zmniejszajac ilos$¢ ttuszczu trzewnego i zwiekszajgc zawartos$é ttuszczu w tkance podskorne;j.
Wptyw estrogendéw na tkanke tluszczowg wymaga obecnosci aktywnego receptora
estrogenowego alfa (ERa) kodowanego przez gen ESR1. Estrogeny (gtdwnie estriol) fgczg sie
takze z receptorem beta (ERP) kodowanym przez gen ESR2. Geny tych receptordw znajduja
sie w réznych chromosomach (ESR1I w chromosomie 6 a ESR2 w chromosomie 14) (Eaton SA,
2019; Lee H-R, 2012). Wymienione receptory estrogendéw nalezg do grupy receptoréw
jadrowych (NR3A1 i NR3A2) i charakteryzujg sie wysokim stopniem homologii. Zwigzanie
estrogendw z tymi receptorami i nastepnie zwigzanie powstatego kompleksu ze
specyficznymi domenami w obrebie DNA (tzw. ERE — Estrogen Responsive Elements)
powoduje uaktywnienie transkrypcji okreslonych gendw (Lee H-R, 2012; Palmisano BT,
2017). Na przyktad w watrobie ponad 1000 ludzkich gendéw pozostaje pod kontrolg
hormondéw ptciowych (Zhang Y, 2011). Wptyw estrogendw (zaréwno tych krazgcych we krwi
jak i powstajacych w obrebie tkanki ttuszczowej) na powstawanie otytosci i dystrybucje
tkanki ttuszczowej byt szeroko badany u myszy pozbawionych (tzw. knockout mouse) genéw
poszczegdlnych receptorow estrogendw wigczajgc w to analize wptywu estrogendw na
procesy zapalne, ktdre biorg rowniez udziat w patogenezie otytosci jak to wspomniano we
wstepie tej dysertacji. Istnieje takze btonowy receptor estrogendw — jest on jednak
kodowany przez inny gen i wigze sie z regulacjg aktywnosci biatek transdukcji sygnatu w
komoérce (Eaton SA, 2019; Levin ER, 2005).

Do tej pory ukazato sie niewiele analiz dotyczgcych wystepowania polimorfizmoéw
gendw ESR1 i ESR2 u oséb z otytoscia. Doo i wsp. zasugerowali znaczenie ochronne
polimorfizmu rs1884051 genu ESR1 w odniesieniu do masy ciata, WHR jak i zawartosci tkanki
ttuszczowej u mezczyzn z populacji koreanskiej (Doo M, 2011). Z kolei Yang i wsp. w

przeprowadzonej metaanalizie stwierdzili, ze allel C polimorfizmu rs2234693 (Pvull) genu
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ESR1 petnirole ochronng w rozwoju cukrzycy typu 2 szczegdlnie u oséb z populacji chinskiej,
natomiast allel G polimorfizmu rs9340799 (Xbal) ma takie samo znaczenie w populacji
kaukaskiej. Obecno$¢ obu polimorfizméw nie wigzata sie natomiast z ryzykiem rozwoju
zespotu metabolicznego (Yang J, 2018) W badaniach przeprowadzonych przez Saltiki i wsp.
polimorfizm rs4986938 (G>A) genu ESR2 sprzyjat wiekszej masie ciata i wyzszemu stezeniu
cholesterolu u kobiet po menopauzie (Saltiki K, 2009)

Wyniki badan przeprowadzonych u kobiet z otytoscig i kobiet z grupy kontrolnej
przedstawionych w niniejszej pracy wskazujg na obecnos¢ 7 polimorfizméw genu ESR1, w
tym 4 nowo wykrytych i 8 polimorfizméw genu ESR2, w tym 3 nigdy nie raportowanych
wczesniej (zataczniki nr 1 i 2 ). Wystepowanie polimorfizmu rs55716045 w sekwencji
intronowej genu ESR1 u kobiet z otytoscig wydaje sie byé czynnikiem sprzyjajgcym rozwojowi
tej choroby, aczkolwiek liczba kobiet u ktérych stwierdzono jego obecnos$¢ byta bardzo mata.
Podobna sytuacja wystepuje w przypadku polimorfizmu rs28440970 genu ESR2, ktéry
wystepuje w regionie 3’ UTR i moze miec¢ dziatanie ochronne jako, ze stwierdzono go tylko
(choc¢ réwniez w niewielkiej liczbie) u kobiet bez otytosci. Pochopnym wydaje sie wobec tego
wycigganie wniosek, ze polimorfizmy gendéw receptoréw estrogendw mogg mieé udziat w
predyspozycji do otytosci. Do podobnej konkluzji doszta tez Nilsson i wsp. w badaniu wptywu
wielu polimorfizmdéw obu gendw na rozwdj otytosci i procesy lipolizy (Nilsson M, 2007). Tym
niemniej ze wzgledu na szczegdlny wptyw estrogendw na rozwdj otytosci i zespotu
metabolicznego warto kontynuowaé badania zwigzane z aktywnoscig ich receptoréw i

znaczeniem zmian genetycznych w tych chorobach.

Receptor androgendéw — gen AR

Hiperandrogenizm wystepuje u okoto 10% kobiet w wieku rozrodczym (Sanchon R,
2012). Jest on czesto skojarzony z zespotem metabolicznym w tym otytosciag. Moze on
poprzedzaé wystgpienie otytosci jak i byé jej nastepstwem. Czesto wigze sie takzie z
opornoscig na insuline. Nadmiar androgendéw sprzyja przede wszystkim akumulacji ttuszczu
trzewnego i sttuszczeniu watroby co w konsekwencji prowadzi do insulinoopornosci

( Pasquali R , 2019).

62



Poza stezeniem androgendw we krwi u kobiet istotnym czynnikiem warunkujgcym ich
wptyw na organizm jest funkcjonalnos¢ receptora androgendw. Receptor ten, podobnie jak
receptor estrogendéw nalezy do rodziny receptoréow jadrowych (NR3C4) i stanowi czynnik
transkrypcyjny regulujgcy ekspresje gendw. Podobnie jak receptor estrogenéw ma takze
zdolnos¢ wigzania sie z cytoplazmatycznymi biatkami transdukcji sygnatu. Receptor ten jest
kodowany przez gen znajdujgcy sie na chromosomie X i pojawia sie w wielu rdznych
tkankach organizmu. Badania wykonywane na myszach udowodnity, ze aktywnos¢ receptora
androgendw ma zwigzek poza otytoscig trzewng takze z insulinoopornoscig, pdznym
wystepowaniem otytosci oraz zwiekszonym stezeniem leptyny i adiponektyny (Davey RA ,
2016).

Wiekszos¢ badan nad wptywem zmian genetycznych w obrebie genu AR skupia sie na
ocenie dtugosci powtdrzen tripletu nukleotydow CAG w eksonie 1 genu (zazwyczaj liczba
powtdrzen wynosi 10-35) w réznych sytuacjach klinicznych. W odniesieniu do otytosci
badania te byty gtéwnie wykonywane u mezczyzn lub mtodych chtopcéw (Tirabasi G , 2015,).
Wyniki badan prowadzonych m.in. przez Pausova i in. sugeruja, ze , ze mata liczba powtdrzen
CAG moze by¢ czynnikiem ryzyka otytosci brzusznej i nadcisnienia tetniczego u chtopcow, ale
nie u dziewczat (Pausova Z, 2010 ). Odwrotne wyniki badan u dorostych mezczyzn otrzymali
Stanworth i Mohlig wykazujac skojarzenie wiekszej liczby powtérzen CAG z otytoscig,
stezeniem leptyny oraz insulinoopornoscia (Stanworth RD, 2008 ; Mohlig M,. 2011). Kolejne
z niewielu badan u dziewczat przeprowadzili Lardone i Rodriguez-Gonzalez wykazujac, ze
dtuzsze powtdrzenia CAG w eksonie 1 genu AR prawdopodobnie chronig kobiety przed
dyslipidemiag (Rodriguez-Gonzalez G, 2009), ale mogg sprzyja¢ otytosci brzusznej (Lardone
MC , 2019,). Jak widac¢ z powyzszych badan wyniki sg sprzeczne i udziat polimorfizméw
eksonu 1 genu AR w rozwoju otytosci i sktadowych zespotu metabolicznego wydaje sie
kontrowersyjny.

W badaniach witasnych nie analizowano liczby powtérzen CAG z powodu trudnosci w
amplifikacji powtérzen CAG za pomocy zwyktej polimerazy ktérag stosuje sie do tworzenia
bibliotek genomowych. Fragment ten wymaga osobnej analizy za pomocg wysoce-
specyficznych polimeraz przeznaczonych dla powielania fragmentéw bogatych w GC i
odpowiedniego profilu termalnego PCR, ze wzgledu na podwyzszong site wigzania nici DNA
w regionach bogatych w GC. Niemniej wykryto 31 innych rzadkich polimorfizmdéw

(MAF<0,1) zlokalizowanych w réznych fragmentach genu AR. Analiza istotnosci statystycznej
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tych wykrytych polimorfizmdéw wykazata, ze trzy z nich mogg miec zwigzek z wystepowaniem
otytosci — przy czym dwa z nich mogg tej otytosci sprzyjaé: rs1282212747 w eksonie 8 genu
AR oraz nowo odkryty wariant w pozycji genomowej chrX:66949841 (T>A) w regionie 3’UTR
tego genu. Trzeci z nich — w pozycji genomowej chrX:66931222 (A>G) zlokalizowany w
intronie 3 genu AR moze mieé¢ potencjalny efekt ochronny w odniesieniu do otytosci u
badanych kobiet. Zaden z tych trzech polimorfizméw nie byt wczeéniej raportowany pod
wzgledem czestosci wystepowania w réznych populacjach i w odniesieniu do jakichkolwiek

chorob.

