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Schorzenia autoimmmunizacyjne, w ktérych dochodzi do rozwoju odpowiedzi immunologicznej
skierowanej przeciw antygenom wtasnych narzaddow lub tkanek, stanowig wspétczesnie jeden z
powazniejszych problemoéw zdrowotnych spoteczenstw krajow rozwinietych (Miller et al., 2012)
(Gregersen and Behrens, 2006). Dotychczas opisano ponad 80 jednostek chorobowych o tej etiologii, a
liczbe pacjentéw z rozpoznaniem objawowej choroby autoimmunologicznej szacuje sie na3 - 7%
populacji ogdlnej (Jacobson et al., 1997) (Miller et al., 2012). Jednoczesnie w przypadku epidemiologii
wiekszosci z tych schorzen mozemy méwic o zjawisku tzw. wierzchotka géry lodowej, z uwagi na dynamike
rozwoju odpowiedzi autoimmunologicznej. Z reguty od momentu zainicjowania procesu autodestrukcji
wiasnych tkanek do klinicznego ujawnienia sie choroby uptywa od kilku do kilkunastu miesiecy, niekiedy
nawet lat, a wtasciwa diagnoza u pacjenta, ze wzgledu na subkliniczny i czesto nietypowy przebieg
poczatkowej fazy choroby, moze nastgpic¢ z pewnym opdznieniem. (Gregersen and Behrens, 2006)

Etiopatogeneza chordéb autoimmunologicznych pozostaje nie w petni wyjasniona. Uznaje sie je za
wieloczynnikowe procesy patologiczne, w ktérych dochodzi do wzajemnej interakcji pomiedzy czynnikami
genetycznymi, immunologicznymi oraz hormonalnymi organizmu w pofaczeniu z oddziatywaniem
elementow srodowiska zewnetrznego. (Miller et al., 2012)

Cukrzyca typu 1 jako szczegdlna posta¢ narzadowo swoistej choroby autoimmunologicznej

Cukrzyca typu 1 (TI1DM) stanowi szczegdlng postac schorzenia o podtozu autoimmunologicznym z
uwagi na fakt, iz pojawiajace sie po zainicjowaniu procesu chorobowego autoreaktywne limfocyty T CD4"
oraz T CD8" naciekajg wyspy trzustkowe doprowadzajac do selektywnego uszkodzenia tylko komérek B,
produkujgcych insuline (Chentoufi et al., 2008). Powyzszy stopniowy proces autodestrukcji komoérek
trzustki w poczatkowej fazie przebiega zwykle bezobjawowo. Typowe kliniczne objawy T1DM, jak poliuria,
polidypsja, utrata masy ciata przy prawidtowym, a poczatkowo nawet zwiekszonym taknieniu (polifagia),
pojawiajg sie w przypadku uszkodzenia 80% - 90% komorek B trzustki, kiedy dochodzi do wyczerpania sie
rezerw insuliny umozliwiajgcych pokrycie podstawowego zapotrzebowania metabolicznego organizmu.
(Kretowski, 2007)

Wiekszo$¢ autoréw uznaje, iz w rozwoju autoimmunologicznej reakcji przeciw komaérkom B trzustki
kluczowg role odgrywajg zaburzenia funkcji regulatorowej uktadu immunologicznego, ktéra pozostaje pod
Scistg kontrolg okreslonych loci genowych, a czynniki srodowiskowe egzogenne (infekcje, leki) oraz
endogenne (hormony, witamina D3) wptywajg modulujgco na powyzsze interakcje uktadu genetycznego i
odpornosciowego. (Baranzini, 2009, Bluestone et al., 2010, Lindley et al., 2005, Marson et al., 2007, Peng
and Hagopian, 2006, Vehik and Dabelea, 2011)

Genetyczne uwarunkowania rozwoju reakcji autoimmunologicznej w patogenezie T1DM

Dziedziczenie i rozwéj TIDM uwarunkowane sg wielogenowo (Baschal and Eisenbarth, 2008, Ounissi-
Benkalha and Polychronakos, 2008). Podczas przeprowadzonych analiz catego ludzkiego genomu
(genome-wide association study — GWAS) zidentyfikowano 26 loci zwigzanych z predyspozycjg do
wystgpienia TIDM, przy czym 19 z nich odgrywa szczegdlnie wazng role w kontroli proceséw regulujacych
funkcjonowanie uktadu immunologicznego (Bluestone et al., 2010). (ryc.1.1 = str.31)

Gtéwnymi loci zaangazowanymi w rozwdj reakcji immunologicznej skierowanej przeciw wtasnym
antygenom w patogenezie wiekszosci choréb autoimmunologicznych, w tym réwniez i TADM, sg geny
regionu kodujgcego antygeny gtéwnego uktadu zgodnosci tkankowej HLA (human leukocyte antigens).
Jednoczesnie, poza regionem HLA, pozostaje zlokalizowanych wiele loci, réwniez zwigzanych ze
stosunkowo wysokim ryzykiem rozwoju T1DM i wspoétdziatajacych z genami uktadu HLA w patogenezie
T1DM, z uwagi na sciste powigzanie ich mechanizmdéw oddziatywania w kolejnych etapach rozwoju reakcji
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autoimmunologicznej (ryc.1.1 = str.31) (Todd, 2010, Ounissi-Benkalha and Polychronakos, 2008,
Gregersen and Behrens, 2006).

Geny zlokalizowane w regionie HLA jako dominujace czynniki genetyczne w rozwoju reakcji
autoimmunologicznej w patogenezie T1DM

Geny regionu HLA, zlokalizowanego na krétkim ramieniu chromosomu 6 (chromosom 6p21), koduja
czasteczki MHC (Major Histocompatibility Complex) klasy | oraz klasy Il. Molekuty MHC klasy | s3 obecne
na powierzchni wszystkich komérek jgdrzastych, natomiast czasteczki klasy Il ulegaja ekspresji gtdwnie na
powierzchni wyspecjalizowanych komaérek, jak limfocyty B, makrofagi, komérki dendrytyczne, komorki
nabtonkowe grasicy i odpowiadajg za prezentacje antygenéw limfocytom T CD4". (Ounissi-Benkalha and
Polychronakos, 2008)

Geny regionu HLA kodujace czgsteczki MHC klasy Il pozostaja silnie zwigzane z rozwojem reakcji
autoimmunologicznej w patogenezie wielu chordb autoimmunologicznych, w tym réwniez TIDM.
Jednoczesnie podczas analiz regionu HLA niezwykle trudne pozostaje zlokalizowanie konkretnego locus
jednoznacznie zwigzanego z okreslong jednostka chorobowg, z uwagi na bardzo bliskie potozenie
poszczegdlnych gendw w tym regionie i wystepujgce zjawisko niezréwnowazenia sprzezen. (Zenewicz et
al., 2010, Rioux et al., 2009)

W przypadku T1DM, z wysokim ryzykiem rozwoju choroby pozostajg zwigzane geny HLA-DR oraz HLA-
DQ, a okoto 90% wszystkich pacjentdw z juz zdiagnozowang chorobg posiada jeden z dwéch uktaddéw
haplotypow gendéw HLA: DR4-DQ8 lub DR3-DQ2. Mechanizm oddziatywania gendéw regionu HLA w
patogenezie TIDM pozostaje do korica niewyjasniony. Prawdopodobnie u oséb posiadajgcych
predysponujgce uktady haplotypéw HLA-DR oraz DQ w wyniku zaburzen prezentacji autoantygenéw w
powigzaniu z czasteczkami MHC klasy Il dochodzi do nieprawidtowe] selekcji tymocytéw w grasicy i
pojawienia sie na obwodzie limfocytow T zbyt silnie rozpoznajgcych wtasne antygeny tkankowe. (Ounissi-
Benkalha and Polychronakos, 2008)

Z uwagi na przeprowadzone dotychczas liczne badania potwierdzajgce zwigzek gendw regionu HLA z
podwyzszonym ryzykiem zachorowania na TIDM (Dorman and Bunker, 2000, Lambert et al., 2004,
Kretowski and Kinalska, 1999, Krokowski, 1998), jak réwniez szeroko opisane i ocenione w pismiennictwie
oddziatywanie powyzszego regionu na przebieg kliniczny TIDM (Mtynarski, 2004, Graham et al., 2002,
Nakanishi and Inoko, 2006, Hermann et al., 2005), w niniejszej pracy skoncentrowano sie na ocenie
wybranych genéw spoza uktadu HLA (INS, CTLA-4, PTPN22), w przypadku ktérych wykazano istotny
zwigzek z predyspozycjg do wystgpienia choroby (Todd, 2010) (ryc.1.1 = str.31).

Polimorfizm 5’VNTR genu INS jako czynnik genetyczny zwiazany z potencjalnymi
zaburzeniami mechanizmoéw tolerancji centralnej na autoantygeny w patogenezie T1DM

Zaburzenia prawidtowej selekcji tymocytéw w grasicy stanowiag najwazniejszy z patomechanizméw,
zachodzacych na poziomie centralnych narzadow limfatycznych, ktéry prowadzi do zniesienia tolerancji na
wtasne antygeny. W przypadku oddziatywania gendéw regionu HLA powyzsze zaburzenie dotyczy przede
wszystkich nieprawidtowej ekspresji czasteczek MHC w obrebie komoérek zrebu grasicy, czego
nastepstwem jest zbyt staba aktywacja receptora TCR dojrzewajgcych tymocytéw, a tym samym
unikniecie selekcji negatywnej przez tymocyty posiadajace receptory TCR o zbyt duzym powinowactwie
do antygenu. (Gregersen and Behrens, 2006, Ounissi-Benkalha and Polychronakos, 2008)

Zupetnie innym patomechanizmem zaburzajgcym proces selekcji tymocytédw w grasicy pozostaje
nieprawidtowa ekspresja wtasnych antygenéw w obrebie komdrek podscieliska grasicy. Powyzszy
patomechanizm stanowi gtéwny sposdb regulatorowego oddziatywania polimorfizmu 5’'VNTR genu INS w
przypadku rozwoju reakcji autoimmunologicznej w patogenezie TLDM. Allel INS 5’VNTR klasy I, jako
zwigzany ze zwiekszonym ryzykiem wystgpienia choroby (ryc.1.1 = str.31), wykazuje zmniejszong
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ekspresje w komdrkach nabtonka grasicy, przy jednoczesnie zwiekszonej ekspresji w komorkach B trzustki,
tym samym predysponujgc do pojawienia sie na obwodzie autoreaktywnych limfoctéw T reagujacych
silnie z autoantygenem, w wyniku unikniecia przez nie selekcji negatywnej w grasicy (ryc.1.2 = str.32).
(Gregersen and Behrens, 2006, Chentoufi et al., 2008) Natomiast w przypadku allelu /NS 5’VNTR klasy I,
jego protekcyjny charakter oddziatywania wynika z wysokiej ekspresji mRNA kodujacego insuline w
komorkach zrebu grasicy (Chentoufi and Polychronakos, 2002).

Polimorfizm c.49A>G genu CTLA-4 jako czynnik genetyczny zwigzany z potencjalnymi
zaburzeniami procesu hamowania aktywacji limfocytow T w patogenezie T1DM

Do petnej aktywacji limfocytéw T dochodzi w wyniku wystgpienia tzw. | oraz Il sygnatu do aktywacji.
Pierwszy sygnat zwigzany jest z pobudzeniem receptora TCR przez antygen pofaczony z czasteczkg MHC
komorki prezentujgcej antygen (APC). Drugi sygnat do aktywacji (tzw. proces kostymulacji) polega na
wystgpieniu wzajemnych oddziatywarn pomiedzy molekutami B7 (B7.1 czyli CD80, B7.2 czyli CD86)
znajdujgcymi sie na powierzchni komorki APC oraz czgsteczkami CD28 obecnymi na powierzchni
limfocytu T. Dopiero Il sygnat przekazany do wnetrza limfocytu przez czgsteczke CD28 powoduje
zwiekszenie wydzielania interleukiny 2 (IL-2) oraz innych cytokin, jak réwniez powoduje proliferacje
limfocytéw T. (ryc.1.2 - str.32) (Sansom and Walker, 2006)

Podczas gdy czgsteczka CD28 jest gtéwnym kostymulatorem podczas aktywacji limfocytéw T,
czasteczka CTLA-4 (CD152) petni funkcje regulatora hamujgcego nadmierng odpowiedz limfocytow T.
CTLA-4 nalezy do molekut immunoglobulinopodobnych i w swej budowie zblizona jest do czasteczki CD28,
wykazujac u cztowieka okoto 30% homologie. W zaktywowanym limfocycie T dochodzi do przemieszczania
sie czgsteczek CTLA-4 z cytoplazmy na powierzchnie btony komdrkowej. Czgsteczki CTLA-4, posiadajac
40-100 — krotnie wyzsze powinowactwo do molekut B7 w poréwnaniu z CD28, w sposdb preferowany
wigzg sie z B7.1 oraz B7.2, przekazujac do wnetrza limfocytu T sygnat hamujacy aktywacje. (Gough et al.,
2005, Sansom and Walker, 2006, Vaidya and Pearce, 2004)

Obecnie przypuszcza sie, ze gen CTLA-4 moze réwniez odgrywac¢ modulujgca role w procesach rozwoju
tolerancji centralnej w grasicy. Najnowsze badania zespotu Verhagen et al. przeprowadzone na modelu
mysim wykazaty ekspresje czgsteczek CTLA-4 w obrebie zrebu grasicy i ich zasadnicza role w prawidtowym
przebiegu selekcji negatywnej tymocytéw. (Verhagen et al., 2009, Verhagen et al., 2013)

Gen CTLA-4, kodujacy czgsteczke CTLA-4 (CD152), zlokalizowany jest na ramieniu dtugim
chromosomu 2 (chromosom 2g33). W obrebie genu CTLA-4 stwierdzono wystepowanie trzech
polimorfizmow: CT60G>A (rs3087243), c.49A>G (rs231775) oraz polimorfizmu krétkich tandemowych
powtdrzen (AT), zlokalizowany w obszarze 3’UTR egzonu 4. (Ligers et al., 2001)

W pierwszych badaniach dotyczacych zwigzku polimorfizmdéw genu CTLA-4 z predyspozycja do rozwoju
odpowiedzi autoimmunologicznej, szczegdlnie istotng klinicznie role przypisywano polimorfizmowi
€.49A>G, z uwagi na zwigzang z nim substytucje aminokwasow alanina (Ala) = treonina (Thr) w pozycji 17
kodowanego biatka (Tang et al., 2012, Lohmueller et al., 2003). Za gtdwny patomechanizm oddziatywania
powyzszego polimorfizmu w patogenezie wielu choréb autoimmunologicznych, w tym réwniez T1DM,
uwaza sie nieprawidtowe funkcjonowanie czgsteczki CTLA-4 o zmienionej sekwencji aminokwasowej. Allel
CTLA-4 c.49G prawdopodobnie zwigzany jest z syntezg czasteczki CD152 o ostabionym powinowactwie do
wtasciwych liganddw, co z kolei moze prowadzi¢ do nasilonej, niekontrolowanej proliferacji limfocytéw T i
produkgcji cytokin, z powodu braku sygnatu hamujgcego aktywacje limfocytéw. Powyzsze zjawisko moze
zapoczatkowywac rozwaj reakcji autoimmunologicznej. Niektorzy autorzy sugerujg rowniez modulujgce
oddziatywanie powyzszego polimorfizmu genu CTLA-4 na funkcje komérek regulatorowych uktadu
immunologicznego. (Kristiansen et al., 2000, Sansom and Walker, 2006)

Od publikacji wynikéw badan zespotu Ueda et al., wskazujgcych na istnienie silnego niezréwnowazenia
sprzezen pomiedzy regionami zawierajacymi poszczegdlne miejsca polimorficzne genu CTLA-4, zwrdcono
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uwage na role, jaka moze odgrywacé polimorfizm CT60G>A w patogenezie TIDM. Powyzsza odmiana
polimorficzna genu CTLA-4 ma petnié szczegdlnie istotng funkcje w procesach kontrolujgcych efektywnos¢
procesu splicingu i syntezy mRNA kodujgcego biatko CTLA-4 (CD152). (Ueda et al., 2003)

Wyniki badan prébujgcych ocenié, ktdry z powyzszych polimorfizmdéw ma decydujace znaczenie
kliniczne pozostajg rozbiezne (Howson et al., 2007, Todd, 2010, Kavvoura and loannidis, 2005, Tang et al.,
2012), a w zwigzku z istniejgcym niezrownowazeniem sprzezen pomiedzy analizowanymi loci
jednoznaczne rozstrzygniecie powyzszego problemu badawczego pozostaje niezwykle trudne.

Polimorfizm c.1858T>C genu PTPN22 jako czynnik genetyczny zwigzany z potencjalnymi
zaburzeniami przekazywania sygnatu do wnetrza limfocytéow w patogenezie T1IDM

Czasteczka kodowana przez gen PTPN22, zlokalizowany na krétkim ramieniu chromosomu 1
(chromosom 1p13), jest wewngtrzkomdrkowym biatkiem wykazujgcym aktywnosc¢ fosfatazy tyrozynowe;j.
Jego ekspresja zostata wykazana w licznych komérkach uktadu krwiotwérczego, przy czym funkcja
fosfatazy tyrozynowej PTPN22 i jej zwigzek z receptorem TCR zostaty najlepiej poznane w przypadku
limfocytéw T CD4". (Gregersen and Behrens, 2006)

Po pobudzeniu limfocytéw T poprzez receptor TCR dochodzi do aktywacji btonowej fosfatazy CD45,
ktéra katalizuje reakcje defosforylacji wewngatrzkomorkowej kinazy tyrozynowej Lck w pozycji Y505, co
powoduje autofosforylacje Lck w pozycji Y394 i jej ostateczng aktywacje. Nastepnie Lck fosforyluje reszty
tyrozynowe specyficznych motywow ITAM (immunoreceptor tyrosine-based activation motif)
znajdujacych sie w obrebie czgsteczek CD3 tworzacych kompleks receptora TCR. Dopiero fosforylacja
tyrozyn ITAM czgsteczki CD3 umozliwia przekazanie do wnetrza limfocytu T petnowartosciowego sygnatu
aktywacji. Natomiast fosfataza tyrozynowa PTPN22 w powigzaniu z kinazg Csk stanowia
wewnatrzkomérkowy kompleks enzymatyczny odpowiedzialny za inaktywacje kinazy Lck, poprzez
defosforylacje w pozycji Y394 (PTPN22) oraz refosforylacje w pozycji Y505 (Csk). (ryc.1.2 = str.32)
(Gregersen and Behrens, 2006, Gotab et al., 2002)

Obecnos¢ allelu PTPN22 ¢.1858T powoduje substytucje aminokwasowa tryptofan - arginina w pozycji
620 biatka, w obrebie motywu wigzgcego fosfatazy (tzw. motyw Pro-rich — motyw bogaty w proline).
Powyzsza substytucja uniemozliwia wigzanie sie enzymu z domeng SH3 kinazy Csk, jak réwniez prowadzi
do wzrostu wewnetrznej aktywnosci enzymatycznej fosfatazy PTPN22. W przypadku obecnosci allelu
PTPN22 c.1858T fosfataza ta oprdocz zwiekszonej zdolnosci defosforylacji kinazy Lck, tyrozyn w obrebie
motywow ITAM taricuchdéw { czasteczki CD3 oraz innych biatek uczestniczacych w przekazywaniu sygnatu
z receptora TCR, zaburza szlaki aktywacji limfocytu T zwigzane z metabolizmem fosfatydyloinozytolu oraz
LAT (linker for activated T cells), jak réwniez wykazuje zdolno$¢ wigzania sie z zupetnie innymi biatkami niz
fosfataza kodowana przez allel PTPN22 ¢.1858C. (ryc.1.3 - str.33) (Vang et al., 2005, Vang et al., 2007)

Wszystkie powyzsze zmiany prowadzg do podwyzszenia progu aktywacji receptora TCR, a tym samym
rozwoju swoistej opornosci limfocytéw T na sygnat przekazywany za jego posrednictwem, co
paradoksalnie zwieksza ryzyko rozwoju reakcji autoimmunologicznej. W wyniku wzrostu opornosci
receptora TCR autoreaktywne tymocyty mogg bowiem unika¢ negatywnej selekcji w grasicy i
przedostawac sie na obwdd, gdzie zapoczatkowujg proces autoimmunologicznej destrukcji wtasnych
tkanek. (Gregersen et al., 2006)

Do podwyzszenia progu aktywacji receptora TCR dochodzi prawdopodobnie takze i w limfocytach T
regulatorowych CD4"CD25Foxp3” (T ), co moze powodowaé zaburzenia ich funkji i znacznie ograniczaé
zdolnos$¢ do hamowania reakcji autoimmunologicznych. Innym patomechanizmem zwigzanym z
obecnoscia allelu PTPN22 ¢.1858T, a mogacym odgrywac szczegdlnie istotng modulujgca role w przypadku
aktywnosci limfocytow T, Wydaje sie zmniejszenie syntezy interleukiny 2 (IL-2) w odpowiedzi na
stymulacje receptora TCR, przy jednoczesnie zachowanej prawidtowej liczbie poszczegdlnych subpopulacji
limfocytéw. IL-2 pozostaje najwazniejszym czynnikiem stymulujgcym limfocyty T,eg, @ W przypadku
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limfocytéw T CD4" odgrywa szczegdlnie istotng role w wygaszaniu reakcji immunologicznej poprzez
indukcje ekspresji CTLA-4 oraz FasL (ligand dla czgsteczki Fas — CD95), tym samym doprowadzajgc do
przerwania sygnatu kostymulacji (CTLA-4) lub zapoczgtkowania apoptozy komorki (FasL). (Gregersen et al.,
2006)

W przypadku obecnosci allelu PTPN22 ¢.1858T prawdopodobnie dochodzi réwniez do rozwoju
opornosci receptora BCR w limfocytach B, co podobnie jak w przypadku limfocytéw T, moze prowadzi¢ do
zaburzen selekcji limfocytéow B w grasicy, tym samym doprowadzajac do kumulacji autoreaktywnych
limfocytéw B na obwodzie. Jednoczesnie limfocyty B w przypadku wystepowania allelu PTPN22 ¢.1858T
wykazuja tendencje do nadmiernej proliferacji, co przypisuje sie wzmozonej ekspresji genéw TRAF,
kodujacych biatka zwigzane z przekazywaniem sygnatu aktywujgcego limfocyty B poprzez czgsteczke
kostymulujacg CD40. (Menard et al., 2011)

W zwigzku z powyzszymi doniesieniami, polimorfizm ¢.1858T>C genu PTPN22 uznawany jest obecnie
za najwazniejsze z loci sprzezone z ryzykiem wystgpienia reakcji autoimmunologicznych, znajdujace sie
poza uktadem HLA (Plagnol et al., 2011). Pozostaje ono rowniez szczegdlnie silnie sprzezone z
predyspozycjg do rozwoju T1IDM (OR 1,82 —2,15) (Todd et al., 2007), przy ryzyku wzglednym (RR)
przekraczajgcym 3,5. (ryc.1.1 = str.31) (Todd, 2010)

Epidemiologia T1DM w populacji wieku rozwojowego na terenie wojewodztwa pomorskiego
a potrzeba badan uwzgledniajacych wieloczynnikowy, a szczeg6lnie poligenowy, charakter
choroby

Cele prezentowanego badania stanowig synteze dotychczasowego stanu wiedzy na temat
patomechanizmdw rozwoju reakcji autoimmunologicznej w patogenezie TIDM, jak rowniez wynikéw
wtasnych badan nad zapadalnoscig na TADM w populacji wieku rozwojowego na terenie wojewddztwa
pomorskiego w latach 1999 — 2005. Na przestrzeni tych lat stwierdzano istotny wzrost zapadalnosci na
T1DM w obserwowanej populacji oraz stosunkowo czeste wystepowanie cukrzycowej kwasicy ketonowej
(DKA) jako pierwotnej manifestacji choroby (Pawtowicz et al., 2007, Pawtowicz et al., 2009). Jednoczesnie
znaczny odsetek rozpoznanej wéwczas DKA, pozostawat praktycznie niemozliwy do uzasadnienia
klasycznymi czynnikami ryzyka jej rozwoju (Pawtowicz et al., 2009). Powyzsze obserwacje sktonity autora
do poszukiwan czynnikdw genetycznych, ktdre potencjalnie mogtyby oddziatywac¢ w badanej populacji i
warunkowaé obserwowane trendy.

Poczatkowo skoncentrowano sie na genie CTLA-4, ze wzgledu na wysoki odsetek DKA obserwowany w
populacji i doniesienia dotyczgce wystepowania postaci TIDM o piorunujacym przebiegu, $cisle zwigzanej
z polimorfizmem c.49A>G genu CTLA-4 (Awata et al., 1998). Jednoczes$nie z uwagi na wielogenowe
uwarunkowanie rozwoju T1DM, uznano za szczegdlnie uzasadnione przeprowadzenie badan, z
uwzglednieniem wptywu przynajmniej kilku loci genowych. Takie postepowanie umozliwia ocene
wystepowania ewentualnych interakcji miedzygenowych, jak rowniez pozwala na kompleksowg analize
obserwowanych wzajemnych oddziatywan pomiedzy wieloma czynnikami.

Ostatecznie do badan wybrano trzy polimorfizmy genéw INS, CTLA-4 oraz PTPN22 (5'VNTR genu INS,
¢.49A>G genu CTLA-4 oraz c.1858T>C genu PTPN22), uwzgledniajac ich Sciste wspoétoddziatywanie w
rozwoju reakcji autoimmunologicznej w patogenezie T1DM, ktére opisano powyzej. Jednocze$nie w
momencie tworzenia projektu badania w 2007 roku, przed erg analiz GWAS, wybrane polimorfizmy
nalezaty do najsilniej zwigzanych z predyspozycjg do rozwoju T1DM sposrdd loci, zlokalizowanych poza
regionem HLA (ryc.1.1 - str.31) (Baschal and Eisenbarth, 2008, Todd, 2010). Przeprowadzenie analiz
dotyczacych gendw spoza uktadu HLA, o wykazanym scistym zwigzku z ryzykiem rozwoju T1DM,
pozostawato szczegdlnie uzasadnione ze wzgledu na nieliczne, czesto rozbiezne doniesienia dotyczgce
oddziatywania wybranych loci na przebieg kliniczny T1DM, ktére z reguty koncentrowaty sie tylko na
pojedynczych polimorfizmach i parametrach klinicznych (Nielsen et al., 2006, Abe et al., 1999).
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Jednoczesnie istniato zaledwie kilka publikacji oceniajgcych interakcje wybranych loci genowych, spoza
uktadu HLA, oraz ich modulujgcy wptyw na ryzyko wystgpienia TIDM i pdzniejszy przebieg choroby
(Hermann et al., 2006, Chelala et al., 2007, VanDerAuwera et al., 1997, Mtynarski et al., 2003), przy
dominujacej liczbie badan analizujgcych oddziatywanie gendw regionu HLA. (Graham et al., 2002,
Nakanishi and Inoko, 2006, Mtynarski, 2004)

Za szczegOlnie wazne uznano przeprowadzenie oceny oddziatywania wybranych czynnikow
genetycznych nie tylko w poczatkowej fazie choroby, celem wykazania ich potencjalnego zwigzku z
wystepowaniem DKA w okresie ujawniania sie TIDM, ale réwniez analizy ich wptywu na dalszy przebieg
choroby.

W przypadku obserwacji przebiegu klinicznego TIDM uznano za istotne wprowadzenie nie tylko
standardowych parametréw oceniajgcych wyréwnanie metaboliczne TIDM i wystepowanie fazy remisji
klinicznej choroby (oznaczenia hemoglobiny glikowanej HbA,. oraz ocena dobowego zapotrzebowania na
insuline), ale przede wszystkim uwzglednienie w panelu badan oznaczen stezenia C-peptydu w potaczeniu
z oceng swoistych autoprzeciwciat zwigzanych z TIDM. Powyzsze postepowanie umozliwiato
jednoczasowe monitorowanie funkcji resztkowej komaérek B trzustki oraz aktywnosci odpowiedzi
autoimmunologicznej skierowanej przeciw antygenom tych komorek.

Pomiary stezen C-peptydu stanowig obecnie podstawowg metode oceny funkcji resztkowej komaérek
trzustki u chorych leczonych insuling. C-peptyd powstaje podczas syntezy insuliny z proinsuliny. Nastepnie
razem z insuling uwalniany jest do krazenia w ilosciach equimolarnych, a jego stezenie koreluje
bezposrednio z insulinemia. (Wallach et al., 2011) Monitorowanie funkcji resztkowej komarek B trzustki
pozostaje niezwykle istotne w swietle wynikow wieloosrodkowego badania DCCT (Diabetes Control and
Complication Trial), podczas ktérego jednoznacznie wykazano istotnie wyzsze ryzyko rozwoju pdznych
powikfan cukrzycy u chorych z niewykrywalnym poziomem C-peptydu w odniesieniu do pacjentéw z
zachowang resztkowa insulinosekrecja — 4,6-krotnie wyzsze ryzyko retinopatii oraz 4,4-krotnie wyzsze
ryzyko nefropatii. Jednoczesnie wzrost stezenia C-peptydu o 0,1 nmol/l korelowat z poprawg wyréwnania
metabolicznego choroby i obnizeniem poziomu HbA;. 0 0,1% wsrdd uczestnikdéw powyzszego badania.
(Palmer et al., 2004)

Z kolei ocena resztkowej insulinosekrecji w powigzaniu z aktywnoscia swoistych autoprzeciwciat
skierowanych przeciw antygenom komoérek B trzustki wydaje sie niezwykle cenna, z uwagi na mozliwos¢
stwierdzenia czasowej korelacji w trendzie zmian obu parametrow, jak réwniez w zwigzku z doniesieniami
Swiadczgcymi o istotnym powigzaniu pomiedzy poziomem autoprzeciwciat, szczegdlnie skierowanych
przeciw natywnej insulinie, a nasilong produkcja cytokin prozapalnych, moggcych intensyfikowaé proces
autoimmunologicznej destrukcji komérek B trzustki. (Andrade Lima Gabbay et al., 2012)

WSréd celéw badawczych prezentowanego badania uwzgledniono réwniez stosunkowo stabo poznany
i opisany zwigzek pomiedzy wybranymi loci predysponujacymi do rozwoju T1DM, zlokalizowanymi poza
uktadem HLA, a wystepowaniem tzw. ,fenomenu rozprzestrzeniania sie epitopéw”. Jest to
patomechanizm prowadzgcy do wspétistnienia u pacjenta kilku choréb autoimmunologicznych. W wyniku
niszczenia struktur i komérek podczas reakcji autoimmunologicznej dochodzi do uwalniania kolejnych
wtasnych antygendw, co u oséb predysponowanych moze prowadzi¢ do aktywacji kolejnych
autoreaktywnych limfocytdw o okreslonej swoistosci antygenowej i zapoczatkowania procesu
immunologicznego w innych tkankach. Wiekszos¢ istniejgcych doniesien jako gtdwny czynnik genetyczny
warunkujgcy wystepowanie tego zjawiska wskazuje polimorfizm ¢.1858T>C genu PTPN22, z uwagi na jego
regulujgce oddziatywanie na rozwéj odpowiedzi autoimmunologicznej, odbywajace sie na wielu etapach
tego procesu. (Gregersen and Behrens, 2006, Newman et al., 2006, Plagnol et al., 2011)

Praktycznym aspektem przeprowadzenia tak kompleksowego badania, oceniajgcego oddziatywanie
wybranych polimorfizmdéw gendw INS, CTLA-4, PTPN22 na liczne parametry biochemiczne, serologiczne
oraz kliniczne, byta préba wytonienia okreslonych grup pacjentéw z rozpoznang T1DM, u ktérych zachodzi
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potrzeba indywidualizacji postepowania terapeutycznego, z uwagi na genetycznie uwarunkowane zmiany
w aktywnosci odpowiedzi autoimmunologicznej, jak rowniez w dynamice zaniku funkcji resztkowej
komorek B trzustki i skorelowane z tym procesem zmiany w kontroli metabolicznej choroby oraz w
przebiegu fazy remisji TLDM.
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Rycina 1.1. Obecnie zmapowane loci sprzezone z predyspozycja do T1DM, lezace poza regionem HLA,
oraz loci o prawdopodobnym przyczynowym zwigzku z chorobg, z oceng wzglednego ryzyka rozwoju

T1DM (Todd, 2010)

Rycina pochodzi z publikacji (Todd, 2010), reprint za zgoda wydawcy (nr licencji 3178330643386)

0$ X — podano nazwe genu, jego lokalizacje oraz oznaczenia polimorfizméw powigzanych z TIDM

Kolorami oznaczono kolejne analizy catego genomu ludzkiego (GWAS), bazy danych oraz publikacje, na podstawie ktorych uzyskano dane
dotyczace poszczegdlnych loci
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Rycina 1.2. Potencjalne patomechanizmy rozwoju reakcji autoimmunologicznej skierowanej przeciw

komodrkom B trzustki w patogenezie T1DM, z uwzglednieniem roli i miejsc oddziatywania wybranych

polimorfizméw gendéw CTLA-4, PTPN22 oraz INS

Na podstawie (Ounissi-Benkalha and Polychronakos, 2008), (Gregersen and Behrens, 2006), (Habib et al., 2012), (Verhagen et al., 2009)

oraz (Verhagen et al., 2013)
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Rycina 1.3. Schematyczne przedstawienie roli fosfatazy tyrozynowej PTPN22 w przekazywaniu sygnatu

z receptora TCR do wnetrza limfocytu T (Bottini et al., 2006)
Rycina pochodzi z publikacji (Bottini et al., 2006), reprint za zgodg wydawcy (nr licencji 3187000810021)

Strzatkami oznaczono dziatanie aktywujace, liniami typu T — dziatanie hamujgce

ADAP - plazmatyczna deaminaza adenozynowa

Akt — kinaza biatkowa Akt

AP-1 - czynnik transkrypcyjny AP-1

Ca” - jony wapniowe

CaN - kalcyneuryna

Cbp/PAG - fosfoproteina zwigzana z mikrodomenami
wzbogaconymi
w glikosfingolipidy

CD3 - czasteczka wchodzaca w sktad kompleksu receptora TCR

CD4 - czgsteczka bioraca udziat w ko aktywacji limfocytow T

pomocniczych

Csk — kinaza Csk (rodzina kinaz Csk)

Erk — biatko z rodziny Erk

Fyn — kinaza Fyn (rodzina kinaz Src-podobnych)

IL-2 = interleukina 2

Itk — kinaza Itk (rodzina kinaz Tec)

LAT - biatko adaptorowe, tgcznik dla pobudzonych limfocytéw T

Lck — kinaza Lck (rodzina kinaz Src-podobnych)

Lyp — fosfataza tyrozynowa PTPN22

MHC - czgsteczka gtéwnego uktadu zgodnosci tkankowej

NFAT - czynnik transkrypcyjny z rodziny NFAT

P1, P2, P3, P4 — motywy bogate w proline fosfatazy tyrozynowej
PTPN22

PI3K - kinaza fosfatydyloinozytolu

PKC - kinaza biatkowa C

PLCy1 - fosfolipaza C-y1

Rac - biatko G z rodziny Rho

Ras - biatko Ras

SKAPS55 — fosfoproteina zwigzana z rodzing kinaz Src

TCR - receptor antygenowy limfocytow T

Vav1 - czynnik wymiany biatek rodziny Rho

ZAP-70 - kinaza ZAP-70 (rodzina kinaz Syk-podobnych)
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Cele pracy

1. Ocena samodzielnego i facznego oddziatywania polimorfizmdéw gendéw CTLA-4 c.49A>G, genu PTPN22
¢.1858T>C oraz 5’VNTR genu INS na funkcje resztkowg komérek {3 trzustki oraz aktywnos$é humoralne;j
odpowiedzi autoimmunologicznej u dzieci ze $wiezo rozpoznang cukrzyca typu 1.