Receptor mineralokortykoidow — gen NR3C2

Receptor mineralokortykoidow (NR3C2) nalezy podobnie jak receptor estrogendw i
receptor androgendw do receptoréw jgdrowych i jego aktywnos$é zwigzana jest z efektami
genomowymi. Efekty poza genomowe zwigzane sg z aktywacja receptora btonowego GPR30.
Receptor ten wigze przede wszystkim z aldosteronem ale takze z kortyzolem. Gen receptora
mineralokortykoidow NR3C2 znajduje sie na chromosomie 4 (Fuller PJ, 2015). Badania
epidemiologiczne wykazujg ewidentng korelacje pomiedzy stezeniem aldosteronu a
wystepowaniem zespotu metabolicznego (Marzolla V, 2012). Zwiekszone stezenie tego
hormonu sprzyja insulinoopornosci i nadci$nieniu tetniczemu a takze nieprawidtowe] sekrecji
adipokin, zwiekszonej produkcji wolnych rodnikéw i stanowi zapalnemu poprzez zwiekszenie
ekspresji gendéw prozapalnych cytokin takich jak TNFoczy PAI-1. W sytuacjach
fizjologicznych aldosteron sprzyja réznicowaniu biatej tkanki ttuszczowej (Even SE, 2014;
Vecchiola A, 2016 ). Jedne z nielicznych badan polimorfizméw NR3C2 w odniesieniu do
wskaznikéw antropometrycznych wykazaty, ze polimorfizm rs5522 (A>G) moze wigzac sie z
obecnoscig wyzszego BMI i stezenia LDL-cholesterolu (Fernandez-Rosa FL, 2010).

Wyniki badan wtasnych wskazujg na obecnos¢ 14 polimorfizmdéw genu NR3C2, z ktérych
zaden nie osiggnat istotnosci statystycznej w pordwnaniu z grupg kontrolng bez otytosci.
Zaden z nich nie wigzat sie takze ze szczegdlng sktadowg zespotu metabolicznego jak np.
otyto$¢ brzuszna czy insulinoopornosé. Stawia to pod znakiem zapytania znaczenie

polimorfizmdéw genu NR3C2 w patogenezie otytosci i zespotu metabolicznego.
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RECEPTORY ZWIAZANE Z BIALKIEM G

Receptor beta-3-adrenergiczny — gen ADRB3

Receptor B3 adrenergiczny ma szczegdlne znaczenie w regulacji metabolizmu, poniewaz
jego ekspresja odbywa sie w biatej i brgzowej tkance ttuszczowej (Cypess AM, 2015). Jego
aktywacja wigze sie z indukcjg lipolizy i termogenezy ( Atigie C, 1997).

Prowadzone do tej pory badania genetyczne nad polimorfizmami genu ADRB3
koncentrowaty sie gtdwnie na polimorfizmie rs4994 (p.Trp64Arg, MAF>0,1-0,2) wykazujac, ze
polimorfizm ten moze wigzac sie ze zmniejszeniem tempa metabolizmu, wyzszym BMI i
zwiekszonym ryzykiem otytosci brzusznej oraz nadcisnienia tetniczego, niemniej wyniki
prowadzonych badan sg nadal nieprzekonujace (Katsarou MS,2018) W badanej grupie
wariant sr4994 wykazat réwniez wysokg czestos¢ (MAF>0,18) niemniej nie wykazano jego
istotno$ci statystycznej dla otytosci.

Badania wykazaty natomiast obecnos$¢ 10 rzadkich polimorfizméw genu ADRB3 (z czego
2 polimorfizmy: rs747043938 i rs3990401 wykazywaty rézinice istotng statystycznie w
poréwnaniu z grupg kontrolng. Polimorfizm rs747043938 wystepujac znacznie czesciej w
grupie z otytloscig wydaje sie by¢ polimorfizmem o charakterze sprzyjajagcym chorobie a
polimorfizm rs3990401 wystepujacy czesciej w grupie bez otyto$ci ma prawdopodobnie
charakter ochronny. Ten drugi polimorfizm ma prawdopodobnie takze dziatanie ochronne
przed wystgpieniem otytosci brzusznej. Oba istotne polimorfizmy wykryto w sekwencjach

3’UTR.

Receptor melanokortyny — gen MC4R

Receptor melanokortyny 4 (MC4R) odgrywa istotng role w kontroli pobierania
pokarmu i wydatkowania energii. Receptor ten wystepuje w réznych regionach mdézgu w
tym jadrze przykomorowym podwzgérza. Jego aktywnos$é jest zwigzana z leptyng. Aktywacja
receptora LEPR na komodrkach wydzielajgcych proopiomelanokortyne — prekursor réwniez
melanokortyny (MC) powoduje wydzielanie tego hormonu. Potgczenie MC z MCA4R jest z

kolei sygnatem do wydzielania czynnikow znoszacych taknienie takich jak np. BDNF.
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Mutacje powodujgce utrate funkcji przez receptor dla melanokortyny wigzg sie czesto z
zaawanasowang otytoscia. Do chwili obecnej wykryto ponad 370 polimorfizméw
pojedynczo-nukleotydowych w regionie genu MC4R (Fairbrother U, 2018 ).

Badania wtasne pozwolity na wykrycie tylko 5 opisanych, rzadkich polimorfizmoéw
genu MCA4R, sposrdd nich 4 to zmiany niesynonimiczne a jeden to wariant w regionie 5’UTR.
Niemniej, zaden z nich nie osiggnat istotnosci statystycznej w poréwnaniu z grupg kontrolng

w zwigzku z tym ich udziat w rozwoju otytosci wydaje sie by¢ znikomy.

RECEPTORY ZWIAZANE Z KINAZAMI

Receptor insuliny — gen INSR

Insulina odgrywa niezmiernie istotng role w regulacji proceséw metabolicznych. Hormon
ten stymuluje transport glukozy i kwaséw ttuszczowych do wnetrza komérek, stymuluje
takze synteze lipidéw i hamuje lipolize (Laviola L, 2006 ). Insulina bierze takze udziat w
modulacji konncowego stadium rdznicowania adipocytow poprzez zwiekszenie ekspresji
PPARy, nadrzednego genu regulujgcego adipogeneze (Cignarelli A, 2016 ). Ponadto
ekspresja i uwalnianie wielu czgsteczek o udowodnionym dziataniu parakrynnym i
endokrynnym (np. adiponektyna, leptyna, apelina, rezystyna i in.) pozostaje pod wptywem
insuliny (Cignarelli A, 2019).

Receptor insuliny jest jednym z cztonkdéw podrodziny receptordw insuliny, ktéra poza
nim obejmuje takze receptor IGF1 (wigzacy IGF-1 i IGF-2) i tzw. sierocy zalezny od receptora
insuliny receptor (ang. IRRR; insulin receptor-related receptor) (De Meyts P, 2016). Receptory
insuliny i IGF-1 sg pod wieloma wzgledami homologiczne w swojej strukturze. Jednak,
podczas gdy insulina odpowiada za regulacje metabolizmu glukozy i lipidow w miesniach,
watrobie i tkance ttuszczowej to IGF-1 bierze udziat w dtugoterminowej kontroli wzrostu
wiekszosci tkanek. Oba receptory maja tez zdolnos¢ tworzenia hybrydowego receptora,

ktéry wigze tylko IGF-1 ,ale nie insuline (Sesti G, 2001 ).
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W do tej pory opublikowanych badaniach genetycznych dotyczgcych zmian w obrebie
genu receptora insuliny (/INSR) niewiele jest odniesien do otytosci. Takie badania
przeprowadzili Hassan i wsp. w grupie 130 dzieci i ich otylych matek badajgc m.in.
polimorfizmy IGF1R zlokalizowane w eksonie 17. Nie wykazali oni jednak istotnej
statystycznie réznicy pomiedzy grupami o réznych BMI (Hassan NE, 2017,). Jones i wsp.
wykazali obnizong ekspresje INSR w podskdérnej tkance ttuszczowej u otytych chorych z
zespotem policystycznych jajnikéw co moze by¢ przyczyng insulinoopornosci u tych chorych
(Jones MR, 2015,). Z kolei badania Wanga i wsp. oraz Bodhini i wsp. pokazaty, ze
synonimiczny polimorfizm genu rs1799817 (p.His1085His) wystepuje czesciej u oséb z
insulinoopornoscia i cukrzycg typu 2. Ten polimorfizm byt analizowany osobno w badanej
populacji (MAF.0,2) ale nie wykazat istotnosci statystycznej (Wang CH, 2010; Bodhini D,
2012)

W badaniach przedstawionych w niniejszej pracy wykazano obecno$¢ 57 relatywnie
rzadkich (MAF<0,1) polimorfizméw genu INSR z czego 3 polimorfizmy byly istotne
statystycznie. Dwa z nich: rs1220091470 (w sekwencji 3'UTR) i rs148812626 (w sekwencji
intronowej) wystepowaty czesciej u oséb otylych wobec tego mogtyby sprzyjaé otytosci a
trzeci rs72988602 (réwniez w sekwencji 3'UTR) wystepujacy w grupie bez otytosci moze
prawdopodobnie wigzaé sie z mechanizmem ochronnym. Zaden z tych polimorfizméw nie
miat jednak znaczenia istotnego statystycznie dla insulinoopornosci, nadcisnienia tetniczego i

innych badanych parametréow metabolicznych.

Receptor insulino-podobnego czynnika wzrostu 1 — gen IGF1IR

Insulino-podobny czynnik wzrostu 1 (IGF-1) jest hormonem biatkowym
produkowanym gtéwnie przez watrobe w odpowiedzi na stymulacje hormonem wzrostu
(GH). IGF-1 jest mediatorem GH w zakresie funkcji anabolicznych i promujgcych wzrost. IGF-
1 wykazuje homologie do proinsuliny oraz do insulino-podobnego czynnika wzrostu 2 (IGF-2).
Dziatania endokrynne, autokrynne i parakrynne IGF-1 odbywajg sie poprzez aktywacje przez
IGF-1 jego receptora (IGF1R), ktory nalezy do receptoréow zwigzanych z kinazg tyrozynows i

wystepuje praktycznie w kazdej komodrce. Zwigzanie z receptorem powoduje aktywacje
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Sciezek sygnatowych PI-3K/Akt i Ras-MAPK biorgcych udziat w regulacji procesow proliferacji
komarek, ich przezycia oraz angiogenezy i inwazji (Orru S, 2017 ). IGF-1 wykazuje zdolnos¢
promocji wychwytu glukozy cho¢ jego aktywnos¢ w tym wzgledzie stanowi ok. 4-7%
aktywnosci insuliny (Elahi D, 1993 ). Delecja IGFIR w miesniach szkieletowych powoduje
pojawienie sie opornosci na insuline we wczesnym wieku (Fernandez AM, 2001). IGF-1
promuje réznicowanie preadipocytow aczkolwiek po ukoriczeniu rdznicowania tracg one
IGF1R delegujac jego funkcje na receptor insuliny. Stad w tkance ttuszczowej IGF-1 w
fizjologicznym stezeniu nie wptywa na stymulacje syntezy badz degradacji lipidéw i jedynie w
wysokich stezeniach jest zdolny stymulowaé transport glukozy do komérek poprzez receptor
insulinowy (DiGirolamo M, 1986). IGF-1 wptywa na transport kwasow ttuszczowych do
miesni i wyhamowanie jego akcji powoduje powazne konsekwencje w postaci opornosci na
insuline i cukrzycy. Dzieje sie tak poniewaz w tej sytuacji watroba wychwytuje krazgce kwasy
ttuszczowe, ktore interferujg z insuling i IGF-1 co ostatecznie prowadzi do sttuszczenia
watroby. W ostatnich latach wiele badan zostato przeprowadzonych w odniesieniu do
istotnej roli IGF-1 w rozwoju zespotu metabolicznego wskazujgc zwtaszcza na ujemna
korelacje pomiedzy IGF-1 a réznymi markerami otytosci, zespotu metabolicznego, cukrzycy
typu 2 i choréb sercowo-naczyniowych. Nadal jednak podkresla sie fakt koniecznosci
prowadzenia kolejnych badan nad doktadnym mechanizmem tych zaleznosci (Aguirre GA,
2016; Friedrich N, 2012).

Region genu receptora IGF1 nalezy do bardzo polimorficznych (de Alencar SA, 2010).
Co jest jednak zaskakujace - jak dotad nie przeprowadzono zbyt wielu badan nad zwigzkiem
polimorfizmdéw tego regionu z rozwojem otytosci czy zespotu metabolicznego lub cukrzycy
typu 2. Badania prowadzone przez Sookoian i wsp. wykazaty, ze polimorfizm o wysokiej
czestosci rs2684761 (MAF>0,4) ma istotne powigzanie z opornoscig na insuline i
nadcisnieniem tetniczym (Sookoian S, 2010 ). Z kolei Macdonald ze wsp. udowodnita, ze
polimorfizm ,G1013A” (nazwa zwyczajowa, nieprawidlowa wg aktualnej nomenklatury
genetycznej), genu IGFIR moduluje ryzyko otytosci u chorych z rakiem przetyku (Macdonald
2009 ).

W badaniach wtasnych w obu grupach badanych stwierdzono 114 polimorfizmow
genu IGFIR z czego 9 osiggneto istotnos$¢ statystyczng. Osiem z tych polimorfizmoéw
wystepowato jedynie w grupie kobiet z otytoscig co wydaje sie sprzyjaé temu schorzeniu,

podczas gdy jeden (rs1382313874 / rs397836919) wystepowat gtdéwnie w grupie kobiet bez
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otytosci co moze $wiadczy¢ o jego ochronnym charakterze. Ten ostatni polimorfizm sprzyjat
tez poza nizszym BMI takze mniejszej tendencji do insulinoopornosci. Dwa z polimorfizméw
sprzyjajacych otytosci wigzaty sie rowniez z wiekszym ryzykiem insulinoopornosci i
hiperlipidemii. Co szczegdlnie istotne wiekszos¢ tych polimorfizméw byta zlokalizowana w
regionie 3'UTR genu /IGF1R. O znaczeniu tej lokalizacji wspomniano w kolejnym podrozdziale
dyskusji. Wyniki te ewidentnie swiadczg o koniecznosci prowadzenia dalszych badan nad

rolg zmian genetycznych w IGF1R w odniesieniu do sktadowych zespotu metabolicznego.

POLIMORFIZMY W REGIONACH UTR (ang. untranslated regions)

Sposrdd analizowanych wariantéw w genach wyselekcjonowanych do badan,
zaobserwowano ze istotnos¢ statystyczng uzyskano dla polimorfizméw zlokalizowanych
sekwencjach niekodujacych tj. w regionach 5 i 3’UTR jak réwniez w sekwencjach
intronowych, co jest nowym odkryciem. Najwiecej wariantéw zlokalizowano w genie
insulinopodobnego czynnika wzrostu IGF1R, ktéry pod wzgledem budowy jest najwiekszym
sposrad analizowanych gendw. Gen IGFIR sktada sie z 21 eksondéw, a najwiekszy transkrypt
sktada sie z ponad 1367 aminokwaséw (12 235 pz sekwenc;ji kodujgcej). Warto zauwazyc ze
gen posiada rowniez dtugie sekwencje nie ulegajgce transkrypcji 5 oraz 3’ UTR ktérych
wielko$¢ wynosi ponad 7 Kpz co stanowi ponad potowe wielkosci sekwencji kodujacej
najdfuzszego transkryptu (Ullrich, A, 1986). Gen IGF1R wykazuje aktywno$¢ receptora kinazy
tyrozynowej co sugeruje zaangazowanie w procesy przekazywania sygnatéw molekularnych i
komunikacje miedzykomdrkowg. W badanych grupach zidentyfikowano i przeanalizowano
115 wariantéw nukleotydowych. Ponad poftowa wykrytych zmian dotyczyta sekwencji
regulatorowych poza sekwencjg kodujgcg genu. Nalezy tu wymieni¢ sekwencje regulatorowe
571 3’UTR, w szczegdlnosci w okolicy promotora i w okolicach intronowych, zlokalizowanych
blisko granicy z eksonami. Biatko receptora wzgledu na dtugos¢ sekwencji kodujgcej i
genomowej stanowi duze wyzwanie w analizie. Stad wiekszo$é opracowan koncentruje sie
tylko na zmiennosci w obrebie eksonéw, gdzie jednoznacznie mozna powigzaé¢ zmiany