2. Analiza powyzszej korelacji w powigzaniu z oceng stanu klinicznego pacjentéw w momencie
rozpoznania choroby.

3. Ocena wptywu badanych polimorfizméw na dynamike zaniku funkcji resztkowej komérek B trzustki
oraz aktywno$¢ humoralnej odpowiedzi autoimmunologicznej w pierwszym roku choroby, w
powigzaniu z rodzajem stosowanej insulinoterapii, stopniem kontroli metabolicznej oraz z oceng
poziomu edukacji pacjenta.

4. Ocena wptywu badanych polimorfizméw na rozwdj innych choréb autoimmunologicznych
(autoimmunologicznego zapalenia tarczycy, celiakii) u pacjentéw w pierwszym roku choroby.
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Materiaty i metody

1. Ogodlna charakterystyka badania

Prezentowane badanie obserwacyjne miato charakter longitudinalny, prospektywny i byto prowadzone
w okresie od pazdziernika 2008 roku do grudnia 2012 roku w Klinice Pediatrii, Hematologii, Onkologii i
Endokrynologii Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego (Kierownicy Kliniki: prof. dr hab. med. Anna
Balcerska — do X 2011 r., prof. dr hab. med. Elzbieta Adamkiewicz — Drozynska).

Uczestnikow badania kwalifikowano sposrdd pacjentow ze swiezo rozpoznang cukrzycg typu 1 (TIDM),
ktérzy byli hospitalizowani na Oddziale Diabetologii Dzieciecej Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego
(Ordynator Oddziatu: prof. dr hab. med. Matgorzata Mysliwiec) w okresie od pazdziernika 2008 roku do
kwietnia 2011 roku.

Do badania zgodnie z kryteriami wiaczenia i wytaczenia (tabela 2.1) zakwalifikowano 147 pacjentéw ze
Swiezo rozpoznang postacig autoimmunologiczng TIDM. T1DM diagnozowano w oparciu o wytyczne
World Health Organization (WHO) (WHO 1999) oraz International Society for Pediatric and Adolescent
Diabetes (ISPAD) (Craig et al., 2009).

Za moment zachorowania na T1DM, zgodnie z wytycznymi ISPAD (Craig et al., 2009), uznawano date
pierwszej iniekcji insuliny.

Tabela 2.1. Kryteria kwalifikacji pacjentéow do badan

Kryteria wiqczenia

e sSwiezo rozpoznana posta¢ autoimmunologiczna TLDM: w momencie zachorowania dodatnie
miano co najmniej jednego ze swoistych autoprzeciwciat:
o przeciw dekarboksylazie kwasu glutaminowego (GAD)
o przeciwinsulinowych (IAA)
o przeciw wyspom trzustkowym (ICA)
e ptec: dziewczeta i chtopcy
e wiek zachorowania: od >12 miesigca zycia do <18 roku zycia
e miejsce zamieszkania: staty pobyt na terenie wojewddztwa pomorskiego

Kryteria wylqczenia

e Swiezo rozpoznana postac idiopatyczna T1DM (ujemne miano swoistych autoprzeciwciat
zwigzanych z procesem autoimmunologicznej destrukcji komorek B trzustki) (Craig et al., 2009)

e uprzednio rozpoznana T1DM

e T2DMiinne specyficzne typy cukrzycy (Craig et al., 2009)

e wiek zachorowania: <12 miesigca zycia, 218 roku zycia

e miejsce zamieszkania: staty pobyt poza terenem wojewddztwa pomorskiego

e interwencja terapeutyczna wptywajgca na proces autoimmunologicznej destrukcji komérek B
trzustki (m.in. terapia humanizowanym przeciwciatem anty-CD3, limfocytami regulatorowymi T
CD4*CD25'CD127)

e brak swiadomej zgody pacjenta i/lub opiekundw chorego na udziat w badaniu

2. Etapy badania

Prezentowane badanie sktadato sie z dwéch etapdéw:

o kwalifikacji pacjentow

e 12-miesiecznej obserwacji chorych zakwalifikowanych do badania
Harmonogram dla prezentowanego badania przedstawiono w tabeli 2.2.
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Tabela 2.2. Harmonogram prezentowanego badania
TR I wizyta Il wizyta I wizyta 1V wizyta
rozpoznania kont{'ol_na kon tl_‘ol.na kont{'ol_na kon tr_olr_za
(3 miesigc (6 miesigc (9 miesigc (12 miesigc
choroby choroby) choroby) choroby) choroby)
dane demograficzne X
dane kliniczne X X X X X
pomiary antropometryczne X X X X X
badanie ankietowe oceniajgce
poziom edukacji pacjenta/opiekunow X X X
chorego na temat TiDM”
badania genetyczne — analiza
wybranych polimorfizmoéw genéw X
CTLA-4, PTPN22 oraz INS
poziom hemoglobiny glikowanej
(HbAL,) X X X X X
stezenie C-peptydu X X X X X
miano swoistych autoprzeciwciat X X X
zwigzanych z TIDM (GAD, IAA)
miano swoistych autoprzeciwciat X X
zwigzanych z AIT (TPO, TG)
miano swoistych autoprzeciwciat X X

zwigzanych z ChT (TGA IgA)

7 arkusz badania ankietowego oceniajacego poziom edukacji pacjenta (chorzy >14 roku zycia)/opiekunéw chorego na temat T1DM

zamieszczono w Aneksie 1 (= Aneks 1 str.212)

GAD — autoprzeciwciata przeciw dekarboksylazie kwasu glutaminowego

IAA — autoprzeciwciata przeciwinsulinowe
AIT — autoimmunologiczne zapalenie tarczycy

TPO — autoprzeciwciata przeciw peroksydazie tarczycowej

TG — autoprzeciwciata przeciw tyreoglobulinie
ChT — celiakia (choroba trzewna)

TGA IgA — autoprzeciwciata przeciw transglutaminazie tkankowej w klasie IgA

2.1. Kwalifikacja pacjentéw - moment rozpoznania T1DM

Po uzyskaniu Swiadomej pisemnej zgody pacjenta (osoby >16 roku zycia) oraz opiekundéw chorego

(formularz $wiadomej zgody pacjenta/opiekunéw chorego na udziat w badaniu zaaprobowany przez

NKBBN Akademii Medycznej w Gdansku) dokonywano kwalifikacji pacjenta do badania:
e weryfikowano diagnoze T1DM stosujac kryteria WHO (WHO 1999) oraz ISPAD (Craig et al.,

2009)

e potwierdzano rozpoznanie postaci autoimmunologicznej TIDM na podstawie oznaczen miana

swoistych autoprzeciwciat zwigzanych z TIDM (autoprzeciwciata GAD, IAA, ICA) (= Materiaty i

metody pkt.6 str.67)

e ustalano moment zachorowania na TIDM — date podania pierwszej iniekcji insuliny

(dozylnej/podskdrnej)

e wyliczano wiek kalendarzowy dziecka w momencie zachorowania na podstawie réznicy miedzy

datg pierwszej iniekcji insuliny a datg urodzenia oraz kwalifikowano pacjenta do okreslone;j

kategorii wiekowej (tabela 2.3)
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Tabela 2.3. System kwalifikacji pacjentéw do kategorii wiekowych (Needlman, 2000), odpowiadajacych
kolejnym etapom rozwoju psychosomatycznego dziecka

kategoria wiekowa wiek pacjenta
wiek wczesnodzieciecy 2.—3.rok zycia
wiek przedszkolny 3. - 6. rok zycia
wiek szkolny 6.—12. rok zycia
wiek mtodzienczy 12.-20. roku zycia

e na podstawie wywiadu z pacjentem i opiekunami chorego uzyskiwano nastepujace dane:

o dane demograficzne: dotyczgce miejsca zamieszkania pacjenta (dane te klasyfikowano
wedtug Krajowego Rejestru Urzedowego Podziatu Terytorialnego Kraju TERYT (GUS,
1995-2013), a nastepnie dokonywano przyporzgdkowania danych do okreslonego
powiatu wojewddztwa pomorskiego, jak réwniez do okreslonego rodzaju miejscowosci:
miasto (z wyszczegdlnieniem Trdjmiasta), teren wiejski)

o dane kliniczne:

= dane dotyczgce dotychczasowego wywiadu chorobowego u pacjenta: wystepowanie
innych niz cukrzyca choréb autoimmunologicznych, ze szczegélnym uwzglednieniem
wywiadu w kierunku AIT oraz ChT

= dane dotyczgce wywiadu rodzinnego w kierunku cukrzycy (TIDM, T2DM i innych
postaci cukrzycy) oraz choréb autoimmunologicznych (stosowano podziat na
kategorie choréb autoimmunologicznych w zaleznosci od zajetego procesem
chorobowym uktadu lub narzadu, wedtug podrecznika pod red. M. Zembali i A.
Gorskiego ,,Zarys immunologii klinicznej” (Zembala and Gdrski, 2001)), w wywiadzie
uwzgledniano krewnych I-1II°

= dane dotyczace zachorowania na TIDM: czas trwania wywiadu chorobowego w
kierunku objawéw T1DM, wystepowanie choroby infekcyjnej (infekcji wirusowej,
bakteryjnej) w ciggu ostatnich 3 miesiecy przed wystgpieniem objawéw T1DM,
wystepowanie opdznienia diagnozy TIDM (- Materiaty i metody pkt.2.1.1 str.38),
ilos¢ spozywanych napojow o wysokim tadunku osmolalnym (McDonnell et al.,
2005)

e przeprowadzano badanie przedmiotowe pacjenta wraz z oceng stadium rozwoju ptciowego
wedtug skali Tannera (= Aneks 2 str.218) i dokonywano przyporzadkowania chorego do
okreslonej kategorii: stadium przedpokwitaniowe (I stadium dojrzewania ptciowego wedtug
skali Tannera), pokwitanie (Il — V stadium dojrzewania ptciowego wedtug skali Tannera)

e dokonywano pomiaréw antropometrycznych (= Materiaty i metody pkt.2.1.5 str.40)

e na podstawie dokumentacji medycznej pacjenta ustalano:

o stan kliniczny chorego przy przyjeciu do szpitala (- Materiaty i metody pkt.2.1.2 str.38)

o rodzaj insulinoterapii i dobowe zapotrzebowanie na insuline przy wypisie ze szpitala (=
Materiaty i metody pkt.2.1.3 str.39 i pkt.2.1.4 str.40)

o podstawowe stezenie C-peptydu na czczo oraz poziom HbA;. w momencie rozpoznania
T1DM (oznaczenia przeprowadzane w ramach rutynowej diagnostyki po rozpoznaniu
T1DM, okoto 4-7 dni od przyjecia do szpitala, po wyréwnaniu zaburzen gospodarki
wodno-elektrolitowe] i kwasowo — zasadowej)

e pobierano i zabezpieczano krew do wykonania badan genetycznych (= Materiaty i metody
pkt.3 str.44)

e przeprowadzano pierwszg ankiete dotyczaca stopnia edukacji pacjenta (chorzy > 14 roku
zycia)/opiekundw chorego na temat TIDM (> Aneks 1 str.212, Materiaty i metody pkt.2.1.6
str.41)
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2.1.1. Opéznienie diagnozy T1DM - definicja i kategorie (Pawtowicz et al., 2009)

Opodznienie diagnozy T1DM definiowano jako kazdy przypadek braku wtasciwego rozpoznania u
pacjenta w czasie pierwszej wizyty lekarskiej w wyniku:

e nieprawidtowej interpretacji gtdwnych objawéw T1DM
(np. uznanie poliurii za objaw zakazenia uktadu moczowego, interpretacja polidypsji jako
polidypsji nawykowej, a utraty masy ciata jako nastepstwa utraty apetytu z innych przyczyn niz
T1DM)

e nieprawidtowej interpretacji dodatkowych objawéw T1DM
(np. pominiecie gtownych objawdéw T1DM i uznanie dodatkowych objawoéw T1DM, jak
grzybicze zapalenie jamy ustnej lub narzgdéw moczowo-ptciowych, za odrebng jednostke
chorobowg)

e nieprawidtowej interpretacji objawdw cukrzycowej kwasicy ketonowej (DKA)
(np. uznanie objawodw narastajgcej DKA takich jak bdle brzucha, wymioty za manifestacje
jednego ze schorzen gastroenterologicznych, a dusznosci zwigzanej z DKA — za objaw ciezkiej
infekcji drég oddechowych)

e pominiecia objawdéw T1DM i leczenia chordb wspdtistniejgcych (np. infekcji drég
oddechowych, AIT)

2.1.2. Ocena stanu klinicznego pacjenta w momencie rozpoznania T1DM

Oceny stanu klinicznego pacjenta w momencie rozpoznania TILDM dokonywano na podstawie danych
dotyczacych obrazu klinicznego przy przyjeciu chorego do szpitala z uwzglednieniem ponizszych wynikéw
oznaczen laboratoryjnych:

e gazometrii krwi wtosniczkowe;j
e stezenia glukozy w osoczu (glc) [mg/dl]
e stezenia ketonéw w surowicy/obecnosci ciat ketonowych w moczu
e stezenia sodu (Na) i potasu (K) w surowicy [mmol/I]
e |ukianionowej (LA) [mmol/I] — wyliczanej ze wzoru:
LA = Na — (Cl + HCO3) (Wolfsdorf et al., 2009)
e osmolalnosci surowicy [mOsm/I] —wyliczanej ze wzoru:
osmolalno$é surowicy = 2x(Na + K) + glc [mmol/I] (Wolfsdorf et al., 2009)
e azotu mocznika (BUN) w surowicy [mmol/kg H,0]

2.1.2.1.Kryteria rozpoznania cukrzycowej kwasicy ketonowej (DKA)

DKA definiowano jako ostrg, zagrazajgca zyciu kwasice metaboliczng rozwijajgca sie w przypadku
nierozpoznanej/niekontrolowanej TIDM na skutek ciezkiego niedoboru insuliny i nadmiernego
wydzielania hormondw kontrregulujgcych: katecholamin, glukagonu, kortyzolu i hormonu wzrostu
(Wallach et al., 2011) (Wolfsdorf et al., 2009)

Zgodnie z wytycznymi ISPAD przyjeto nastepujgce kryteria biochemiczne rozpoznania DKA (Wolfsdorf
et al., 2009):

e hiperglikemia (stezenie glukozy w osoczu >11 mmol/I [ = 200 mg/dl]
e pH krwi<7,3 i/lub HCO;<15 mmol/I
e ketonemia i ketonuria

Rowniez w oparciu o wytyczne ISPAD (Wolfsdorf et al., 2009), ktére sg zgodne z rekomendacjami
innych towarzystw diabetologicznych i endokrynologicznych (m.in. American Diabetes Association ADA
(Wolfsdorf et al., 2006), European Society for Paediatric Endocrinology ESPE oraz Lawson Wilkins Pediatric
Endocrine Society LWPES (Dunger et al., 2004)), dokonywano klasyfikacji stopnia ciezkosci DKA:
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e tagodna DKA —7,2< pH <7,3 i/lub HCO5; <15 mmol/I
e umiarkowana DKA —7,1< pH <7,2 i/lub HCO5 <10 mmol/I
e ciezka DKA — pH <7,1 i/lub HCO3 <5 mmol/I
2.1.2.2.Kryteria rozpoznania nieketonowej hiperglikemii hiperosmolalnej (HHS)

HHS rozpoznawano i réznicowano z DKA na podstawie kryteridw przedstawionych w tabeli 2.4

Tabela 2.4. Réznicowanie DKA i HHS (Wallach et al., 2011) (Wolfsdorf et al., 2009)