aminokwasowe wraz z efektem w postaci uposledzenia ekspresji lub funkcji biatka.
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Sekwencje proksymalne genu w okolicach 5’"UTR zawsze stanowity atrakcyjny cel dla badaczy
oraz badan funkcjonalnych ze wzgledu na obecno$¢ sekwencji promotorowych, oraz
mnogos¢ miejsc wigzania dla czynnikéow transkrypcyjnych (tzw. enhanceréw i silenceréow).
Dlatego tez w tych regionach wykrywa sie wiele zmian nukleotydowych, ktére nierzadko
charakteryzujg sie bardzo wysoka patogennoscig, porownywang do zmian w obrebie ramki
odczytu (ang. frameshift) lub do wprowadzenia przedwczesnego sygnatu stop (ang. PTC,
premature termination signal). Regiony 3’UTR w genetyce medycznej sg czesto
bagatelizowane ze wzgledu na trudnos¢ udokumentowania korelacji przyczynowo-skutkowe;j
i koniecznosci przeprowadzenia zaawansowanych badan funkcjonalnych. Nalezy jednak
wspomnie¢, ze regiony te odgrywajg istotng role w ekspresji biatka determinujgc przy tym
koncowe przeznaczenie mRNA. Wiele proceséw rozwojowych takich jak rdznicowanie
tkankowe, neurogeneza, determinacja pitci zalezy od potranskrypcyjnej regulacji w ktorg
bezposrednio zaangazowany jest 3’"UTR. Stabilnos¢ transkryptu, jego lokalizacja komdrkowa,
wydajnos¢ translacji, wigzanie rybonukleoprotein oraz miRNA, czy interakcje biatkowe to
czes¢ najwazniejszych funkcji molekularnych jakie sekwencje 3’UTR petnig w kazdej komérce
(Mayr C, 2018). Szerokie podejscie do analizy catych sekwencji genomowych (ang. WGS,
whole genome sequencing) i niepoprzestanie na analizie tylko fragmentéw kodujacych (ang.
WES, whole exome sequencing) wpisuje sie w aktualny trend badan nad chorobami o duzej
czestosci, gdzie rdzne czynniki genetyczne i Srodowiskowe wykazujg Scista interakcje i
wysokg dynamike. Analizujgc region 3’ nieulegajacy translacji (3’'UTR) genu IGFIR
zaobserwowano niezwykle wysokg konserwatywno$¢ ewolucyjng wsrdd kregowcow a
szczegblnie w gromadzie ssakéw. Dla tego genu odnotowano ponad 200 rozproszonych
miejsc wigzania miRNA (8-mio — i 7-miomerowych) z czego 60 niezwykle wysoce

konserwatywnych (analiza z uzyciem algorytmu TargetScan , http://www.targetscan.org).
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Rycina nr 16 Schemat miejsc wigzania mRNA w obrebie 3’UTR genu IGF1R
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zrodto: Target Scan

Kolejnym genem dla ktérego wykazano istotnos¢ statystyczng dla kilku wariantéow
nukleotydowych jest receptor insuliny INSR. Gen INSR podobnie jak IGFR jest duzy i sktada
sie z 21 eksonéw kodujgcych biatko. Dtugos$é sekwencji kodujgcej to niewiele ponad 4 kpz
podczas gdy dfugos¢ obydwu sekwencji UTR przekracza 5 kpz. Biatko receptora sktada sie z
dwdch homodimerdw, a kazdy z nich posiada domene zewngtrzkomodrkowa alfa oraz czesé
wewnatrz bfonowg beta, ktdra réwniez posiada aktywnos¢ kinazy tyrozynowej i mozliwos$é
transdukcji sygnatéw komdérkowych (Ullrich, A, 1985). Receptor jest aktywowany przez
insuline co wywotuje kaskade przekazywania sygnatdow wewngtrzkomérkowych sposrod
ktérych najwazniejsze to Ras/RAF/MAP2K/MAPK, warunkujgce wzrost komérkowy oraz
rdznicowanie tkankowe. Niezwykle ciekawym zjawiskiem jest interakcja z insulinopodobnymi
czynnikami wzrostu IGF1 oraz IGF2, ktére receptor insuliny moze wydajnie wigza¢ (bardziej
wydajnie niz receptor IGF1R czgsteczki insuliny). Wspdlna interakcja obydwu receptoréw z
tymi samymi czynnikami sygnalnymi sugeruje bliskie powiazanie i wspdlne zaangazowanie w
podobne procesy komérkowe.

Analizujgc region 3’ nieulegajacy translacji genu INSR rowniez zaobserwowano niezwykle
wysokag konserwatywnos¢ ewolucyjng wsréd kregowcdw a szczegdlnie w gromadzie ssakow.
Dla tego genu odnotowano ponad 180 rozproszonych miejsc wigzania miRNA (8-mio — i 7-

miomerowych) z czego 45 niezwykle wysoce konserwatywnych.

Rycina nr 17 : Schemat wigzanie mRNA w obrebie 3’UTR genu INSR

Human INSR ENST00000341500.5 3' UTR length: 4801
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PODSUMOWANIE

Szeroko zakrojone analizy genomowe w duzych grupach pacjentéw niespokrewnio-
nych, zwigzane sg z pewnymi ograniczeniami. W badaniach eksomu (WES) pomijane sg
sekwencje niekodujgce i gtdowng zaletg tej metody jest bezposrednia detekcja zmian
aminokwasowych i ich bezposredniego wptywu na kodowane biatko. Sekwencjonowanie
umozliwia identyfikacje rowniez zmian nowych i do tej pory nieopisanych. W badaniach
asocjacyjnych GWAS (ang. genome wide association study) analizowane s3 wybrane
warianty genetyczne oraz loci rozproszone w genomie i zdefiniowane na macierzy. Zazwyczaj
wykorzystuje sie warianty o duzej i matej czestosci czestoscig (odpowiednio MAF>0,1 i >0,05)
z tego wzgledu GWAS nie nadaje sie do identyfikacji zmian rzadkich i przyczynowych.
W przeciwienstwie do WES, badania GWAS umozliwiajg skanowanie catego genomu,
niemniej réwniez w ograniczonym zakresie wybranych SNP. W badaniach GWAS nie mozna
wykry¢ zmian de novo oraz innych nie raportowanych wczesniej w bazach populacyjnych.
Rozwigzaniem moze by¢ analiza danych pochodzacych z sekwencjonowania genomu, co
wymaga zastosowania wysokowydajnych i zaawansowanych narzedzi bioinformatycznych ze

wzgledu na niezwykle duzg ilos¢ danych genetycznych.

Jak wynika z przeprowadzonych badan zmiany genetyczne w genach receptorow
hormondw majg istotne miejsce w rozwazaniach na temat patogenezy otytosci. Dotychczas
prowadzone nieliczne badania nad mutacjami i polimorfizmami gendéw receptoréw
hormonéw uwzgledniaty gtdwnie wykryte juz wczesniej zmiany i czesto korelowano tylko
jeden polimorfizm z okreslonym schorzeniem bedacym sktadowg zespotu metabolicznego.
Wykorzystanie w niniejszych badaniach sekwencjonowania nastepnej generacji (NGS)
obejmujgcego znacznie wieksze regiony gendw i jednoczasowe badania wielu wariantow i
wielu gendéw pozwolito na wykrycie nowych nieopisywanych dotgd wariantow lub bardzo
rzadkich o niezwykle niskiej czestosci. Badania te wskazaty takze na obecnos¢ wyraznych
réznic populacyjnych w wystepowaniu SNP. Na $wiecie trwajg obecnie badania nad
wykorzystaniem wariantéw genomowych o charakterze ochronnym wobec otytosci w
tworzeniu nowych lekdw pozwalajgcych na zmniejszenie masy ciata (Lotta La, 2019). W tej
sytuacji wszelkie nowe informacje na temat tego typu zmian genomowych majg szczegélne

znaczenie.
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7. WNIOSKI

1. Wystepowanie okreslonych polimorfizméw gendw receptoréw hormondéw
moze mieé zwigzek z pojawieniem sie otytosci.

2. Czeste wystepowanie polimorfizméw w obrebie genu receptora IGF-1 u
kobiet z otytoscig $wiadczy o ich potencjalnym udziale w rozwoju tego
schorzenia.

3. Polimorfizm rs397836919 genu IGF1R ma charakter ochronny w odniesieniu
do rozwoju otytosci olbrzymiej jak i insulinoopornosci.

4. Niewiele sposrdod rzadkich polimorfizméw wystepujgcych w regionach
kodujacych badanych gendw wykazato istotnos¢ statystyczng.

5. Rdéznorodnos¢ wariantow statystycznie istotnych zlokalizowanych w
sekwencjach niekodujacych badanych genéw moze sugerowad ich istotny
wptyw na ekspresje biatka (sekwencje regulatorowe) i wskazuje na
koniecznos¢ badania tych regionéw.

6. Wykrycie wielu nowych polimorfizméw gendw receptorow hormondw
Swiadczy o znacznej zmiennosci populacyjnej i koniecznosci tworzenia
okreslonych populacyjnie baz danych genomowych.

7. NGS umozliwia wysokowydajng analize catych sekwencji genomowych
w poréwnaniu do metod tradycyjnie stosowanych (sekwencjonowanie

konwencjonalne metodg Sangera, Real-Time PCR)

73



8. STRESZCZENIE

Otytos¢ jest przewlekta, chorobg cywilizacyjng o coraz czesciej wystepujacg w
wiekszosci krajéw rozwinietych. Prowadzi ona do powstania powaznych nastepstw takich jak
choroby uktadu krazenia , cukrzyca czy choroby nowotworowe. Etiologia otytosci jest
ztozona-czynniki ewolucyjne, sSrodowiskowe, genetyczne. Przeprowadzenie badan GWAS i
badan umozliwiajgcych zmapowanie ludzkiego genomu ( Human Genom Project) pokazato
ze ok 600 gendw moze mie¢ zwigzek z otylosciag. Mutacje mogg dotyczy¢ gendw
odpowiadajgcych za procesy przemiany materii, regulacji hormonalnej, proceséw

dojrzewania komérek w szczegdlnosci tkanki ttuszczowej.

Celem pracy byta ocena wystepowania mutacji polimorfizméw gendéw receptoréow
roznych hormondéw grupie kobiet otytych i kobiet bez otytosci. Oceniano geny receptoréw
estrogendéw ( ESR1 i ESR2), androgenéw (AR), mineralokortykoidéw ( NR3C2), beta 3
adrenoreceptora ( ADRB3), melanokortyny 4 ( MC4R), insuliny ( INSR) i insulinopodobnego
czynnika wzrostu (/GF1R). Wykorzystanie techniki sekwencjonowania nastepczej generacji (
NGS) umozliwito analize w catym genie, réwniez w regionach niekodujgcych,
regulatorowych. Po wykonaniu analiz stwierdzono obecnos$¢ 7 wariantéw genu ESR1 , w tym
4 nowo wykrytych, 8 wariantéw genu ESR ( 3 nowe), 29 warianty genu AR ( z tego 20
wczesniej nie opisywanych), 17 wariantéw genu NR3C2 ( 10 nowych), 13 w genie ADRB ( 6
nowych), 5 wykrytych wariantéw genu MC4 R (1 nowy), w 64 wariantach genu INSR ( 29
nowych). Najwieksza grupe nowych polimorfizméw stanowity warianty genu IGFIR 49
nowych z 115. W przypadku 19 wariantow wykazano istotno$¢ statystyczng. Wiekszos$é
rzadkich polimorfizméw (13) dotyczyta sekwencji regulatorowych gendéw takich regionéw jak
3’UTR i 5’UTR. Wiekszos¢ dotychczasowych publikacji dotyczyta gtdéwnie znanych regionéw
kodujacych, nie skupiano sie jak w tym przypadku na obszarach regulujgcych. Wiekszos¢ z
analizowanych istotnych statystycznie polimorfizméw sprzyjata otytosci. Pie¢ wariantéw
wystepujgcych w grupie kontrolnej ma prawdopodobne dziatanie ochronne- zabiegajgce
otytosci. Kilka z nich chroni tez przed insulinoopornoscia i otytoscig trzewng. W wykonanych
badaniach wykazano obecnos¢ réznorodnych wariantéw w genach receptoréw hormondw
sprzyjajacych pojawianiu sie otytosci i skladowych zespotu metabolicznego oraz tych, ktére

mogq miec dziatanie ochronne.
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Stwierdzono, ze NGS jest uzytecznym narzedziem pozwalajgcym na ocene cafego
genu co zwieksza mozliwosci wykrycia nowych wariantéw. Poréwnujac uzyskane wyniki
wariantdw gendw receptoréw  hormondéw zauwazono obecno$é wyraznych rdznic

populacyjnych.

75



9. STRESZCZENIE W JEZYKU ANGIELSKIM ( ABSTRACT ):

Obesity is a chronic, civilization-related disease that is common in developed
countries. Obesity leads to serious consequences such as cardiovascular disease, diabetes
and cancer. The etiology of obesity is related to many factors including evolution,
environment and genetics. Using GWAS and other human genome mapping studies
scientists have found over 600 genes that can be associated with obesity. Mutations of the
certain genes may change response to hormones in different metabolic processes. They also
may affect hormonal regulation and cell maturation processes, particulary in adipose tissue.

The aim of the study was to assess the occurrence of polymorphisms of hormone
receptor genes in the group of obese and non-obese women. Genes for estrogen receptors
(ESR1 and ESR2), androgen receptor (AR), mineralocorticoid receptor (NR3C2), beta 3
adrenoreceptor (ADRB3), melanocortin 4 receptor (MC4R), insulin receptor (/INSR), and
insulin-like growth factor 1 receptor (IGF1R) were screened.

Next generation sequencing technique (NGS) was used in the study to detect whole
gene (including regulatory and non-coding sequences) defects. Studies revealed 7 variants
in ESR1 gene (4 were new) 8 variants in ESR2 gene (including 3 new), 29 variants in AR gene
(20 never reported before), 17 variants in NR3C2 gene (10 completely new), 13 variants in
ADRB3 gene (6 new), 5 variants of MC4R gene (1 new), 64 variants of INSR gene (29 new).
The most polymorphic region was IGFIR gene with 49 new polymorphisms among all 115
variants discovered. Statistical significance was proved for 19 variants from total group.
These significant variants were mostly located in the regulatory sequences like 5’UTR or
3’UTR. Recently published study were concentrated only on the known polymorphisms in
coding regions, so this location was not extensively studied. Five variants occurring in control
group seem to be protective against obesity and some them also against insulin resistance
and visceral obesity.

These studies indicate that the presence of different variants in genes coding hormone
receptors may be related to obesity and components of metabolic syndrome or may have
protective effect. NGS methods was found to be very useful tool for whole gene study that
helps to reveal many new defects that were not previously reported. There were also

differences in reported variants between recently studied populations.
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13. ZAtACZNIKI

Zestawienie wszystkich wykrytych wariantow z czestoscig MAF<0,1. W tabelach
uwzgledniono warianty istotne statystyczne- zostaty zaznaczone czerwong czcionka.

Zatacznik nr 1: Wykryte warianty ESR1

Lp. | Wariant / Pozycja Rodzaj Patogennos$¢ | Nukleotyd/y | Zmiana | Efekt
numer rs genomowa | defektu wg referencyjny
na chr. 6, Mutation
hgl9 Taster
1 | brak 152129308 | DEL-INS- DCA GG G Frameshift,
p.A88Rfs*21 PROT-
F,NMD
2 142712646 | 152265352 | SBE-p.R269C | DC C T PROT-F
3 | brak 152129406 | SBE-p.F120S | DC T C PROT-F
4 brak 152265522 | DEL- DCA G 0 Frame
p.1326Yfs*17 shift,
PROT-
F,NMD
5 | 9397459 152265659 | SBE POL-A G A SPL-PROT F
6 55716045 152332744 | SBE POL G A SPL-PROT F
7 | brak 152163807 | SBE-p.M176l | DC G C SPL

Rodzaje defektow: DEL- delecja, INS- insercja, DEL-INS- usuniecie i wstawienie, SBE- pojedyncza zmiana
nukleotydu. Rodzaje efektow: SPL-PROT F — zaburzenie splicingu skutkujace zmiang funkcji biatka, NMD-
degradacja mRNA zawierajgcego nieprawidtowy przedwczesny kodon stop, SPL-zaburzenie splicingu, Frame
shift- zmiana ramki odczytu. Patogennos$¢: DC- wariant powodujacy chorobe, DCA- automatyczny wariant
powodujacy chorobe (wariant o udokumentowanej patogennosci), POL- polimorfizm predykcja funkcjonalna,
POL-A polimorfizm predykcja automatyczna na podstawie wysokiej czestosci w populacji (MAF<0,1),




Zatacznik nr 2: Wykryte warianty genu receptora ESR2

Lp. | Wariant/ Pozycja Rodzaj Patogennos$¢ | Nukleotyd/y Zmiana Efekt
numer rs genomowa | defektu wg Mutation | referencyjny
chr. 14, Taster
hgl19
1 28440970 64694158 | SBE POL T C SPL-
( ochronny) PROT F
2 60101369 64701771 | SBE DC A G SPL-
PROT F
3 brak 64701807 SBE DC C T SPL-
PROT F
4 142544449 64701807 SBE- DC G A SPL-
p.R424W PROT F
5 brak 64716221 SBE POL A G SPL
6 brak 64727194 | SBE- DC A C SPL-
p.M309V PROT F
7 547381222 64727387 | DEL DC CTTGCCGGCACAGTGCAGCT | O SPL-
G PROT F
8 74808355 64735532 | SBE DC T C SPL-
PROT F

Rodzaje defektow: DEL- delecja, INS- insercja, DEL-INS- usuniecie i wstawienie, SBE- pojedyncza zmiana
nukleotydu. Rodzaje efektow: SPL-PROT F — zaburzenie splicingu skutkujgce zmiang funkcji biatka, NMD-
degradacja mRNA zawierajgcego nieprawidtowy przedwczesny kodon stop, SPL-zaburzenie splicingu, Frame
shift- zmiana ramki odczytu, SPL- zaburzenie splicingu. Patogennos$é: DC- wariant powodujgcy chorobe, DCA-
automatyczny wariant powodujacy chorobe (wariant o udokumentowanej patogennosci), POL- polimorfizm
predykcja funkcjonalna, POL-A polimorfizm predykcja automatyczna na podstawie wysokiej czestosci w
populacji (MAF<0,1),