DKA HHS
wyniki oznaczen laboratoryjnych
e glukoza w osoczu [mg/dl] 250-600 >600, czesto >1000
e sod w surowicy [mmol/I] zazwyczaj | N, ™ lub ¢
e potas w surowicy [mmol/I] N, ™ lub ¢ N lub P
e HCO; [mmol/l] zazwyczaj <15 zazwyczaj >20
e pH krwi <7,30 >7,30
e ciata ketonowe w surowicy obecne nieobecne lub $lad
e ciata ketonowe w moczu obecne $lad
e osmolalno$¢ surowicy [mOsm/I] <320 >320, nawet do 380
e BUN w surowicy [mmol/kg H,0] mniej T bardziej ™
obraz kliniczny
e poczatek ostry/podostry podstepny
e objawy prodromalne <1 dzien kilka dni

odwodnienie

mniejszego stopnia

wiekszego stopnia

e won acetonu w wydychanym tak nie
powietrzu

e oddech Kussmaula tak nie

e Dbodle brzucha tak nie

e ciepfota ciata N lub N lub P

e zaburzenia Swiadomosci umiarkowane ciezkie

zaburzenia neurologiczne

rzadko

bardzo czesto

N — prawidtowe, 1* - podwyzszone, |, - obnizone

2.1.2.3.Wspétwystepowanie cukrzycowej kwasicy ketonowej oraz nieketonowej
hiperglikemii hiperosmolalnej (zesp6t naktadania DKA-HHS)

Wspotwystepowanie DKA i HHS u pacjenta (tzw. zespot naktadania DKA-HHS) rozpoznawano na
podstawie nastepujgcych kryteriow (Mclssaac et al., 2002):
e pH krwi <7,3 i/lub HCO3<15 mmol/I
oraz
e osmolalnos$¢ surowicy 2330 mOsm/I
Stopien ciezkosci DKA w przypadku zespotu naktadania DKA-HHS oceniano zgodnie z klasyfikacjg ISPAD
przedstawiong w pkt. 2.1.2.1 rozdziatu Materiaty i metody (- Materiaty i metody pkt.2.1.2.1 str.38)

2.1.3. Rodzaje terapii stosowane u pacjentéw zakwalifikowanych do badania

Sposdb terapii pacjentéw wiaczonych do badania okreslano stosujac nastepujacy podziat:
e insulinoterapia intensywna:
o osobista pompa insulinowa
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o intensywna insulinoterapia sposobem basal — bolus za pomocg automatycznych
wstrzykiwaczy (tzw. pendw) — analog szybkodziatajgcy/insulina krétkodziatajgca przed
positkami (bolus) + analog/insulina dtugodziatajgca wieczorem lub rano (basal)

e insulinoterapia zintensyfikowana (za pomocg automatycznych wstrzykiwaczy — tzw. penow):

o tylko analog szybkodziatajgcy/insulina krétkodziatajaca przed positkami

o tylko analog/insulina dtugodziatajgca wieczorem lub rano

o analog szybkodziatajgcy/insulina krotkodziatajgca tylko do jednego positku +
analog/insulina dtugodziatajgca wieczorem

e bez insulinoterapii — leczenie dietetyczne, odpowiednio planowany wysitek fizyczny

Analize sposobu leczenia wedtug powyzszych kategorii przeprowadzano w przypadku kazdego
pacjenta w momencie wypisu ze szpitala, tuz po rozpoznaniu T1DM, a nastepnie kontynuowano w ramach
12-miesiecznej obserwacji chorego, dokonujgc aktualizacji danych dotyczacych insulinoterapii podczas
kazdej wizyty kontrolnej (= Materiaty i metody pkt.2.2, podpunkt Aktualizacja danych klinicznych
pacjenta str.44).

Natomiast w analizach dotyczgcych wystepowania potencjalnych zaleznosci pomiedzy okreslonym
rodzajem insulinoterapii a zmianami wybranych parametrow na przestrzeni catego rocznego okresu
obserwacji chorego, wykorzystywano kategoryzacje sposobu leczenia, uwzgledniajgcg statos¢ stosowania
danego rodzaju insulinoterapii oraz ewentualne zmiany w terapii spowodowane przebiegiem choroby:

e insulinoterapia intensywna za pomocg pendw przez caty okres rocznej obserwacji pacjenta

e insulinoterapia intensywna za pomocg osobistej pompy insulinowej przez caty okres rocznej
obserwacji chorego

e insulinoterapia intensywna poczatkowo za pomocg pendw, a nastepnie, w dalszej czesci
obserwacji pacjenta, za pomoca osobistej pompy insulinowej

e insulinoterapia zintensyfikowana w poczatkowym okresie choroby z mozliwym przejsciem na
leczenie intensywne w dalszej obserwacji pacjenta

2.1.4. Ocena dobowego zapotrzebowania na insuline

Dobowe zapotrzebowanie na insuline (TDID) wyliczano na podstawie $redniej liczby jednostek insuliny
przyjetych przez pacjenta w ciggu trzech ostatnich dni poprzedzajgcych wypis ze szpitala w przeliczeniu na
kilogram aktualnej masy ciata.

Dalszg ocene TDID przeprowadzano z wykorzystaniem kryteriéw ISPAD (IDF/ISPAD, 2011),
uwzgledniajgcych stadium rozwoju ptciowego (ocena stadium rozwoju ptciowego > Materiaty i metody
pkt.2.1 podpunkt dotyczgcy badania przedmiotowego pacjenta str.37):

e adekwatne TDID u pacjentéw w stadium przedpokwitaniowym (poza okresem czeSciowej
remisji klinicznej): <0,7 j./kg m.c./dobe

e zwiekszone TDID u pacjentéw w stadium przedpokwitaniowym (poza okresem czeSciowe;j
remisji klinicznej): 20,7 j./kg m.c./dobe

e adekwatne TDID u pacjentow w okresie pokwitania: <0,7 j./kg m.c./dobe lub >0,7 j/kg
m.c./dobe (maksymalnie do 2 j./kg m.c./dobe)

2.1.5. Pomiary antropometryczne

Pierwsze pomiary antropometryczne u pacjentéw zakwalifikowanych do badania przeprowadzano po
wyréwnaniu zaburzen gospodarki kwasowo — zasadowej oraz wodno — elektrolitowej, w okresie okoto 7-
10 dni od przyjecia do szpitala z powodu $wiezego rozpoznania TIDM. Powyzsza procedura pozwolita
zminimalizowa¢ wptyw réznego stopnia odwodnienia organizmu, towarzyszgcego zaburzeniom
metabolicznym w momencie ujawniania sie TIDM, na wartosci analizowanych parametrow
antropometrycznych.
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U kazdego z badanych pacjentéw dokonywano pomiaru nastepujacych parametréow
antropometrycznych:
e masy ciata [kg]
e wysokosci ciata [cm]
Na podstawie powyzszych pomiaréw wyliczano warto$¢ wskaznika wzglednej masy ciata — BMI (Body
Mass Index) celem oceny stanu odzywienia pacjenta.
Wszystkie powyzsze pomiary i obliczenia powtarzano u kazdego pacjenta zakwalifikowanego do
badania podczas kolejnych wizyt kontrolnych w ramach 12-miesiecznej obserwacji (= Materiaty i metody
pkt.2.2 str.43).

2.1.5.1.Pomiar masy ciata

Pomiaru masy ciata dokonywano na czczo, za pomocg elektronicznej wagi lekarskiej, z doktadnoscig do
0,1 kg.

2.1.5.2.Pomiar wysoko$ci ciata

Do pomiaréw wysokosci ciata wykorzystywano stacjonarny stadiometr typu Harpander. W kazdym
przypadku przeprowadzano pomiar trzykrotnie, z doktadnoscig do 0,1 cm, przy odpowiedniej postawie
pacjenta (koriczyny dolne wyprostowane w stawach kolanowych, ramiona opuszczone wzdtuz tutowia,
gtowa ustawiona w tzw. pozycji frankfurckiej — otwdr zewnetrznego przewodu stuchowego tworzy z dolng
krawedzig oczodotu linie prostopadta do osi dtugiej tutowia, usuniete ozdoby z wtoséw) (Romer, 2006). Ze
wszystkich dokonanych pomiaréw obliczano wartosé srednig, ktdérg uznawano za ostateczny wynik
pomiaru wysokosci ciata dziecka.

2.1.5.3.Wskazniki oceniajace stan odzywienia pacjenta

Na podstawie powyzej opisanych pomiaréw antropometrycznych wyliczano wskaznik wzglednej masy

ciata BMI wedtug nastepujgcego wzoru matematycznego (Palczewska and Niedzwiecka, 2001):
BMI = masa ciata [kg]/wysokos¢ ciata’ [mz]

Nastepnie dokonywano normalizacji uzyskanych wartosci wskaznika wzgledem ptci i wieku, otrzymujac
ostateczng wartos¢ BMI wyrazong jako Z-score czyli liczbe odchylen standardowych od wartosci sredniej
dla populacji dzieci zdrowych. Ze wzgledu na brak odpowiednich tabel norm dla populacji dzieciecej z
regionu wojewoddztwa pomorskiego podczas normalizacji danych wykorzystywano tabele norm dla
populacji dzieciecej z regionu wojewddztwa mazowieckiego (Palczewska and Niedzwiecka, 2001), a w
przypadku pacjentéw 26,5 roku zycia takze tabele norm dla ogdlnopolskiej populacji dzieciecej
opracowane w ramach programu OLAF (Kutaga et al., 2011).

Ocene stanu odzywienia badanych pacjentéw przeprowadzano na podstawie ponizszych
kryteriow(Woynarowska, 2008):

e niedobdr masy ciata — BMI z-score < -1SD (pozycja centylowa < 5 percentyla)
e nadwaga —+1 SD <BMl z-score < +2 SD (pozycja centylowa 2 85 percentyla i < 95 percentyla)
e otytos¢ — BMI z-score = +2 SD (pozycja centylowa > 95 percentyla)

2.1.6. Badanie ankietowe oceniajace poziom edukacji pacjenta (chorzy > 14 roku
zycia)/opiekunéw chorego na temat T1IDM

Poziom edukacji pacjenta i/lub opiekundéw chorego byt oceniany za pomocg badania ankietowego
skonstruowanego na potrzeby projektu przez lek. Matgorzate Pawtowicz i konsultowanego przez prof. dr
hab. med. Anne Balcerska. Arkusz badania zostat zatwierdzony przez NKBBN Akademii Medycznej w
Gdansku (nr zgody NKEBN/27-399/2008).
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Ankieta miata charakter testu wielokrotnego wyboru, sktadajgcego sie z 24 pytan (= Aneks 1 str.212)
i byta skierowana do pacjentéw powyzej 14 roku zycia oraz ich opiekundéw, a w przypadku dzieci
mtodszych, wytgcznie do opiekundw chorego. Zakres wiedzy oceniany za pomocg badania ankietowego
obejmowat tematyke cyklu szkolen prowadzonych przez wykwalifikowanych edukatorow podczas
hospitalizacji pacjenta z powodu rozpoznania TLDM. Publikacja Hanas R. ,, Cukrzyca typu 1 u dzieci,
mtodziezy i dorostych. Jak stac sie znawcq swojej cukrzycy.” (Hanas, 2003), ktdra byta wykorzystywana
podczas w/w szkolen, stanowita rowniez gtéwny materiat zrédtowy do skonstruowania odpowiedzi w
badaniu ankietowym.

Ankieta byto przeprowadzana w przypadku kazdego pacjenta podczas procedury kwalifikacji do
badania, po zakoriczeniu cyklu w/w szkolen, a nastepnie powtarzana w odstepach 6-miesiecznych w
czasie rocznej obserwacji chorego (- Materiaty i metody pkt.2.2 str.43).

2.1.6.1.System oceny badania ankietowego oceniajacego poziom edukacji pacjenta
(chorzy > 14 roku zycia) /opiekunéw chorego na temat TIDM

Za kazdg poprawnie zaznaczong w arkuszu badania ankietowego odpowiedz pacjent/opiekun chorego
otrzymywat 1 punkt. (- Aneks 1 str.212) Btedne odpowiedzi byty punktowane za pomocg punktow
ujemnych (kazda nieprawidtowa odpowiedz: -1 punkt). Nastepnie sumowano wszystkie punkty z arkusza
ankiety i dokonywano oceny poziomu wiedzy pacjenta/opiekundéw chorego na temat T1DM cato$ciowo
oraz z uwzglednieniem podziatu na grupy pytan zwigzane z okreslonymi zagadnieniami. Podziat pytan
ankietowych na bloki tematyczne oraz sposdb ich punktacji przedstawiono w tabeli 2.5.

Tabela 2.5. Podziat badania ankietowego na bloki tematyczne i sposdb ich punktacji

. maksymalna maksymalna
blok tematyczny jezkaly orz.qtikowa punktacja punktacja
pree za pytanie za blok tematyczny

1. 3
naturalny przebieg 2. >

3. 3 20

choroby

4. 5
5. 4
6. 3
16. 3

samokontrola )3, 3 15
24, 6
. . 7. 3

wysitek fizyczny 3. 5 5

9. 3

insulinoterapia 10. 2 7
11. 2
12. 2

cukrzycowa kwasica 13. 3 11
ketonowa 14. 3
15. 3
17. 5
18. 9
. . . 19. 2

hipoglikemia 20, 4 29
21. 4
22. 5

maksymalna punktacja za cate badanie ankietowe 87

K wedtug arkusza badania ankietowego oceniajacego poziom edukacji pacjenta (chorzy >14 roku zycia)/opiekunéw chorego na
temat TIDM zamieszczonego w Aneksie 1 (- Aneks 1 str.212).
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llo$¢ punktow uzyskanych przez pacjenta/opiekunéw pacjenta w badaniu ankietowym, z
uwzglednieniem podziatu na poszczegdlne bloki tematyczne, wyrazano jako wartos$é procentowg z
maksymalnej punktacji mozliwej do osiggniecia za cate badanie ankietowe i za okreslony blok tematyczny,
a nastepnie oceniano zgodnie z kryteriami przedstawionymi w tabeli 2.6.

Tabela 2.6. Kryteria oceny badania ankietowego za pomoca wartosci procentowej z maksymalnej
punktacji za cate badanie/za blok tematyczny ankiety

opisowa ocena poziomu wiedzy
na temat choroby ogélnie/na temat
zagadnienia z danego bloku tematycznego

wartos¢ procentowa z maksymalnej
punktacji za badanie ankietowe/
blok tematyczny badania ankietowego

ankiety
81-100% poziom wiedzy bardzo dobry
61-80% poziom wiedzy dobry
51-60% poziom wiedzy zadowalajacy
<50% poziom wiedzy niezadowalajacy

Wyniki badania ankietowego omawiano z pacjentem/opiekunami chorego podczas kolejnej wizyty
kontrolnej w ramach 12-miesiecznej obserwacji klinicznej. Podczas oméwienia przedstawiano
pacjentowi/opiekunowi chorego ocene ankiety zgodnie z kryteriami podanymi w tabeli 2.6 oraz
sugerowano powtdrzenie zagadnien, za ktore zostata przyznana najmniejsza ilo$¢ punktow. Pacjentowi/
opiekunom chorego udzielano odpowiedzi na ewentualne dodatkowe pytania dotyczace badania
ankietowego. Natomiast nie wskazywano prawidtowych odpowiedzi na poszczegdlne pytania ankietowe,
ze wzgledu na zaplanowang powtdrng ocene poziomu wiedzy na temat TIDM w 6 i 12 miesigcu
obserwacji klinicznej z wykorzystaniem identycznego arkusza ankiety.

2.2. Roczna obserwacja pacjentéw zakwalifikowanych do badania

Pacjenci zakwalifikowani do badania podlegali 12 — miesiecznej obserwacji. tgcznie u kazdego chorego
zaplanowano 4 wizyty kontrolne w rocznym okresie obserwacyjnym, z czestotliwoscig co 3 miesigce (co
120 dni), liczac od daty pierwszej iniekcji insuliny (- Materiaty i metody pkt.1 str.35)

Wizyty kontrolne przeprowadzano wedtug ponizszego schematu:

e pomiar glikemii na czczo, przed podaniem pierwszej dawki analogu
szybkodziatajgcego/insuliny krétkodziatajgcej (pomiar dokonywany przez pacjenta/opiekunéw
pacjenta za pomocg osobistego glukometru chorego, glukometr kalibrowany do osocza)

e pobranie krwi zylnej do badan laboratoryjnych po odpowiednim przygotowaniu pacjenta,
zgodnie z wytycznymi Immunology of Diabetes Society (Greenbaum and Harrison, 2003):

o chory na czczo

o w przypadku insulinoterapii z wykorzystaniem automatycznych wstrzykiwaczy (tzw.
penow):
podanie wieczornej dawki analogu/insuliny dtugodziatajgcej w dniu poprzedzajgcym
badania, w dniu badania — pobranie krwi przed podaniem pierwszej dawki analogu
szybkodziatajgcego/ insuliny krotkodziatajgcej

o w przypadku insulinoterapii z wykorzystaniem osobistej pompy insulinowej:
w nocy przed badaniem kontynuacja ciggtego wlewu podstawowego insuliny, w dniu
badania — pobranie krwi po 15-30 minutach od zatrzymania wlewu podstawowego
insuliny, przed podaniem pierwszego bolusa positkowego insuliny

o w przypadku hiperglikemii nocnej i koniecznosci podania dodatkowej dawki/bolusa
analogu szybkodziatajgcego/ insuliny krétkodziatajgcej w nocy poprzedzajgcej badania:
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pobranie krwi po 4-6 godzinach od dodatkowej dawki/bolusa analogu
szybkodziatajgcego/insuliny krotkodziatajgcej, przed pierwszg positkowa dawka/bolusem
analogu szybkodziatajgcego/insuliny krotkodziatajgcej

o w przypadku hipoglikemii nocnej lub porannej oraz koniecznosci przyjecia 1 wymiennika
weglowodanowego (WW) ptynnej glukozy lub soku:
zmiana terminu wizyty kontrolnej lub jesli to mozliwe pobranie krwi po 4-6 godzinach od
przyjecia 1 WW, przed pierwszg positkowa dawkg/bolusem analogu
szybkodziatajgcego/insuliny krétkodziatajgcej

e aktualizacja danych klinicznych pacjenta:

o rodzaj stosowanej insulinoterapii, a w przypadku zmiany rodzaju leczenia — odnotowanie
doktadnej daty rozpoczecia nowego sposobu terapii (sposéb kategoryzacji i analizy
rodzaju insulinoterapii przedstawiono w punkcie 2.1.3 rozdziatu Materiaty i metody -
Materiaty i metody pkt.2.1.3 str.39)

o dobowe zapotrzebowanie na insuline (TDID) — ocena na podstawie sredniej liczby
jednostek insuliny przyjetych przez pacjenta w ciggu trzech ostatnich dni poprzedzajgcych
wizyte kontrolng w przeliczeniu na kilogram aktualnej masy ciata (sposéb analizy TDID z
uwzglednieniem kryteriow ISPAD opisano w punkcie 2.1.4 rozdziatu Materiaty i metody
- Materiaty i metody pkt.2.1.4 str.40)

e badanie przedmiotowe pacjenta wraz z oceng stadium rozwoju ptciowego wedtug skali
Tannera (= Aneks 2 str.218) i przyporzadkowanie chorego do okreslonej kategorii: stadium
przedpokwitaniowe (I stadium dojrzewania ptciowego wedtug skali Tannera), pokwitanie (Il —
V stadium dojrzewania ptciowego wedtug skali Tannera)

e pomiary antropometryczne pacjenta (- Materiaty i metody pkt.2.1.5 str.40) celem oceny
dynamiki rozwoju somatycznego oraz aktualnego stanu odzywienia pacjenta

e w przypadku wizyty po 6 i 12 miesigcach od momentu zachorowania na TLDM: powtdrne
badanie ankietowe oceniajgce poziom edukacji pacjenta (chorzy > 14 roku zycia)/opiekundéw
chorego na temat T1DM przeprowadzane:

o celem analizy dynamiki zmian zakresu wiedzy pacjenta i jego opiekundw na temat
choroby w czasie obserwacji klinicznej oraz wptywu tych zmian na parametry wyréwnania
metabolicznego i funkcji resztkowej komaorek B trzustki

o zgodnie z zasadami ustalonymi dla pierwszego badania ankietowego (- Materiaty i
metody pkt.2.1.6 str.41): z wykorzystaniem identycznego arkusza ankiety (= Aneks 1
str.212) oraz z zachowaniem tych samych kryteriéw oceny i sposobu omawiania wynikow
ankiety z pacjentem/opiekunami chorego (= Materiaty i metody pkt.2.1.6.1 str.42)

Harmonogram oznaczen laboratoryjnych realizowanych w czasie poszczegdlnych wizyt kontrolnych
przedstawiono w harmonogramie prezentowanego badania (tab.2.2)

3. Badania genetyczne - analiza wybranych polimorfizméw genéw CTLA-4, PTPN22 oraz INS

Wszystkie oznaczenia genetyczne zostaty wykonane przez lek. Matgorzate Pawtowicz w Katedrze i
Zaktadzie Biologii i Genetyki Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego. Badania przeprowadzono za zgoda
Kierownika Katedry i Zaktadu prof. dr hab. med. Janusza Limona, pod opiekg mgr Lucyny Morzuch.

Algorytm realizacji badan genetycznych przedstawiono na rycinie 2.1.
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sekwencjonowanie
grupa izolacja DNA PCR RFLP e
DNA
daaie o LY polimorfizm c.49A>G CTLA-4 probki kontrolne
-enzym restrykcyjny Bovl +co10 probka
gotowe
badana zestawy do polimorfizm c.1858T>C PTPN22 probki kontrolne
i = standardowa — L .
n=147 izolacji DNA -enzym restrykcyjny Rsal +co10 probka
Z2enomowego
polimorfizm 5'VNTRINS 7 probki kontrolne
standardowa ; ¢
- enzym restrykcyjny Hphl +co10 probka
bezposrednia polimorfizm c.49A>G CTLA-4
z krwi -enzym restrykcyjny Bbvl
kontrolna bezposrednia polimorfizm c.1858T>C PTPN22
n=326 z krwi -enzym restrykcyjny Rsal
bezposrednia polimorfizm 5'VNTRINS */
z krwi - enzym restrykcyjny Hphl

PCR — reakcja taricuchowa polimerazy, RFLP — analiza polimorfizmu dtugosci fragmentdéw restrykcyjnych
K polimorfizm 5’VNTR /NS — ocena posrednia poprzez oznaczenia polimorfizmu —23HphA>T

Rycina 2.1. Algorytm badan genetycznych

3.1. Analiza wybranych polimorfizméw genéw CTLA-4, PTPN22 oraz INS - grupa badana

U wszystkich pacjentéw zakwalifikowanych do badania przeprowadzono petng analize nastepujacych
polimorfizmoéw gendw CTLA-4, PTPN22 oraz INS:
e C.49A>G genu CTLA-4 (rs231775)
e .1858T>C genu PTPN22 (rs2476601)
e 5’VNTR genu INS — analiza posrednia poprzez genotypowanie polimorfizmu —23Hph/A>T genu
INS (rs689)

Materiat biologiczny do badan genetycznych — petng krew obwodowa w objetosci 2 ml, pobierano od
pacjenta do probowki zawierajgcej kwas etylenodiaminotetraoctowy (EDTA) — antykoagulant
nieposiadajgcy wtasciwosci hamujgcych aktywnos$¢ enzymow restrykcyjnych. Do pobrania krwi
wykorzystywano zamkniety, prézniowy system VACUETTE (Greiner Bio-One Ltd., Wielka Brytania). Do
momentu izolacji genomowego DNA pobrany materiat biologiczny przechowywano w temperaturze -20°C
(maksymalny czas przechowywania krwi: 6 miesiecy).

Prébki genomowego DNA po izolacji zakodowano celem zminimalizowania wptywu badacza na wyniki
dalszych oznaczen. Nastepnie wyizolowane genomowe DNA wykorzystywano do analiz wybranych
polimorfizmdéw genetycznych za pomocg metody PCR-RFLP (PCR — reakcja taricuchowa polimerazy, RFLP —
analiza polimorfizmu dtugosci fragmentdow restrykcyjnych) (ryc.2.1). Powstate produkty reakcji rozdzielano
elektroforetycznie na zelu agarozowym, uzyskujgc wyniki genotypowania poszczegdlnych polimorfizmdw.
Celem weryfikacji wynikow metody PCR-RFLP przeprowadzano sekwencjonowanie DNA (proébki kontrolne
+ co 10 analizowana proébka) (ryc.2.1).

3.1.1. Izolacja genomowego DNA

Genomowe DNA izolowano z petnej krwi obwodowej z wykorzystaniem gotowych zestawdéw do izolacji
Genomic Midi AX (A&A Biotechnology, Polska). Powyzsza procedura polegata na zastosowaniu specjalnych
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membran jonowo-wymiennych wigzgcych DNA z wydajnoscig 99,9% i obejmowata szes¢ zasadniczych
etapow:

1. lize komodrek pod wptywem buforu lizujgcego

2. denaturacje biatek katalizowang przez proteaze

3. usuwanie biatek i innych zanieczyszczen z wykorzystaniem buforu ptuczgcego oraz minikolumn

zawierajgcych membrany jonowo-wymienne

4. wymywanie DNA z membran roztworem soli o wysokiej sile jonowej (bufor elucyjny)

5. odsalanie i zageszczanie DNA poprzez precypitacje alkoholowg (izopropanol, 70% etanol)

6. rozpuszczanie osadu DNA poprzez dodanie podwdjnie destylowanej wody (ddH,0)

Szczegdtowy protokot izolacji genomowego DNA z wykorzystaniem zestawow Genomic Midi AX (A&A

Biotechnology, Polska) zamieszczono w Aneksie 3 (- Aneksie 3 str.219).

3.1.2. Ocena jakosciowa i iloSciowa preparatéw DNA

Ocene jakosciowg i ilosciowa wyizolowanych preparatéw DNA przeprowadzano metoda
spektrofotometryczng (spektrofotometr Nano Drop ND — 1000, NanoDrop Technologies Inc., USA). Do
kalibracji spektrofotometru uzywano tego samego roztworu, ktéry wykorzystywano uprzednio do
rozpuszczania osadu DNA (ddH,0). Po kalibracji sprzetu pomiarowego odczytywano wartosci absorbancji
przy dtugosci fali 260 i 280 nm oraz stezenie DNA w preparacie [ng/ul]. Do dalszych analiz
wykorzystywano probki DNA, dla ktérych warto$é wspoétczynnika A,go/A,g0 Miescita sie w granicach 1,8-2,0
(zakres wartosci wspotczynnika Ayeo/Azg0 Wskazujgcy na wystarczajgce oczyszczenie preparatu DNA z
biatek).

Dalsze badania przeprowadzano z wykorzystaniem rozcieficzen wyizolowanego DNA do wartosci 100
ng/ul. Probki DNA po rozcienczeniu przechowywano w temperaturze +4°C, a stezone preparaty DNA w
temperaturze -20°C.

3.1.3. Analiza bioinformatyczna sekwencji DNA badanych genéw

Na podstawie oceny bioinformatycznej sekwencji DNA badanych gendéw przygotowano kolejne etapy
analizy wybranych polimorfizmoéw: zaprojektowano specyficzne startery wykorzystywane w dalszej
analizie do reakcji PCR oraz dokonano wyboru odpowiedniego enzymu restrykcyjnego rozpoznajacego
miejsce polimorficzne w reakcji RFLP.

Analiza bioinformatyczna obejmowata nastepujgce etapy:

e wyszukanie sekwencji DNA badanych genéw w bazie danych Ensembl Genome Browser
(http://www.ensembl.org)

o gen CTLA-4 — do analizy wybrany transkrypt o numerze identyfikacyjnym
ENST00000302823

o gen PTPN22 — do analizy wybrany transkrypt o numerze identyfikacyjnym
ENST00000359785

o gen INS —do analizy wybrany transkrypt o numerze identyfikacyjnym ENSTO0000381330

e wyszukanie analizowanego miejsca polimorficznego w wybranej sekwencji genu

e zaprojektowanie specyficznych starterow komplementarnych do sekwencji DNA zawierajacej
analizowane miejsce polimorficzne, umozliwiajacych powielenie wybranego odcinka DNA w
czasie reakcji PCR (stosowane oprogramowanie: Primer3 version 0.4.0 —
http://frodo.wi.mit.edu)

e analiza ewentualnego istnienia innych potencjalnych miejsc przytaczania starteréw, ze
wzgledu na mozliwos¢ wystepowania w genomie ludzkim regionéw DNA o podobnej sekwencji
(stosowane oprogramowanie: Basic Local Alignment Search Tool BLAST —
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov)
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e dokonanie wyboru odpowiedniego enzymu restrykcyjnego do reakcji RFLP, rozpoznajgcego
miejsce polimorficzne w sekwencji DNA amplifikowanej podczas reakcji PCR (stosowane
oprogramowanie: NEBcutter V2.0 — http://tools.neb.com/NEBcutter2)

3.1.4. Analiza wybranych polimorfizmow genéw CTLA-4, PTPN22 oraz INS - reakcja PCR-RFLP

Polimorfizmy ¢c.49A>G genu CTLA-4, c.1858T>C genu PTPN22, -23HphIA>T genu INS (marker
polimorfizmu 5'VNTR genu INS) analizowano z wykorzystaniem metody PCR-RFLP. Ogdlny opis procedur
stosowanych w ocenie wszystkich badanych polimorfizméw podano w podpunktach ponizej (= Materiaty
i metody pkt.3.1.4.1 — 3.1.4.3 str.47-48). Réznice w metodyce analiz poszczegdlnych polimorfizméw
przedstawiono w odrebnych punktach (polimorfizm genu CTLA-4 > Materiaty i metody pkt. 3.1.5 str.49;
polimorfizm genu PTPN22 - Materiaty i metody pkt.3.1.6 str.53; polimorfizm genu INS - Materiaty i
metody pkt.3.1.7 str.56).

3.1.4.1.Reakcja lanncuchowa polimerazy (PCR) z wykorzystaniem specyficznych starteréow

Do przygotowania mieszaniny reakcyjnej wykorzystywano prébki wyizolowanego od pacjentéw DNA
rozciericzone do stezenia 100 ng/ul (matryca DNA) oraz specyficzne dla amplifikowanego regionu DNA
startery. Startery projektowano z wykorzystaniem oprogramowania opisanego w punkcie dotyczgcym
analizy bioinformatycznej sekwencji DNA badanych genéw (= Materiaty i metody pkt.3.1.3 str.46).
Synteze chemiczng zaprojektowanych oligonukleotydéw zlecano Pracowni Sekwencjonowania DNA
Instytutu Biochemii i Biofizyki Polskiej Akademii Nauk w Warszawie.

Oceny jakosci i efektywnosc¢ reakcji PCR dokonywano za pomocg rozdziatu elektroforetycznego na 2%
zelach agarozowych. Do elektroforezy uzywano mieszaniny 5 pl produktu PCR i 5 pl buforu obcigzajgcego
(sktad roztworu 6x: 0,25% ksylen cyjanolu — Sigma-Aldrich Co. LLC, USA; 0,25% btekit bromofenolowy —
Sigma-Aldrich Co. LLC, USA; 40% roztwdr wodny sacharozy). Zastosowanie bromku etydyny (Sigma-Aldrich
Co. LLC, USA) jako sktadnika zelu agarozowego (4 pl bromku etydyny na kazde 100 ml 2% zelu
agarozowego) pozwalato, po zakonczeniu elektroforezy, uwidocznic¢ fragmenty DNA na zelu w Swietle UV
o dtugosci 312 nm.

Parametry rozdziatu elektroforetycznego produktéw reakcji PCR w analizie polimorfizmu c.49A>G genu
CTLA-4, c.1858T>C genu PTPN22 oraz —23HphIA>T genu INS przedstawiono w tabeli 2.7.

3.1.4.2.Analiza polimorfizmu dlugosci fragmentéw restrykcyjnych (RFLP) z wykorzystaniem
odpowiednich enzymoéw restrykcyjnych

W dalszej analizie wybranych polimorfizmow genu CTLA-4, PTPN22 oraz INS produkty reakcji PCR
poddawano trawieniu odpowiednimi enzymami restrykcyjnymi, rozpoznajgcymi badane miejsce
polimorficzne w amplifikowanej sekwencji DNA:

e polimorfizm c.49A>G genu CTLA-4 — enzym restrykcyjny Bbvl (BseXI)

e polimorfizm ¢.1858T>C genu PTPN22 — enzym restrykcyjny Rsal

e polimorfizm —23HphIA>T genu INS jako marker polimorfizmu 5'VNTR genu INS — enzym
restrykcyjny Hphl

Procedure wyboru odpowiednich enzymodw restrykcyjnych, z wykorzystaniem okreslonych narzedzi
bioinformatycznych, opisano w punkcie 3.1.3 rozdziatu Materiaty i metody (= Materiaty i metody
pkt.3.1.3 str.46).

Szczegdtowe dane dotyczgce sposobu i warunkéw przeprowadzania reakcji RFLP w analizie
polimorfizmu c.49A>G genu CTLA-4, ¢.1858T>C genu PTPN22 oraz —23HphIA>T genu INS przedstawiono w
odrebnych podpunktach rozdziatu Materiaty i metody. (- Materiaty i metody polimorfizm genu CTLA-4 —
pkt.3.1.5.2 str.51; polimorfizm genu PTPN22 — pkt.3.1.6.2 str.54; polimorfizm genu INS — pkt.3.1.7.2
str.58).
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Produkty reakcji RFLP rozdzielano elektroforetycznie na 2% zelach agarozowych. Do 20 pl reakcyjnej
mieszaniny hydrolizujgcej dodawano 5 pl buforu obcigzajgcego i nanoszono na podtoze agarozowe.
Fragmenty restrykcyjne na zelu uwidaczniano dzieki zastosowaniu bromku etydyny jako sktadnika zelu
agarozowego, co umozliwiato ocene zelu w $wietle UV o dtugosci 312 nm po zakoriczeniu elektroforezy.

W przypadku rozdziatu elektroforetycznego produktéw reakcji RFLP w analizie polimorfizmu c.49A>G
genu CTLA-4, c.1858T>C genu PTPN22 oraz —23HphIA>T genu INS stosowano identyczne warunki, jak
podczas elektroforezy produktow reakcji PCR (tab.2.7).