Zatacznik nr 3: Wykryte warianty genu AR

Lp. Wariant / Pozycja Rodzaj defektu Patogennosc Nukleotyd/y | Zmiana | Efekt
numerrs | §enomowa wg Mutation | referencyjny
chr. X, Taster
hgl9
1 189146053 | 66764782 SBE POL C A SPL-
PROT F
2 brak 66765159 DEL- POL (GCA)s 0 PROT F
Q58/59/60/61/62/6
3
3 brak 66765213 DEL- POL (GCA)s 0 SPL-
Q58/59/60/61/62 PROT F
4 brak 66765219 DEL-Q58/59/60 POL (GCA)3 0 SPL-
PROT F
5 brak 66765237 DEL-p.R85Gfs*90 DCA C 0 Frame
shift,SPL
-PROT
F,NMD
6 150226204 | 66765624 SBE POL-A G A 0
7 brak 66766348 DEL-INS- DCA (GT)s AxGT Frame
p.G455Vfs*24 shift,PR
oT-
F,NMD
8 brak 66766355 SBE-p.G456A POL G C SPL-
PROT F
9 brak 66766357 DEL POL (GGC)13 0 SPL-
PROT F
10 brak 66863176 SBE DC T C SPL-
PROT F
11 brak 66931222 SBE POL A G SPL-
(ochronny) PROT F
12 137852591 66941751 SBE-p.Q799E POL-A C G PROT F
13 5031002 66942625 SBE POL-A G A SPL-
PROT F
14 brak 66943830 SBE POL T C 0]
15 brak 66945364 SBE POL A C SPL
16 brak 66945414 SBE POL G T SPL
17 brak 66945743 SBE POL A G SPL
18 brak 66945908 SBE POL C T 0
19 brak 66946161 SBE DC A G SPL
20 182880285 | 66946904 SBE POL A C SPL
21 brak 66947091 SBE DC A G SPL
22 182063289 | 66947144 SBE DC T C SPL




23 brak 66947928 DEL DC G 0 SPL
24 brak 66948765 SBE POL C T SPL
25 brak 66949292 SBE POL A G SPL
26 brak 66949821 INS POL 0 A SPL
27 1282212747 | 66949830 SBE POL A T SPL
28 brak 66949841 SBE POL T A SPL-
POL( A)
29 brak 66950023 DEL-INS POL AAG A SPL

Rodzaje defektow:

DEL- delecja, INS- insercja, DEL-INS- usuniecie i wstawienie, SBE- pojedyncza zmiana
nukleotydu. Rodzaje efektow: SPL-PROT F — zaburzenie splicingu skutkujace zmiang funkcji biatka, NMD-
degradacja mRNA zawierajacego nieprawidtowy przedwczesny kodon stop, SPL-zaburzenie splicingu, Frame
shift- zmiana ramki odczytu, SPL- zaburzenie splicingu. Patogenno$¢: DC- wariant powodujacy chorobe, DCA-
automatyczny wariant powodujgcy chorobe (wariant o udokumentowanej patogennosci), POL- polimorfizm
predykcja funkcjonalna, POL-A polimorfizm predykcja automatyczna na podstawie wysokiej czestosci w
populacji (MAF<0,1),




Zatgcznik nr 4: Wykryte warianty genu NR3C2
Lp. | Wariant/ Pozycja Rodzaj Patogennosc Nukleotyd/y Zmiana Efekt
numerrs genomowa defektu wg Mutation referencyjny
chr. 4, hgl9 Taster

1 72647600 149000430 SBE DC T G SPL

2 brak 149000959 SBE POL C A SPL

3 brak 149002016 DEL-INS DC ATT AT SPL

4 brak 149002016 DEL-INS DC ATT TTA SPL

5 397779293 | 149002017 DEL POL-A T 0 SPL

6 brak 149002017 DEL-INS DC T T SPL

7 5530 149002409 SBE POL A G SPL

8 61763143 149002667 SBE POL G C SPL-
PROT F

9 brak 149002667 INS POL 0 C SPL-
PROT F

10 brak 149041391 SBE- POL G C SPL-

p.H857Q PROT F

11 72648713 149041480 SBE POL C T 0

12 brak 149041500 SBE POL A A SPL-
PROT F

13 62332227 149075500 SBE POL-A C A SPL-
PROT F

14 5528 149356324 SBE DC G A 0

15 brak 149357304 SBE- DC A G PROT F

p.C237R

16 brak 149358060 SBE POL T C SPL-
PROT F

17 brak 149363613 SBE POL G A SPL-
PROT F

Rodzaje defektow: DEL- delecja, INS- insercja, DEL-INS- usuniecie i wstawienie, SBE- pojedyncza zmiana

nukleotydu. Rodzaje efektéw: SPL-PROT F — zaburzenie splicingu skutkujgce zmiang funkcji biatka, NMD-
degradacja mRNA zawierajacego nieprawidtowy przedwczesny kodon stop, SPL-zaburzenie splicingu, Frame
shift- zmiana ramki odczytu, SPL- zaburzenie splicingu. Patogennos$¢: DC- wariant powodujacy chorobe, DCA-
automatyczny wariant powodujacy chorobe (wariant o udokumentowane] patogennosci), POL- polimorfizm

predykcja funkcjonalna, POL-A polimorfizm predykcja automatyczna na podstawie wysokiej czestosci w
populacji (MAF<0,1),




Zatacznik nr 5: Wykryte warianty genu ADRB3

Lp Wariant / Pozycja Rodzaj Patogennosc Nukleotyd/y | Zmiana Efekt
numer rs genomowa | defektu wg Mutation referencyjny
chr. 8, Taster
hgl9
1 200867939 37820645 | SBE POL C T SPL
2 544651920, 37820675 INS POL 0 AC SPL
747043938,
, multiple
alleles
del(AC)3 /
delACAC/
delAC/
dupAC/
dupACAC/
dup(AC)3
3 brak 37820676 | DEL POL AC 0 SPL
4 201029362 37820695 | SBE POL A G SPL
5 201621845 37820697 | SBE POL G A SPL
6 3990401 37820698 | DEL POL CT 0 SPL
7 3990401, 37820699 SBE POL A G SPL
del(AC)3 /
delACAC/
delAC/
dupAC/
dupACAC
8 brak 37820715 DEL POL AC 0 SPL
9 brak 37820740 | INS POL 0 G SPL
10 brak 37820748 | INS POL 0 C SPL
11 201336220 37821146 | SBE POL G A SPL
12 brak 37823041 | SBE-p.A316G | POL G C SPL-PROT F
13 brak 37823927 DEL- DCA C 0 Frameshift,
p.A21Rfs*19 SPL-PROT
F,NMD

Rodzaje defektow: DEL- delecja, INS- insercja, DEL-INS- usuniecie i wstawienie, SBE- pojedyncza zmiana
nukleotydu. Rodzaje efektow: SPL-PROT F — zaburzenie splicingu skutkujace zmiang funkcji biatka, NMD-
degradacja mRNA zawierajgcego nieprawidtowy przedwczesny kodon stop, SPL-zaburzenie splicingu, Frame
shift- zmiana ramki odczytu, SPL- zaburzenie splicingu. Patogennos¢: DC- wariant powodujgcy chorobe, DCA-
automatyczny wariant powodujgcy chorobe (wariant o udokumentowane] patogennosci), POL- polimorfizm
predykcja funkcjonalna, POL-A polimorfizm predykcja automatyczna na podstawie wysokiej czestosci w

populacji (MAF<0,1),




Zatacznik nr 6: Wykryte warianty genu receptora MC4R

Lp. | Wariant/ Pozycja Rodzaj Patogennosc Nukleotyd/y Zmiana Efekt
numerrs | genomowa defektu wg Mutation referencyjny
chr. 18, Taster
hgl9
1 52820871 | 58038832 | SBE- DC T G SPL-
p.1251L PROT F
2 13447331 | 58039203 | SBE- DCA G A SPL-
p.S127L) PROT F
3 13447329 | 58039248 | SBE- POL G A SPL-
p.T112M PROT F
4 2229616 58039276 | SBE- DC C T PROT-F
p.V103I
5 brak 58039604 | SBE POL T A 0

Rodzaje defektow: DEL- delecja, INS- insercja, DEL-INS- usuniecie i wstawienie, SBE- pojedyncza zmiana

nukleotydu. Rodzaje efektow: SPL-PROT F — zaburzenie splicingu skutkujace zmiang funkcji biatka, NMD-
degradacja mRNA zawierajacego nieprawidtowy przedwczesny kodon stop, SPL-zaburzenie splicingu, Frame
shift- zmiana ramki odczytu, SPL- zaburzenie splicingu. Patogennos¢: DC- wariant powodujacy chorobe, DCA-
automatyczny wariant powodujgcy chorobe (wariant o udokumentowanej patogennosci), POL- polimorfizm

predykcja funkcjonalna, POL-A polimorfizm predykcja automatyczna na podstawie wysokiej czestosci w
populacji (MAF<0,1),




Zatacznik nr 7: Wykryte warianty genu INSR

Lp. Wariant / Pozycja Rodzaj Patogennosc Nukleotyd/y Zmiana Efekt
numer rs genomowa | defektu wg Mutation | referencyjny
chr. 19, Taster
hgl9