Tabela 2.7. Protokét elektroforezy produktow reakcji PCR—RFLP w analizie badanych polimorfizmoéw
genoéw CTLA-4, PTPN22 oraz INS

rozdziat elektroforetyczny produktéw reakcji PCR-RFLP

warunki rozdziatu elektroforetycznego

stezenie agarozy 2% (Prona Agarose, Hiszpania)

1xTBE (rozcienczenie roztworu 10xTBE)

sktad roztworu 10xTBE:

e 108 g TRIS (MP Biochemicals, USA)

e 55 g kwasu bornego (MP Biochemicals, USA)

e 40 ml 0,5M EDTA pH 8,0 (SERVA Electrophoresis GmbH, Niemcy)
e do 1000 ml ddH,0

GeneRuler™ 100bp DNA Ladder

(Fermentas, Thermo Fisher Scientific Inc., USA)

napiecie pradu 120V

rodzaj buforu

marker wielkosci

temperatura 22-24°C

50 minut — polimorfizm c.49A>G genu CTLA-4

czas trwania polimorfizm c.1858T>C genu PTPN22

60 minut
polimorfizm —23HphIA>T genu INS

stosowany sprzet laboratoryjny
aparat do elektroforezy agarozowej Sub-Cell GT i Mini-Sub Cell GT (Bio-Rad Laboratories Inc., USA)
zasilacz PowerPac 3000 (Bio-Rad Laboratories Inc., USA)

system do archiwizacji zeli Gel Doc 2000 z oprogramowaniem Quanti One (Bio-Rad Laboratories
Inc., USA)

3.1.4.3.Sekwencjonowanie produktéw reakcji PCR

Reakcje sekwencjonowania przeprowadzano celem weryfikacji wynikéw metody PCR-RFLP stosowanej
w analizie wszystkich badanych polimorfizmoéw genéw CTLA-4, PTPN22 oraz INS.

W poczatkowym etapie analizy wykonywano sekwencjonowanie produktéw PCR dla trzech prébek, w
przypadku ktérych otrzymane wyniki reakcji PCR-RFLP pozwalaty na stworzenie kompletu wszystkich
trzech genotypdw badanego polimorfizmu (dwie homozygoty, heterozygota). Powyzsze prébki po
potwierdzeniu zgodnosci wynikdéw reakcji sekwencjonowania z rezultatami metody PCR-RFLP
wykorzystywano w dalszej analizie badanego polimorfizmu jako prébki kontrolne do reakcji PCR-RFLP.

Po zakonczeniu genotypowania wszystkich badanych prébek, w kolejnym etapie przeprowadzano
sekwencjonowanie DNA z prébek o watpliwym wyniku genotypowania oraz prébek wybranych losowo.
tacznie dokonano sekwencjonowania produktéw PCR dla co 10 badanej prébki w przypadku wszystkich
analizowanych polimorfizmdw.

Reakcje sekwencjonowania przeprowadzano z wykorzystaniem gotowych zestawdw do
sekwencjonowania BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Life Technologies Corporation, USA).
Sktad mieszaniny reakcyjnej oraz warunki prowadzenia reakcji sekwencjonowania podczas analizy
badanych polimorfizméw gendéw CTLA-4, PTPN22 oraz INS przedstawiono w tabeli 2.8. Produkty PCR
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wykorzystywane do reakcji sekwencjonowania oczyszczano za pomocg gotowych zestawdéw do
oczyszczania DNA po reakcjach enzymatycznych Clean-up (A&A Biotechnology, Polska), zgodnie z
protokotem producenta.

Tabela 2.8. Protokét sekwencjonowania produktéw reakcji PCR w analizie badanych polimorfizméw
genow CTLA-4, PTPN22 oraz INS

sekwencjonowanie produktow reakcji PCR

sktad mieszaniny reakcyjnej

odczynnik objetos¢ odczynnika
BigDye® Terminator (Life Technologies Corporation, USA) 1,0 ul
starter Forward/Reverse (10 M) (IBB PAN, Polska) 2,0 pl
bufor do sekwencjonowania 5x (Life Technologies Corporation, USA) 4,0 ul
oczyszczony produkt PCR 2,0 ul
ddH,0 11,0 pl
taczna objetos¢ mieszaniny 20,0 ul

model stosowanego termocyklera

GeneAmp PCR System 2700 (Applied Biosystem, Life Technologies Corporation, USA)

etapy sekwencjonowania produktéw reakcji PCR

etapy reakcji temperatura czas trwania liczba cykli
I 95°C 2 minuty 1

Il 95°C 10 sekund

I 50°C 5 sekund 25

v 60°C 4 minuty

Produkty reakcji sekwencjonowania oczyszczano z nadmiaru dideoksyrybonukleotydéw za pomoca
gotowych zestawow do usuwania terminatoréw po reakcji sekwencyjnej ExTerminator (A&A
Biotechnology, Polska), zgodnie z protokotem producenta. Oczyszczone produkty reakgcji
sekwencjonowania po elucji ddH,0 poddawano denaturacji termicznej (temp. 95°C przez 5 minut).
Odczytu sekwencji DNA dokonywano za pomocg sekwenatora ABI Prism 310 (Applied Biosystem, Life
Technologies Corporation, USA), a nastepnie przeprowadzano ich analize przy uzyciu oprogramowania ABI
Data Collection Software v1.0.2. (Applied Biosystem, Life Technologies Corporation, USA). Analizowane
sekwencje poréwnywano z sekwencjami referencyjnymi zawartymi w bazie danych Ensembl Genome
Browser (http://www.ensembl.org).

3.1.5. Analiza polimorfizmu c.49A>G genu CTLA-4

Polimorfizm c.49A>G genu CTLA-4 analizowano za pomocg metody PCR-RFLP, a nastepnie wyniki
weryfikowano reakcjg sekwencjonowania, zgodnie z ogdlnym opisem procedur przedstawionym w
punkcie 3.1.4 rozdziatu Materiaty i metody (- Materiaty i metody pkt.3.1.4 str.47). Ponizej podano
szczegdtowe dane dotyczgce sposobu i warunkow przeprowadzania reakcji PCR-RFLP oraz
sekwencjonowania podczas analizy badanego polimorfizmu genu CTLA-4.

3.1.5.1.Analiza polimorfizmu c.49A>G genu CTLA-4 - reakcja PCR z wykorzystaniem
specyficznych starteréow

Doktadny opis warunkéw przeprowadzania reakcji PCR w analizie polimorfizmu c.49A>G genu CTLA-4
zawiera tabela 2.9.
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reakcja PCR - analiza polimorfizmu c.49A>G genu CTLA-4

sekwencja starteréw stosowanych w reakcji PCR

CTLA-4 Forward 5 TCCTTGATTCTGTGTGGGTTC 3’
CTLA-4 Reverse 5 GGGTCTGAAATTGCCTGTGT 3’

dtugos¢ amplifikowanego fragmentu DNA

490 par zasad (pz)

sktad mieszaniny reakcyjnej

odczynnik

objetos¢ odczynnika

matryca DNA (100 ng/ul) 1,0 ul
starter CTLA-4 Forward (10 uM) (1BB PAN, Polska) 1,0 ul
starter CTLA-4 Reverse (10 uM) (BB PAN, Polska) 1,0 ul
dNTP (Fermentas, Thermo Fisher Scientific Inc., USA) 1,0 ul
MgCl, (25 mM) (Fermentas, Thermo Fisher Scientific Inc., USA) 1,5 ul
polimeraza Taq (5U/ul) (Fermentas, Thermo Fisher Scientific Inc., USA) 0,1l
bufor z (N H4)ZSO4 (Fermentas, Thermo Fisher Scientific, Inc., USA) 2,5 u|
ddH,0 16,9 pl

taczna objetos¢ mieszaniny | 25,0 pl

model stosowanego termocyklera

GeneAmp PCR System 2700 (Applied Biosystem, Life Technologies Corporation, USA)

etapy reakcji PCR

nazwa etapu reakcji temperatura czas trwania liczba cykli
denaturacja wstepna 95°C 5 minut 1
denaturacja 95°C 30 sekund

hybrydyzacja 53°C 1 minuta 35
elongacja 72°C 1 minuta

elongacja koncowa 72°C 10 minut 1

Rozdziat elektroforetyczny produktéw powyzszej reakcji PCR przeprowadzano na zelach agarozowych

zgodnie z parametrami podanymi w tabeli 2.7 (- Materiaty i metody pkt.3.1.4.1 = tab.2.7 str.48).

Przyktadowy zel z uwidocznionymi w swietle UV produktami PCR przedstawiono na rycinie 2.2.

1000 pz =»

500 pz - Bttt — 1 T
produkt PCR

100 pz >

490 pz

K(+) K(-)

MW — marker wielkosci, K(+) — kontrola pozytywna, K(-) — kontrola negatywna, pz — para zasad

Rycina 2.2. Przyktadowy rozktad elektroforetyczny produktow PCR w analizie polimorfizmu

c.49A>G genu CTLA-4
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3.1.5.2.Analiza polimorfizmu c.49A>G genu CTLA-4 - reakcja RFLP z wykorzystaniem enzymu
restrykcyjnego Bbvl (BseXI)

W dalszej analizie polimorfizmu c.49A>G genu CTLA-4 produkty reakcji PCR poddawano trawieniu
enzymem restrykcyjnym Bbvl (BseXl). Specyficzne startery wykorzystywane w reakcji PCR zaprojektowano
tak, aby sekwencja amplifikowanego DNA, oprécz miejsca polimorficznego identyfikowanego przez enzym
restrykcyjny, zawierata rdwniez drugg sekwencje stale rozpoznawang i trawiong przez enzym. Sekwencja
ta okreslana dodatkowym miejscem ciecia enzymu pozwalata w przypadku kazdej analizowanej prébki
potwierdzi¢ prawidtowe dziatanie enzymu. Umozliwito to minimalizacje ryzyka nieprawidtowego
odczytania wynikow genotypowania. W tabeli 2.10 podsumowano dane dotyczgce sposobu i warunkow
przeprowadzania reakcji RFLP w analizie polimorfizmu c.49A>G genu CTLA-4.

Tabela 2.10. Protokot reakcji RFLP wykorzystywanej w analizie polimorfizmu c.49A>G genu CTLA-4

reakcja RFLP - analiza polimorfizmu c.49A>G genu CTLA-4

nazwa enzymu restrykcyjnego stosowanego w reakcji

Bbvl (BseXI)

sekwencja DNA rozpoznawana i trawiona przez enzym restrykcyjny
5 — GCAGC (N)gh —3" "

3’ = CGTCG (N),A =5

R miejsce ciecia enzymu restrykcyjnego w rozpoznawanej przez enzym sekwencji DNA
(N), — liczba nukleotyddw od sekwencji rozpoznawanej przez enzym restrykcyjny do miejsca ciecia enzymu

sktad mieszaniny reakcyjnej

odczynnik objetos¢ odczynnika
enzym restrykcyjny BseXI| (Bbvl) (Fermentas, Thermo Fisher Scientific Inc., 0,20 ul
USA)
bufor BseXI| (Fermentas, Thermo Fisher Scientific Inc., USA) 2,00 pl
BSA (20 mg/ml) (Fermentas, Thermo Fisher Scientific Inc., USA) 0,15 ul
ddH,0 2,65 ul
faczna objetos¢ mieszaniny | 5,00 pl

stosowany sprzet laboratoryjny do inkubacji prébek

Thermomixer comfort 5355 (Eppendorf AG, Niemcy)

warunki reakcji RFLP

inkubacja mieszaniny w temp. 65°C przez 60 minut
ciggte mieszanie probek z predkoscig 300 rpm podczas inkubacji

wzOr rozdziatu elektroforetycznego produktow reakcji RFLP

homozygota AA — 98 pz**), 392 pz
homozygota GG — 98 pz**), 132 pz, 260 pz
heterozygota AG — 98 pz ), 132 pz, 260 pz, 392 pz

™ produkt reakcji RFLP powstajacy w wyniku istnienia tzw. dodatkowego miejsca ciecia enzymu w produkcie PCR,
poddawanemu trawieniu enzymem restrykcyjnym Bbvl (BseXI)

Rozdziat elektroforetyczny produktéw powyzszej reakcji RFLP przeprowadzano na zelach agarozowych
zgodnie z parametrami podanymi w tabeli 2.7 (= Materiaty i metody pkt.3.1.4.2 = tab.2.7 str.48).
Przyktadowy zel z uwidocznionymi w Swietle UV produktami reakcji RFLP przedstawiono na rycinie 2.3.
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pz — para zasad
prazek 98 pz — tzw. dodatkowe miejsce ciecia enzymu restrykcyjnego Bbvl (BseXI)

Rycina 2.3. Przyktadowy rozdziat elektroforetyczny produktow reakcji RFLP w analizie polimorfizmu
c.49A>G genu CTLA-4

3.1.5.3.Analiza polimorfizmu c.49A>G genu CTLA-4 - reakcja sekwencjonowania

Reakcje sekwencjonowania w analizie polimorfizmu c.49A>G genu CTLA-4 wykonywano celem
weryfikacji wynikéw procedury PCR-RFLP, zgodnie z opisem podanym w podpunkcie 3.1.4.3 (= Materiaty
i metody pkt.3.1.4.3 str.48). Na rycinie 2.4 przedstawiono elektroforogramy z sekwencjonowania trzech
prébek kontrolnych.

«B7GP_CTLAA4A_F_8 Fragmentbase#113. Base 113 of 514 «

a)
Z homozygota AA

BEGP_CTLA4_F_13 Fragment base #119. Base 119 of 518

b)
& homozygota GG

hY —

BEGP_CTLA4_F_6 Fragment base #117. Base 117 of §11

<)

heterozygota AG

7

s

Reakcje sekwencjonowania prébek kontrolnych dla polimorfizmu c.49A>G genu CTLA-4 przeprowadzone

z wykorzystaniem startera CTLA-4 Forward. Strzatkami oznaczono analizowane miejsce polimorficzne.

Na kolejnych elektroforogramach przedstawiono poszczegdlne genotypy badanego polimorfizmu: a) homozygota AA;
b) homozygota GG; c) heterozygota AG.

Rycina 2.4. Elektroforogram reakcji sekwencjonowania produktéw PCR w analizie polimorfizmu
c.49A>G genu CTLA-4 — prébki kontrolne
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3.1.6. Analiza polimorfizmu c.1858T>C genu PTPN22

Polimorfizm ¢.1858T>C genu PTPN22 analizowano za pomocg metody PCR-RFLP zgodnie z ogdlnym
opisem procedur podanym w punktach 3.1.4.1 — 3.1.4.2 rozdziatu Materiaty i metody (- Materiaty i
metody pkt.3.1.4.1 —3.1.4.2 str.47). Wyniki procedury PCR-RFLP weryfikowano przeprowadzajac reakcje
sekwencjonowania zgodnie z protokotem zawartym w punkcie 3.1.4.3 rozdziatu Materiaty i metody (=
Materiaty i metody pkt.3.1.4.3 str.48).

Ponizej przedstawiono szczegétowe dane dotyczgce sposobu i warunkow przeprowadzania reakcji
PCR-RFLP oraz sekwencjonowania podczas analizy badanego polimorfizmu genu PTPN22.

3.1.6.1.Analiza polimorfizmu c.1858T>C genu PTPN22 - reakcja PCR z wykorzystaniem
specyficznych starteréow

Szczegotowy opis sposobu i warunkow prowadzenia reakcji PCR w analizie polimorfizmu ¢.1858T>C
genu PTPN22 zawarto w tabeli 2.11.

Tabela 2.11. Protokot reakcji PCR wykorzystywanej w analizie polimorfizmu c.1858T>C genu PTPN22

reakcja PCR - analiza polimorfizmu c.1858T>C genu PTPN22

sekwencja starteréw stosowanych w reakcji PCR

PTPN22 Forward 5" CACGTTAGCCAGGATGGTTT 3’
PTPN22 Reverse 5" GGCCTCAATGAACTCCTCAA 3’

dtugos¢ amplifikowanego fragmentu DNA

547 par zasad (pz)

sktad mieszaniny reakcyjnej

odczynnik objetos¢ odczynnika
matryca DNA (100 ng/pl) 1,0 ul
starter PTPN22 Forward (10 1uM) (IBB PAN, Polska) 1,0 ul
starter PTPN22 Reverse (10 uM) (IBB PAN, Polska) 1,0 ul
dNTP (Fermentas, Thermo Fisher Scientific Inc., USA) 1,0 ul
polimeraza DreamTaq (5U/pl) (Fermentas, Thermo Fisher Scientific Inc., USA) 0,1l
bufor 10xDreamTaq (Fermentas, Thermo Fisher Scientific, Inc., USA) 2,5 ul
ddH,0 18,4 ul
faczna objetos¢ mieszaniny | 25,0 pl

model stosowanego termocyklera

GeneAmp PCR System 2700 (Applied Biosystem, Life Technologies Corporation, USA)

etapy reakcji PCR

nazwa etapu reakcji temperatura czas trwania liczba cykli
denaturacja wstepna 95°C 5 minut 1
denaturacja 95°C 30 sekund

hybrydyzacja 68,7°C 30 sekund 35
elongacja 72°C 30 sekund

elongacja korncowa 72°C 7 minut 1

Rozdziat elektroforetyczny produktéw powyzszej reakcji PCR przeprowadzano na zelach agarozowych
zgodnie z parametrami podanymi w tabeli 2.7 (= Materiaty i metody pkt. 3.1.4.1 = tab.2.7 str.48). Rycina
2.5 przedstawia przyktadowy zel z uwidocznionymi w Swietle UV produktami PCR.
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1000 pz > -
S

500 pz >

produkt PCR K(+) K(-)
547 pz

100 pz >

MW — marker wielkosci, K(+) — kontrola pozytywna, K(-) — kontrola negatywna, pz — para zasad

Rycina 2.5. Przyktadowy rozdziat elektroforetyczny produktéw PCR w analizie polimorfizmu
¢.1858T>C genu PTPN22

3.1.6.2.Analiza polimorfizmu c.1858T>C genu PTPN22 - reakcja RFLP z wykorzystaniem
enzymu restrykcyjnego Rsal

Kolejny etap analizy polimorfizmu ¢.1858T>C genu PTPN22 polegat na trawieniu produktéw reakcji PCR
enzymem restrykcyjnym Rsal. Aby zminimalizowac¢ ryzyko nieprawidtowego odczytania wynikéw
genotypowania, specyficzne startery do reakcji PCR zostaty zaprojektowane tak, aby sekwencja
amplifikowanego DNA, oprdcz badanego miejsca polimorficznego, identyfikowanego przez enzym
restrykcyjny, zawierata réwniez dodatkowe miejsca ciecia enzymem (sekwencje stale rozpoznawane
i trawione przez enzym). Wystepowanie w amplifikowanej sekwencji DNA dwdch dodatkowych miejsc
ciecia powodowato powstanie produktow reakcji RFLP o dtugosci 115 pz i 160 pz. Obecnos$¢ w rozdziale
elektroforetycznym w/w prazkow potwierdzata prawidtowe dziatanie enzymu w przypadku kazdej
analizowanej probki.

Szczegbtowe dane dotyczgce sposobu i warunkdéw przeprowadzania reakcji RFLP w analizie
polimorfizmu ¢.1858T>C genu PTPN22 przedstawiono w tabeli 2.12.

Rozdziat elektroforetyczny produktéw powyzszej reakcji RFLP przeprowadzano na zelach agarozowych
zgodnie z parametrami podanymi w tabeli 2.7 (- Materiaty i metody pkt.3.1.4.2 = tab.2.7 str.48).
Przyktadowy zel z uwidocznionymi w swietle UV produktami reakcji RFLP przedstawiono na rycinie 2.6.
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Tabela 2.12. Protokét reakcji RFLP wykorzystywanej w analizie polimorfizmu c.1858T>C genu PTPN22

reakcja RFLP - analiza polimorfizmu c.1858T>C genu PTPN22

nazwa enzymu restrykcyjnego stosowanego w reakcji

Rsal

sekwencja DNA rozpoznawana i trawiona przez enzym restrykcyjny
5 —GTrAC—-3"")

3 —CAANTG -5

K- miejsce ciecia enzymu restrykcyjnego w rozpoznawanej przez enzym sekwencji DNA

sktad mieszaniny reakcyjnej

odczynnik objetos¢ odczynnika
enzym restrykcyjny Rsal (Fermentas, Thermo Fisher Scientific Inc., USA) 0,20 pl
bufor Tango (Fermentas, Thermo Fisher Scientific Inc., USA) 2,00 pl
BSA (20 mg/ml) (Fermentas, Thermo Fisher Scientific Inc., USA) 0,15 ul
ddH,0 2,65 ul
taczna objetos¢ mieszaniny | 5,00 pl

stosowany sprzet laboratoryjny do inkubacji prébek

cieplarka Heraeus Function Line B6 (Thermo Electron Corporation, USA)

warunki reakcji RFLP

inkubacja mieszaniny w temp. 37°C przez 24 godziny

wzor rozdziatu elektroforetycznego produktéow reakcji RFLP
homozygota TT— 115 pz ), 160 pz ), 272 pz

homozygota CC— 44 pz, 115 pz ), 160 pz ), 228 pz
heterozygota TC — 44 pz, 115 pz ), 160 pz ), 228 pz, 272 pz

) produkt reakcji RFLP powstajacy w wyniku istnienia tzw. dodatkowego miejsca ciecia enzymu w produkcie PCR,
poddawanemu trawieniu enzymem restrykcyjnym Rsal

——

WA

.
T & e %0

MW — marker wielkosci, TT — homozygota TT, CC — homozygota CC, TC — heterozygota TC,
pz — para zasad
prazki 115 pz i 160 pz — tzw. dodatkowe miejsca ciecia enzymu restrykcyjnego Rsal

Rycina 2.6. Przyktadowy rozdziat elektroforetyczny produktow reakcji RFLP w analizie polimorfizmu
¢.1858T>C genu PTPN22
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3.1.6.3.Analiza polimorfizmu c.1858T>C genu PTPN22 - reakcja sekwencjonowania

Celem weryfikacji wynikdw uzyskanych podczas procedury PCR-RFLP przeprowadzano reakcje
sekwencjonowania. Szczegdtowy opis metody podano w punkcie 3.1.4.3 rozdziatu Materiaty i metody (=
Materiaty i metody pkt.3.1.4.3 str.48). Elektroforogramy z sekwencjonowania trzech prébek kontrolnych
zaprezentowano na rycinie 2.7.

«C11IGP_PTPN2Z_F_48 Fragment base #4362 Base 362 of 526 «
a) E T J B £ 1 85 7 8B g G A CAC C T § A A
CTEEE TR B iR SR | T A T L6 6ALCACL C T G AR

CI10GP_PTPNZZ_F_47 Fragment base #362. Base 362 of 521
T _ A

r I T
A | F L L 0 T A C G R AR C C T G A AR
homozygota CC

C12GP_PTPN22Z_F_49 Fragment base #362. Base 362 of 523
C) | o T G T_A G A Fay T s A
T C A C AR C cC C A R

heterozygota TC

Reakcje sekwencjonowania prébek kontrolnych dla polimorfizmu ¢.1858T>C genu PTPN22 przeprowadzone

z wykorzystaniem startera PTPN22 Forward. Strzatkami oznaczono analizowane miejsce polimorficzne.

Na kolejnych elektroforogramach przedstawiono poszczegdlne genotypy badanego polimorfizmu: a) homozygota TT;
b) homozygota CC; c) heterozygota TC.

Rycina 2.7. Elektroforogram reakcji sekwencjonowania produktéw PCR w analizie polimorfizmu
€.1858T>C genu PTPN22 — prébki kontrolne

3.1.7. Analiza polimorfizmu -23HphIA>T genu INS jako markera polimorfizmu
5'VNTR genu INS

Polimorfizm 5’VNTR genu INS analizowano posrednio poprzez genotypowanie polimorfizmu
—23HphIA>T genu INS (rs689). Polimorfizm —23HphIA>T genu INS w piSmiennictwie uznawany jest za
marker polimorfizmu 5'VNTR genu INS, ze wzgledu na prawie catkowite sprzezenie obu loci w populacjach
europejskich (99,77%). (Barratt et al., 2004)

Genotypowanie polimorfizmu markerowego —23HphIA>T genu INS przeprowadzono za pomoca
metody PCR-RFLP, ktérej wyniki weryfikowano reakcjg sekwencjonowania. Procedury wykonano zgodnie z
ogdlnym opisem przedstawionym w punktach 3.1.4.1 — 3.1.4.3 rozdziatu Materiaty i metody (= Materiaty
i metody pkt.3.1.4.1 —3.1.4.3 str.47-48).

Ponizej podano szczegétowe dane dotyczace sposobu i warunkéw przeprowadzania reakcji PCR-RFLP
oraz sekwencjonowania podczas analizy badanego polimorfizmu genu INS.

3.1.7.1.Analiza polimorfizmu -23HphIA>T genu INS - reakcja PCR z wykorzystaniem
specyficznych starteréow

Szczegdtowy opis sposobu i warunkéw przeprowadzania reakcji PCR w analizie polimorfizmu
—23HphIA>T genu INS przedstawiono w tabeli 2.13.
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Tabela 2.13. Protokot reakcji PCR wykorzystywanej w analizie polimorfizmu —23HphIA>T genu INS

reakcja PCR - analiza polimorfizmu -23HphIA>T genu INS

sekwencja starteréw stosowanych w reakcji PCR

INS Forward 5" CATCAAGCAGGTCTGTTCCA 3’
INS Reverse 5" CCAGGTCACCCAGGACTTTA 3’

dtugos¢ amplifikowanego fragmentu DNA

749 par zasad (pz)

sktad mieszaniny reakcyjnej

odczynnik objetos¢ odczynnika
matryca DNA (100 ng/ul) 1,0 ul
starter INS Forward (10 pM) (1BB PAN, Polska) 1,0 ul
starter INS Reverse (10 M) (1BB PAN, Polska) 1,0 ul
dNTP (Fermentas, Thermo Fisher Scientific Inc., USA) 1,0 ul
MgCl, (25 mM) (Fermentas, Thermo Fisher Scientific Inc., USA) 1,5 ul
polimeraza Taq (5U/ul) (Fermentas, Thermo Fisher Scientific Inc., USA) 0,1l
bufor z (NH,),SO, (Fermentas, Thermo Fisher Scientific, Inc., USA) 2,5 ul
ddH,0 16,9 pl
taczna objetos¢ mieszaniny | 25,0 pl

model stosowanego termocyklera

GeneAmp PCR System 2700 (Applied Biosystem, Life Technologies Corporation, USA)

etapy reakcji PCR

nazwa etapu reakcji temperatura czas trwania liczba cykli
denaturacja wstepna 95°C 5 minut 1
denaturacja 95°C 30 sekund

hybrydyzacja 58°C 1 minuta 35
elongacja 72°C 1 minuta

elongacja koricowa 72°C 10 minut 1

Rozdziat elektroforetyczny produktéw powyzszej reakcji PCR przeprowadzano na zelach agarozowych
zgodnie z parametrami podanymi w tabeli 2.7 (= Materiaty i metody pkt. 3.1.4.1 str.48). Na rycinie 2.8
przedstawiono przyktadowy zel z uwidocznionymi w swietle UV produktami PCR.

1000 pz >

500 pz >

100 pz >

K(-) K(+)

produkt PCR

749 pz

MW — marker wielkosci, K(+) — kontrola pozytywna, K(-) — kontrola negatywna, pz — para zasad

Rycina 2.8. Przyktadowy rozdziat elektroforetyczny produktéw PCR w analizie polimorfizmu
—23HphIA>T genu INS
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3.1.7.2.Analiza polimorfizmu -23HphIA>T genu INS - reakcja RFLP z wykorzystaniem enzymu
restrykcyjnego Hphl

W kolejnym etapie analizy polimorfizmu —23Hph/A>T genu INS produkty reakcji PCR poddawano
trawieniu enzymem restrykcyjnym Hphl. Podobnie, jak w analizach pozostatych badanych polimorfizmoéw,
specyficzne startery do reakcji PCR zaprojektowano tak, aby sekwencja amplifikowanego DNA, oprocz
miejsca polimorficznego identyfikowanego przez enzym restrykcyjny, zawierata dodatkowe miejsca ciecia
enzymem (sekwencje stale rozpoznawane i trawione przez enzym). Obecnos¢ prazkéw o dtugosci 134 pz
oraz 344 pz w rozdziale elektroforetycznym produktow reakcji RFLP potwierdzata prawidtowe dziatanie
enzymu w przypadku kazdej analizowanej probki. Powyzszy schemat prowadzenia procedury PCR-RFLP
pozwolit zminimalizowaé ryzyko nieprawidtowego odczytania wynikéw genotypowania.

W tabeli 2.14 przedstawiono szczegétowe dane dotyczgce sposobu i warunkéw przeprowadzania
reakcji RFLP w analizie polimorfizmu —23HphIA>T genu INS.

Tabela 2.14. Protokot reakcji RFLP wykorzystywanej w analizie polimorfizmu —23HphIA>T genu INS

reakcja RFLP - analiza polimorfizmu -23HphIA>T genu INS

nazwa enzymu restrykcyjnego stosowanego w reakcji

Hphl

sekwencja DNA rozpoznawana i trawiona przez enzym restrykcyjny
5 — GGTGA (N)gh —3"

3’ —CCACT (N);A-5"")

R miejsce ciecia enzymu restrykcyjnego w rozpoznawanej przez enzym sekwencji DNA
(N), — liczba nukleotydéw od sekwencji rozpoznawanej przez enzym restrykcyjny do miejsca ciecia enzymu

sktad mieszaniny reakcyjnej

odczynnik objetos¢ odczynnika
enzym restrykcyjny Hphl (Fermentas, Thermo Fisher Scientific Inc., USA) 0,20 ul
bufor B (Fermentas, Thermo Fisher Scientific Inc., USA) 2,00 pl
BSA (20 mg/ml) (Fermentas, Thermo Fisher Scientific Inc., USA) 0,15 ul
ddH,0 2,65 ul
taczna objetosé mieszaniny 5,00 pl

stosowany sprzet laboratoryjny do inkubacji prébek

cieplarka Heraeus Function Line B6 (Thermo Electron Corporation, USA)

warunki reakcji RFLP

inkubacja mieszaniny w temp. 37°C przez 24 godziny

wzor rozdziatu elektroforetycznego produktéw reakcji RFLP

homozygota TT— 134 pz ), 271 pz, 344 pz”
homozygota AA — 40 pz, 134 pz ), 231 pz, 344 pz )
heterozygota AT — 40 pz, 134 pz**), 231 pz, 271 pz, 344 pz**)

™ produkt reakcji RFLP powstajacy w wyniku istnienia tzw. dodatkowego miejsca ciecia enzymu w produkcie PCR,
poddawanemu trawieniu enzymem restrykcyjnym Hphl

Rozdziat elektroforetyczny produktéw powyzszej reakcji RFLP przeprowadzano na zelach agarozowych
zgodnie z parametrami zawartymi w tabeli 2.7 (= Materiaty i metody pkt. 3.1.4.2 = tab.2.7 str.48). Na
rycinie 2.9 przedstawiono przyktadowy zel z uwidocznionymi w $wietle UV produktami reakcji RFLP.
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1000 pz - [
TN AT TT AA AA AA AA

é344pz

&271 pz
et < 231 Pz

ettt < 134 pz
100 pz -»

MW — marker wielkosci, AA — homozygota AA, TT — homozygota TT, AT — heterozygota AT,
pz — para zasad
prazki 134 pz i 344 pz — tzw. dodatkowe miejsca ciecia enzymu restrykcyjnego Hphl

Rycina 2.9. Przyktadowy rozktad elektroforetyczny produktow reakcji RFLP w analizie polimorfizmu
—23HphIA>T genu INS

3.1.7.3.Analiza polimorfizmu -23HphIA>T genu INS - reakcja sekwencjonowania

Wyniki genotypowania uzyskane podczas procedury PCR-RFLP weryfikowano przeprowadzajac reakcje
sekwencjonowania. Szczegétowy opis metody podano w punkcie 3.1.4.3 rozdziatu Materiaty i metody (=
Materiaty i metody pkt.3.1.4.3 str.48). Na rycinie 2.10 przedstawiono elektroforogramy z
sekwencjonowania trzech prébek kontrolnych.

«“DSGP_INS_F_44 Fragment base #155. Bas e 155 of 526 «
T T

D4GP_INS_F_5 Fragment base #156. Base 156 of 525

b) T T T

BB S - e e o o o
_ 1_/ homozygota | ‘

*DEGP_INS_F_47 Fragment base #157_  Base 157 of 531 «
T & A

heterozygota
/ AT

Reakcje sekwencjonowania prébek kontrolnych dla polimorfizmu —23HphIA>T genu INS przeprowadzone

z wykorzystaniem startera INS Forward. Strzatkami oznaczono analizowane miejsce polimorficzne.

Na kolejnych elektroforogramach przedstawiono poszczegdlne genotypy badanego polimorfizmu: a) homozygota TT;
b) homozygota AA; c) heterozygota AT.

Rycina 2.10. Elektroforogram reakcji sekwencjonowania produktéw PCR w analizie polimorfizmu
—23HphIA>T genu INS — prébki kontrolne
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3.2. Analiza wybranych polimorfizméw genéw CTLA-4, PTPN22 oraz INS - grupa kontrolna

Ze wzgledu na ograniczenia prawne i etyczne zrezygnowano ze stworzenia grupy kontrolnej sktadajacej
sie z dzieci zdrowych. Do analizy poréwnawczej czestosci wystepowania wybranych polimorfizméw genéw
CTLA-4, PTPN22 oraz INS w grupie badanej, w odniesieniu do populacji wieku rozwojowego w
wojewoddztwie pomorskim, wykorzystano anonimowe probki (wysuszone plamy krwi), ktére pozostaty po
przeprowadzeniu rutynowych badan przesiewowych w kierunku choréb metabolicznych u noworodkéw z
terenu wojewddztwa pomorskiego. Materiat do badan pochodzit z Zaktadu Badan Przesiewowych
Instytutu Matki i Dziecka w Warszawie (Kierownik Pracowni: dr Mariusz Ottarzewski) i zostat uzyczony
dzieki pomocy oraz uprzejmosci Kierownika Katedry i Zaktadu Biologii i Genetyki Gdariskiego Uniwersytetu
Medycznego prof. dr hab. med. Janusza Limona.

Do analizy poréwnawczej wybrano losowo 326 anonimowych prébek, pochodzacych z 19 miejscowosci
wojewddztwa pomorskiego, z ktdrych przesytano materiat do badan przesiewowych noworodkow.
Doktadne dane dotyczace liczby analizowanych prébek z poszczegdlnych miejscowosci wojewddztwa
pomorskiego zawarto w tabeli 2.15.