1 148930499 4115092 | DEL POL-A AT 0 SPL
2 brak 4116570 | SBE POL A c 0

3 1799815 4125519 | SBE POL-A G A SPL-

PROT F

4 brak 7112432 | SBE POL T G SPL
5 brak 7112862 | SBE POL A c SPL
6 77859571 7113444 | SBE POL-A T c SPL
7 116953519 | 7113526 | SBE POL G A SPL
8 brak 7113656 | SBE POL T c SPL
9 184243377 | 7113769 | SBE POL G A SPL
10 72988602 7114038 | SBE POL A G 0
11 139376149 | 7114247 | SBE POL C T SPL
12 brak 7114499 | SBE POL C T SPL
13 181555180 | 7114603 | SBE POL G A 0
14 139376149 | 7114727 | SBE DC T C SPL
15 80330850 7114749 | SBE POL C T SPL
16 148930499 | 7115092 DEL POL-A AT 0 SPL
17 186013503 | 7115150 | SBE POL C G SPL
18 brak 7115236 | SBE POL G T SPL
19 41307635 7115453 | SBE POL C T SPL
20 111557734 | 7115635 | SBE POL G A SPL
21 374122178 | 7115872 | SBE DC G A SPL
22 188386673 | 7115896 | SBE POL G A SPL
23 brak 7116142 INS POL 0 CTT SPL




24 | brak 7116283 | DEL POL G SPL
25 | brak 7116300 | SBE POL AAG SPL
26 | brak 7116300 | SBE POL A SPL
27 | brak 7116545 | SBE DC C SPL
28 | 562228680 | 7116566 | SBE POL A 0
29 | rs72988602 | 7116570 | SBE POL A 0
30 | brak 7116779 | DEL-INS | POL GG SPL
31 | brak 7119600 | SBBE POL G 0
32 | 148813626 | 7123031 | SBE POL G 0
33 | 1799816 7125518 | SBE- DCA C PROTF
p.V1012
M
34 | brak 7132317 | SBE DC G SPL-
PROTF
35 | 2229432 7141727 | SBE DC G SPL-
PROTF
36 | 16994200 | 7141871 | SBE POL G 0
37 | 13306451 | 7142824 | SBE DC T SPL-
PROTF
38 | 2229430 7142843 | SBE DC C 0
39 | brak 7142931 | SBE- DC C SPL-
p.R813Q PROTF
40 | 78433961 | 7142981 | SBE- POL C SPL-
p.R784S PROTF
41 | 144197517 | 7150438 | SBE POL G SPL-
PROTF
42 | 143523271 | 7150532 | SBE- POL G 0
p.S748L
43 | 6413501 7152775 | SBE DC C SPL-
PROTF
44 | brak 7166218 | SBE- DC C SPL-
p.R603H PROTF
45 | 2245143 7168213 | SBE POL-A C 0
46 | 76262811 | 7172366 | SBE DC G SPL-
PROTF
47 | brak 7184238 | SBE POL G SPL-
PROTF
48 | brak 7184576 | SBE POL T PROTF




p.N242S
49 brak 7184654 | SBE POL G c SPL-
PROT F
50 brak 7184669 | SBE POL A G SPL-
PROT F
51 brak 7184670 | SBE POL G A SPL-
PROT F
52 brak 7184671 | SBE POL AGG 0 SPL-
PROT F
53 brak 7184671 | SBE POL AGG AAG SPL-
PROT F
54 573453206 | 7184671 DEL POL A G SPL-
PROT F
55 brak 7184671 DEL-INS | POL AGG AGAAG SPL-
PROT F
56 brak 7184672 | SBE POL G A SPL-
PROT F
57 brak 7184672 DEL-INS | POL GGG GGG(AT); | O
58 brak 7184673 INS POL 0 AA SPL-
PROT F
59 57380348 7184675 INS POL-A 0 AAAT 0
60 145884847 | 7267747 | SBE DC G A SPL-
PROT F
61 41352749 7267783 | SBE DC G A 0
62 brak 7293697 | SPL- POL C T SPL-
PROT F PROT F
63 brak 7293754 | SPL- POL C G SPL-
PROT F PROT F

Rodzaje defektow: DEL- delecja, INS- insercja, DEL-INS- usuniecie i wstawienie, SBE- pojedyncza zmiana
nukleotydu. Rodzaje efektéw: SPL-PROT F — zaburzenie splicingu skutkujgce zmiang funkcji biatka, NMD-
degradacja mRNA zawierajacego nieprawidtowy przedwczesny kodon stop, SPL-zaburzenie splicingu, Frame
shift- zmiana ramki odczytu, SPL- zaburzenie splicingu. Patogenno$¢: DC- wariant powodujacy chorobe, DCA-
automatyczny wariant powodujgcy chorobe (wariant o udokumentowanej patogennosci), POL- polimorfizm
predykcja funkcjonalna, POL-A polimorfizm predykcja automatyczna na podstawie wysokiej czestosci w
populacji (MAF<0,1),
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Zatacznik nr 8: Wykryte warianty genu IGFIR

Lp | Wariant/ Pozycja Rodzaj Patogennos¢ Nukleotyd/y Zmiana Efekt
numer rs genomowa | defektu wg Mutation referencyjny
chr. 14, Taster
hgl9
1 58523117 99503200 DEL POL-A GT 0 SPL
2 brak 99192745 INS POL 0 T 0
3 369532761 99192746 DEL POL (TC)3 0 SPL-PROT
F
4 140815976 99192754 SBE POL C T 0
5 brak 99192756 SBE POL T C 0
6 brak 99192759 SBE POL T G 0
7 brak 99192760 SBE POL T G 0
8 brak 99192767 SBE POL T C 0
9 brak 99192767 SBE DC T G 0
10 768733704 99192768 SBE DC T G 0
11 brak 99192769 SBE DC T G 0
12 brak 99192774 SBE DC T G 0
13 55770488 99250921 SBE DC C T SPL-PROT
F
14 brak 99434460 SBE POL A G 0
15 200261849 99434540 SBE POL C T SPL-PROT
F
16 2229764 99434816 SBE POL-A C A SPL-PROT
F
17 brak 99439981 INS POL 0 T SPL-PROT
F
18 brak 99440211 SBE POL C T 0
19 brak 99442774 SBE- DC C T SPL-PROT
p.R391C F
20 55895813 99442853 SBE DC A G 0
21 17847198 99442891 SBE POL A C SPL-PROT
F
22 45623742 99451667 SBE POL G A SPL-PROT
F
23 45602637 99451680 SBE POL G A iPL—PROT
24 150828367 99451713 SBE DC A G SPL-PROT
F
25 34516635 99451976 SBE- DC G A 0
p.R437H
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26 34313885 99452143 SBE POL C SPL-PROT
F
27 144795260 99454523 SBE POL C SPL-PROT
F
28 377404946 99454554 SBE DC C 0
29 33958176 99454613 SBESBE- DC G SPL-PROT
p.R511Q F
30 | 2228531 99456369 SBE POL G SPL-PROT
F
31 brak 99456522 SBE POL C 0
32 45506098 99459278 SBE DC C SPL-PROT
F
33 56294552 99459314 SBE DC G SPL-PROT
F
34 375617925 99459981 SBE- DC G SPL-PROT
p.G693S F
35 | 17847206 99467020 | SBE POL G 0
36 56400113 99467831 SBE DC C SPL-PROT
F
37 201300318 99467939 SBE POL C SPL-PROT
F
38 | brak 99467943 | DEL-INS | POL GTA SPL-PROT
F
39 | brak 99473581 | SBE POL T SPL-PROT
F
40 | 558244662 99478719 | DEL POL cc SPL-PROT
F
41 brak 99491716 SBE POL C SPL-PROT
F
42 151264958 99491772 SBE POL C SPL-PROT
F
43 | 745660795 99491786 | DEL DC T SPL-PROT
F
44 182933933 99491981 SBE POL T SPL-PROT
F
45 41468450 99500204 SBE POL G SPL-PROT
F
46 brak 99500222 SBE POL G SPL-PROT
F
47 brak 99500408 SBE- DC T SPL-PROT
p.Y1280 F
H
48 70958400 99500542 SBE DC C 0
49 56403719 99500714 SBE POL G SPL
50 brak 99500727 SBE POL G SPL
51 45480091 99500728 SBE POL G SPL
52 55945252 99500805 SBE POL C 0
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53 | brak 99500891 | SBE DC C T SPL
54 | 558809166 99500962 | SBE POL C A SPL
55 | brak 99501245 | SBE DC C T 0
56 | brak 99501316 | SBE DC G A SPL
57 | brak 99501713 | SBE DC C T SPL
58 | brak 99502242 | SBE POL C T SPL
59 | 397836918 99502424 INS DC 0 AT SPL
60 | 139984519 99502494 | SBE POL C T SPL
61 | 34530803 99502556 | SBE POL G C SPL
62 | 534336774 99502568 | SBE POL G A 0
63 | brak 99502582 | SBE POL C T SPL
64 | brak 99502592 | SBE POL C G 0
65 | 79862306 99502883 | SBE DC G A SPL
66 | brak 99503075 INS POL 0 C SPL
67 nowy del TAAA, 99503083 DEL POL TAAA 0 SPL

najblizej jest

rs1434149464 i

rs398028512,
68 | brak 99503083 DEL POL TAA 0 SPL
69 | brak 99503087 INS POL 0 CT SPL
70 | brak 99503110 DEL DC AGG 0 SPL
71 | brak 99503197 DEL 0 GGG(TG)sTA(TG)s | O SPL
42 58523117 99503200 DEL POL-A GT 0 SPL
73 | brak 99503279 DEL DC CAAA 0 SPL
74 | 116869031 99503461 | SBE POL C T SPL
75 | 397836919 99503522 INS POL-A 0 T SPL
76 | brak 99503526 DEL POL TTTG 0 SPL
77 | 563331348 99503868 | SBE POL G A SPL
78 | 35121870 99504071 DEL POL AG 0 SPL
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79 3833014 99504135 INS POL-A SPL
80 | brak 99504255 | SBE POL SPL
81 | 376818701 99504288 | SBE POL SPL
82 | brak 99504654 | SBE POL SPL
83 | 117249222 99504902 | SBE POL SPL
84 | 143593034 99505022 | SBE POL SPL
85 | 547247976 99505063 | SBE POL SPL
86 | 553558742 99505116 | SBE POL 0
87 | brak 99505140 | DEL DC SPL
88 | 144947320 99505270 | SBE DC SPL
89 | brak 99505425 | SBE POL SPL
90 | 564308394 99505651 | SBE POL SPL
91 | 185728238 99505673 | SBE POL SPL
92 | 28393861 99505822 | SBE POL SPL
93 | 28674628 99505828 | SBE POL 0
94 | brak 99505990 | SBE POL 0
95 | 141739977 99506008 | SBE POL 0
96 | 111563582 99506107 | SBE POL 0
97 brak 99506401 DEL DC SPL
98 | 76133807 99506411 | SBE DC 0
99 | brak 99506411 DEL DC SPL
100 | Nowy; 99506415 | SBE DC SPL

Dla tej pozycji

istnieje

rs1434439068

G>T, w obecnych

badaniach jest

G>C.
101 | brak 99506438 | DEL DC SPL
102 | brak 99506455 | SBE DC 0
103 | brak 99506456 | SBE DC SPL
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104 | brak 99506503 SBE POL G T SPL
105 | 187072868 99506580 SBE DC G A SPL
106 | 72754807 99506740 SBE POL G A SPL
107 | 139748785 99506766 SBE POL C G 0

108 | brak 99506815 SBE POL A G SPL
109 | 78894779 99506979 SBE POL T c 0

110 | 142414820 99507000 SBE DC G A SPL
111 | brak 99507133 DEL POL (TC)2 0 SPL
112 | 561767660 99507249 SBE POL A G 0

113 | brak 99507431 SBE DC T A SPL
114 | brak 99507433 SBE DC A T SPL
115 | brak 99507441 DEL-INS DC AT A SPL

Rodzaje defektow: DEL- delecja, INS- insercja, DEL-INS- usuniecie i wstawienie, SBE- pojedyncza zmiana
nukleotydu. Rodzaje efektéw: SPL-PROT F — zaburzenie splicingu skutkujgce zmiang funkcji biatka, NMD-
degradacja mRNA zawierajacego nieprawidtowy przedwczesny kodon stop, SPL-zaburzenie splicingu, Frame
shift- zmiana ramki odczytu, SPL- zaburzenie splicingu. Patogenno$¢: DC- wariant powodujgcy chorobe, DCA-
automatyczny wariant powodujgcy chorobe (wariant o udokumentowanej patogennosci), POL- polimorfizm
predykcja funkcjonalna, POL-A polimorfizm predykcja automatyczna na podstawie wysokiej czestosci w
populacji (MAF<0,1),




LINKI INTERNETOWE:

Analiza czestosci i rozktadu genotypdw https://ihg.gsf.de/cgi-bin/hw/hwal.pl
Mutation Taster: http://www.mutationtaster.org/StartQueryEngine.html
PhenlX http://compbio.charite.de/PhenIX/

Thermo Fischer Scientific: http://www.ampliseq.com

Struktura graficzna i schematy genéw GSDS: http://gsds.cbi.pku.edu.cn/

GUS: https://stat.gov.pl » zdrowie » stan-zdrowia-ludnosci-polski-w-2014-r-

POLKARD:https://www.gov.pl/web/zdrowie/program-profilaktyki-i-leczenia-chorob-ukladu-

sercowo-naczyniowego-polkard-na-lata-2017-2020

Analiza miejsc wigzania miRNA - TargetScan: http://www.targetscan.org.
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. Uchwata nr 338/14

Na podstawie priepisow Ustawy z dnia § grudnia 1996 r. o tawodach lekarza i lekarza dentysty (Dz. U, 2011, Nr 277, poz. 1634 £ piin. un); Roporzgdzenia Ministra Zdrowia i Opicki
Spolecznej ¢ dnia 11 maja 1999r, w sprawie szcsegdtowyeh tasad powolywania i finun nia oraz trybu dgalania komisji bivetyeinych (D2 U. Nr 47, poz.480); Ustawy ¢ dnia 6
wreesnia 2001r. Prawo farmaceutycine (Dr U. z 2004r. Nr S3, por 3533 1 péin. um.); Rogporzgdzenia Ministra Finansow z dnia 30 kwietnia 2004r. w sprawie obowigzkowego
ubezpieczenia odpowiedzgalnosci cywilnej badacza i sponsora Dz U. 2004 nr 101, poz 1034 7 péin. im.); Ragporyydienia Ministra Finanséw g dnia 18 maja 2005r. ynieniajgce
rozporzqdzenic w sprawie obowigtkowego ubezpiccienia odpowiedyalnosci cywilnej badacya i sponsora (Dz U. Nr 101, por. 845); Rozporwydzenia Ministra Zdrowia z dnia 30 kwietnia
2004r. w sprawie sposobu prowadzenia badari kiinicinych 1 udzalem maloletnich (Dy U. 2004 Nr 104, poz. 1108); Rozpor:qdzenia Ministra Zdrowia z dnia 30 kwietnia 2004r. w
sprawie glaszania niespodziewanego cigikiego niepoiqdanego drialania produktu leczniczego (Dr. U. Nr 104, por. 1147); Raqmr r/tlxmc Mmmra Z(Iron via g dnia 15 listopada 20140 r.
w sprawie worow wnioskow preedkladanych w pvigzka 1 badaniem kiinicznym, wysokosici oplat za dogenie swnioskéw oraz spr / k ia badania klini

(D2 U. 2010r, nr 222 poz. 1453, 7 péin. pn.); Ustwwy 1 dnia 20 maja 2010 r. o wyrobach medycznych (D U. 241 0r. nr 11)7,")1, 679, 1 piin. umn); Ruqmr(,qdume Ministra Fmanmw z
dnia 6 paidziernika 2010 r. w sprawie vbowigzkowego ubepieczenia odpowiedzalnosci cywilngj sponsora i badacza kiinicznego w gwigtku g prowadzeniem badania klinicznego
wyrobow (Dz U, 2010, Nr 194 poz 1290); Ustmsa £ dnia 18 marca 2011 r. o Urigdiie Rejestracji Produkiow Lecgniczych, Wyrobéw Medycunych i Produktow Biobdjezych (DzU. 2011
nr 82 poz 451); Rozporzgdzenie Ministra Zdrowia ¢ dnia 2 maja 2012r. w sprawie Dobrej Praktyki Klinicenej (De U. 2012, Nr 00 poz 489); Rozporugdzenie Ministra Zdrowia ¢ dnia 2
maja 2012r. w sprawie wioréw dokumentow prrcdkludanych w gwiqzku g badaniem klinicznym produkiu leczniczego orag w sprawie wysokosci i sposobu uiszczania oplat 1 dozenie
wniosku o rozpoczcie badania klinicznego (Di U. 2012, Nr 0 poz 491); w oparciu o Deklaracje Helsiriskq - Zusady Etycanego Poster ia w Eksper ie Medycinym
Udzialem Ludd.

Komisja Bioetyczna, na posiedzeniu w dniu 03 kwietnia 2014 r.
rozpatrzyta wniosek dotyczqcy prowadzenia badan naukowych.

Kierownik projektu:
dr hab. Katarzyna Ziemnicka prof. UM oraz dr Barttomiej Budny

Miejsce prowadzenia badan:
Katedra i Klinika Endokrynologii, Przemiany Materii i Choréb
Wewnetrznych UM w Poznaniu

Glowny badacz: lek. Monika Golab
Czlonkowie zespolu , ,
badawczego.- dr hab. Katarzyna Ziemnicka prof. UM

dr Barttomiej Budny

mgr anal. Elzbieta Wrotkowska

techn. anal. Malgorzata Cstrowska- Malczewska

Temat badan:
»Analiza wystepowania- mutacji polimorfizméw genéw receptoréw
wybranych hormondw u kobiet z otytos$cig”.

Komisja wydala uchwalg o pozytywnym zaopiniowaniu tego wniosku

Przewodniczqcy Komisji

i

prof. zw. dr hab. med. Pawet Checinski