Tabela 2.15. Spis alfabetyczny miejscowosci wojewddztwa pomorskiego, z ktérych uzyskano probki
wysuszonych plam krwi wraz z liczba analizowanych prébek

nazwa miejscowosci liczba anali(zn(i;vztg)lych probek
Bytow 20
Chojnice 16
Cztuchow 18
Gdansk 18
Gdansk/Sopot 16
Gdynia 14
Kartuzy 18
Koscierzyna 16
Kwidzyn 18
Lebork 17
Malbork 17
Miastko 18
Puck 20
Stupsk 16
Starogard Gdaniski 16
Sztum 16
Tczew 18
Ustka 16
Wejherowo 18

W przypadku kazdej z powyzszych prébek przeprowadzono petng analize wszystkich trzech badanych
polimorfizmoéw gendw CTLA-4, PTPN22 oraz INS za pomocg metody blood-direct PCR-RFLP (blood-direct
PCR — bezposrednia z krwi reakcja tancuchowa polimerazy, RFLP — analiza polimorfizmu dtugosci
fragmentdw restrykcyjnych) (= Materiaty i metody pkt.3.2.1 str.61 oraz ryc.2.1 str.45).
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Z uwagi na rodzaj materiatu (wysuszone plamy krwi na specjalnych bibutach) oraz znaczny stopien
degradacji materiatu genetycznego w powyzszym materiale nie dokonano weryfikacji wynikéw metody
blood-direct PCR-RFLP za pomocg sekwencjonowania.

Wyniki oznaczen genetycznych uzyskane w badanej populacji poréwnano z wynikami uzyskanymi
podczas analizy prébek z grupy kontrolnej, a nastepnie odniesiono do danych dotyczacych czestosci
wystepowania analizowanych odmian polimorficznych w obrebie rasy kaukaskiej, dostepnych w bazie
National Center for Biotechnology Information (NCBI) (http://ncbi.nlm.nih.gov).

3.2.1. Analiza wybranych polimorfizméw genéw CTLA-4, PTPN22 oraz INS - reakcja blood-
direct PCR-RFLP

Ze wzgledu na specyfike materiatu stosowanego do badarn oznaczenia polimorfizmdéw c.49A>G genu
CTLA-4, c.1858T>C genu PTPN22, —23HphIA>T genu INS (jako markera polimorfizmu 5’VNTR genu INS)
w grupie kontrolnej przeprowadzono z wykorzystaniem metody blood-direct PCR-RFLP (blood-direct PCR —
reakcja PCR wykonywana bezposrednio z materiatu poddawanego badaniu, bez uprzedniej izolacji DNA,
z wykorzystaniem specjalnej mieszaniny reakcyjnej).

Z uwagi na znaczny stopien degradacji materiatu genetycznego w analizowanych prébkach konieczne
byto skrdocenie amplifikowanych podczas reakcji PCR fragmentéw DNA, w odniesieniu do reakcji PCR
stosowanych podczas analiz w grupie badanej. Uniemozliwito to zachowanie tzw. dodatkowego miejsca
ciecia enzymem restrykcyjnym w reakcji RFLP podczas analizy polimorfizmu c.49A>G genu CTLA-4, przy
wykorzystaniu tego samego enzymu restrykcyjnego (Bbvl), ktory stosowano w metodzie RFLP w grupie
badanej.

Ogadlny opis procedur stosowanych podczas reakcji blood-direct PCR-RFLP przy ocenie wszystkich
badanych polimorfizméw podano w ponizszych podpunktach 3.2.1.1 -3.2.1.2.

3.2.1.1.Bezposrednia z krwi reakcja tancuchowa polimerazy (blood-direct PCR)
z wykorzystaniem specyficznych starterow

Reakcje blood-direct PCR, w ktorej materiat stanowity wysuszone plamy krwi, przeprowadzano
z wykorzystaniem gotowej mieszaniny reakcyjnej KAPA Blood PCR Mix B (Kapa Biosystems, USA) oraz
specyficznych dla amplifikowanego regionu starterow. Startery zaprojektowano z wykorzystaniem
oprogramowania opisanego w punkcie dotyczgcym analizy bioinformatycznej sekwencji DNA badanych
genow (> Materiaty i metody pkt.3.1.3 str.46). Synteze chemiczng zaprojektowanych oligonukleotyddéw
zlecano Pracowni Sekwencjonowania DNA Instytutu Biochemii i Biofizyki Polskiej Akademii Nauk w
Warszawie.

Sktad mieszaniny reakcyjnej oraz rodzaj aparatury laboratoryjnej uzywanej do przeprowadzenia reakcji
blood-direct PCR podczas analizy badanych polimorfizméw gendw CTLA-4, PTPN22 oraz INS zawarto
w tabeli 2.16.

Odrebnosci dotyczace sposobu i warunkéw prowadzenia reakcji blood-direct PCR w analizie
poszczegdlnych polimorfizmédw w grupie kontrolnej przedstawiono w nastepujgcych tabelach:
polimorfizm c.49A>G genu CTLA-4 —tabela 2.17, polimorfizm ¢.1858T>C genu PTPN22 — tabela 2.18 oraz
polimorfizm —23HphIA>T genu INS — tabela 2.19).

Oceny jakosci i efektywnos$¢ metody blood-direct PCR dokonywano na podstawie rozdziatu
elektroforetycznego produktéw reakcji na 2% zelach agarozowych. Stosowano te same parametry
rozdziatu elektroforetycznego produktéw reakcji PCR, jak podczas analizy polimorfizméw genu CTLA-4,
PTPN22 oraz INS w grupie badanej (= Materiaty i metody pkt.3.1.4.1 str.47).
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Tabela 2.16. Sktad mieszaniny reakcyjnej oraz rodzaj aparatury laboratoryjnej uzywanej podczas reakgcji

blood-direct PCR w analizie badanych polimorfizméw — grupa kontrolna

reakcja blood-direct PCR - analiza polimorfizméw genéw CTLA-4, PTPN22 oraz INS

sktad mieszaniny reakcyjnej

odczynnik

objetos¢ odczynnika

matryca DNA (wysuszona plama krwi — krazek bibuty o srednicy 3-4
mm)

starter Forward (10 UM) (IBB PAN, Polska) 1,0 ul
starter Reverse (10 UM) (IBB PAN, Polska) 1,0 ul
KAPA Blood PCR Mix B (Kapa Biosystems, USA) 10,0 ul
ddH,0 10,0 ul
taczna objetosé mieszaniny 22,0 ul

model stosowanego termocyklera

GeneAmp PCR System 2700 (Applied Biosystem, Life Technologies Corporation, USA)

ARKTIK Thermal Cycler (Finnzymes, Thermo Fisher Scientific Inc., USA)

Tabela 2.17. Warunki reakcji blood-direct PCR wykorzystywanej w analizie polimorfizmu
¢.49A>G genu CTLA-4 - grupa kontrolna

reakcja blood-direct PCR - analiza polimorfizmu c.49A>G genu CTLA-4

sekwencja starteréw stosowanych w reakcji PCR

kCTLA-4 Forward 5’ GGATCCTGAAAGGTTTTGCTC 3’
kCTLA-4 Reverse 5" CACTGCCTTTGACTGCTGAA 3

dtugos¢ amplifikowanego fragmentu DNA

250 par zasad (pz)

etapy reakcji PCR

nazwa etapu reakcji temperatura czas trwania liczba cykli
denaturacja wstepna 95°C 5 minut 1
denaturacja 95°C 30 sekund

hybrydyzacja 63,2°C 45 sekund 35
elongacja 72°C 45 sekund

elongacja koncowa 72°C 7 minut 1

Tabela 2.18. Warunki reakcji blood-direct PCR wykorzystywanej w analizie polimorfizmu
¢.1858T>C genu PTPN22 — grupa kontrolna

reakcja blood-direct PCR - analiza polimorfizmu c.1858T>C genu PTPN22

sekwencja starteréw stosowanych w reakcji PCR

kPTPN22 Forward 5 AATGTTGCTTCAACGGAATTT 3’
kPTPN22 Reverse 5 TTGAGGAGTTCATTGAGGCC 3

dtugos¢ amplifikowanego fragmentu DNA

329 par zasad (pz)

etapy reakcji PCR

nazwa etapu reakcji temperatura czas trwania liczba cykli
denaturacja wstepna 95°C 5 minut 1
denaturacja 95°C 30 sekund

hybrydyzacja 58°C 45 sekund 35
elongacja 72°C 45 sekund

elongacja koricowa 72°C 7 minut 1
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Tabela 2.19. Warunki reakcji blood-direct PCR wykorzystywanej w analizie polimorfizmu
—23HphIA>T genu INS — grupa kontrolna

reakcja blood-direct PCR - analiza polimorfizmu -23HphIA>T genu INS

sekwencja starteréw stosowanych w reakcji PCR

INS Forward 5 CATCAAGCAGGTCTGTTCCA 3’
KINS Reverse 5’ CCCCGCACACTAGGTAGAGA 3’

" starter stosowany w reakcji PCR podczas analizy polimorfizmu —23HphIA>T genu INS w grupie badanej

dtugos¢ amplifikowanego fragmentu DNA

365 par zasad (pz)

etapy reakcji PCR

nazwa etapu reakcji temperatura czas trwania liczba cykli
denaturacja wstepna 95°C 5 minut 1
denaturacja 95°C 30 sekund

hybrydyzacja 63,2°C 1 minuta 35
elongacja 72°C 45 sekund

elongacja koricowa 72°C 7 minut 1

3.2.1.2.Analiza polimorfizmu dlugosci fragmentéw restrykcyjnych (RFLP) z wykorzystaniem
odpowiednich enzyméw restrykcyjnych - grupa kontrolna

W grupie kontrolnej dalszg analize wybranych polimorfizméw genu CTLA-4, PTPN22 oraz INS
prowadzono podobnie jak w grupie badanej — za pomocg metody RFLP, poddajgc produkty reakcji PCR
trawieniu tymi samymi enzymami restrykcyjnymi, ktére stosowano podczas analiz w grupie badanej (=
Materiaty i metody pkt.3.1.4.2 str.47).

Warunki przeprowadzania reakcji RFLP w analizie poszczegdlnych polimorfizméw w grupie kontrolnej
odpowiadaty warunkom tozsamych reakcji w grupie badanej (odpowiednio: polimorfizm c.49A>G genu
CTLA-4 - Materiaty i metody pkt.3.1.5.2 str.51, polimorfizm ¢.1858T>C genu PTPN22 > Materiaty i
metody pkt.3.1.6.2 str.54 oraz polimorfizm —23HphIA>T genu INS - Materiaty i metody pkt.3.1.7.2 str.58).

Odrebnosci we wzorze rozdziatu elektroforetycznego produktéw reakcji RFLP w grupie kontrolnej w
poréwnaniu do grupy badanej, wynikajgce z odmiennej dtugosci produktow reakcji PCR
wykorzystywanych do analiz, zawarto w tabeli 2.20.

Produkty reakcji RFLP rozdzielano elektroforetycznie na 2% zelach agarozowych. Stosowano te same
parametry rozdziatu elektroforetycznego produktéw reakcji RFLP, jak podczas analizy polimorfizmow
gendw CTLA-4, PTPN22 oraz INS w grupie badanej (= Materiaty i metody pkt.3.1.4.2 oraz tab. 2.7 str.48).

Przyktadowe zele z uwidocznionymi w Swietle UV produktami reakcji RFLP w analizach poszczegdlnych
polimorfizmoéw w grupie kontrolnej przedstawiono na nastepujacych rycinach: polimorfizm c.49A>G genu
CTLA-4 - rycina 2.11, polimorfizm ¢.1858T>C genu PTPN22 —rycina 2.12 oraz polimorfizm —23HphIA>T
genu INS —rycina 2.13).
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Tabela 2.20. Wzory rozdziatu elektroforetycznego produktéw reakcji RFLP w analizie badanych
polimorfizmoéw genu CTLA-4, PTPN22 oraz INS — grupa kontrolna

Wzér rozdziatu elektroforetycznego produktéw reakcji RFLP

analiza polimorfizmu c.49A>G genu CTLA-4
homozygota AA — 250 pz

homozygota GG — 91 pz, 159 pz
heterozygota AG — 91 pz, 159 pz, 250 pz

analiza polimorfizmu ¢.1858T>C genu PTPN22

homozygota TT — 115 pz ", 214 pz
homozygota CC — 44 pz, 115 pz”’, 170 pz
heterozygota TC — 44 pz, 115 pz ), 170 pz, 214 pz

K produkt reakcji RFLP powstajacy w wyniku istnienia tzw. dodatkowego miejsca ciecia enzymu w produkcie PCR,
poddawanemu trawieniu enzymem restrykcyjnym Rsal

analiza polimorfizmu —23HphIA>T genu INS

homozygota TT — 134 pz**), 231 pz
homozygota AA— 40 pz, 134 pz**’, 191 pz
heterozygota AT — 40 pz, 134 pz ), 191 pz, 231 pz

) produkt reakcji RFLP powstajgcy w wyniku istnienia tzw. dodatkowego miejsca ciecia enzymu w produkcie PCR,
poddawanemu trawieniu enzymem restrykcyjnym Hphl

Mw

1000 pz >
500pz—> AA AA GG AG GG AA AA AA AG GG AA GG GG AG

e —

. — —— L <250 pz
el <159 Pz
100 pz > . : i - < 91pz

—

N R R R R B B B B I U

MW — marker wielkosci, AA —homozygota AA, GG — homozygota GG, AG — heterozygota AG, pz — para zasad

Rycina 2.11. Przykfadowy rozdziat elektroforetyczny produktéw reakcji RFLP w analizie polimorfizmu
c.49A>G genu CTLA-4 — grupa kontrolna

cC ccC TC TC EE. ECC CC gG o1C g16. JC CC. TT . CC

z -— e —

. - — W S G G S . e o

— wow o -_“‘ﬂ_-h“-a‘r-ﬁm“

MW — marker wielkosci, TT — homozygota TT, CC — homozygota CC, TC — heterozygota TC, pz — para zasad
prazek 115 pz — tzw. dodatkowe miejsce ciecia enzymu restrykcyjnego Rsal

Rycina 2.12. Przyktadowy rozdziat elektroforetyczny produktéw reakcji RFLP w analizie polimorfizmu
¢.1858T>C genu PTPN22 - grupa kontrolna
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AA TT AA AT AA AT AA AT TT AA AT AA AA AA

— — — —— g — é}g}pz

e - .

MW — marker wielkosci, AA — homozygota AA, TT — homozygota TT, AT — heterozygota AT, pz — para zasad
prazek 134 pz — tzw. dodatkowe miejsce ciecia enzymu restrykcyjnego Hphl

Rycina 2.13. Przyktadowy rozdziat elektroforetyczny produktéw reakcji RFLP w analizie polimorfizmu
—23HphIA>T genu INS — grupa kontrolna

4. Ocena funkcji resztkowej komoérek B trzustki

Ocene funkcji resztkowej komarek B trzustki u pacjentéw ze $wiezo rozpoznang T1IDM
zakwalifikowanych do rocznej obserwacji przeprowadzano za pomocg pomiaréw stezen C-peptydu —
peptydu powstajgcego podczas syntezy insuliny w komdrkach B trzustki i uwalnianego do krazenia razem
z insuling w réwnomolowych ilosciach. Oceny stezen C-peptydu dokonywano u kazdego z pacjentow w
momencie rozpoznania choroby (= Materiaty i metody pkt.2.1 str.37) oraz co 3 miesigce podczas rocznej
obserwacji, zgodnie z harmonogramem oznaczen laboratoryjnych przedstawionym w tabeli 2.2 (=
Materiaty i metody tab.2.2 str.36 oraz pkt.2.2 str.43). Pomiary stezen C-peptydu przeprowadzono dzieki
pomocy i uprzejmosci mgr Michata Makowieckiego (Centralne Laboratorium Kliniczne Uniwersyteckiego
Centrum Klinicznego w Gdansku, Kierownik: dr n. przyr. Zenon Jakubowski — do X 2012 r., dr n. med.
Krzysztof Lewandowski).

4.1. Pomiar C-peptydu - zagadnienia przedanalityczne

Krew zylng do oznaczen stezenia C-peptydu pobierano po odpowiednim przygotowaniu pacjenta do
badan (- Materiaty i metody pkt.2.2 str.43), na czczo, przed podaniem pierwszej dawki positkowej
insuliny. Do pobrania krwi wykorzystywano zamkniety, prozniowy system VACUETTE z probdéwkami do
surowicy zawierajgcymi aktywator krzepniecia i separator zelowy (Greiner Bio-One Ltd., Wielka Brytania).
Zastosowanie probéwek z separatorem zelowym umozliwito catkowitg eliminacje prébek z hemoliza.
Jednoczesnie, wedtug specyfikacji producenta (Greiner Bio-One Ltd., Wielka Brytania), stosowany w
probdwkach zel separujacy nie wykazuje zdolnosci wigzacych C-peptyd, a tym samym nie wptywa na jego
stezenie w analizowanych probkach. Surowice do analiz uzyskiwano przez wirowanie krwi zylnej w
temperaturze +4°C przez 10 minut przy predkosci 3 000 RPM (okoto 1 500 x g) (wiréwka Eppendorf
Centrifuge 5810R; Eppendorf AG, Niemcy). Surowice oddzielano od osadu w ciggu 4-6 godzin od pobrania
krwi (do momentu wirowania krew przechowywano w lodéwce w temperaturze +4°C). Prébki surowicy po
odwirowaniu kodowano celem zminimalizowania wptywu osoby prowadzajacej analizy na wyniki
seryjnych oznaczen C-peptydu u poszczegdlnych pacjentdéw, a nastepnie przechowywano w temperaturze
-20°C do momentu wykonania analiz (maksymalny czas przechowywania surowicy: 3 miesigce).
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4.2. Pomiar C-peptydu - metody analityczne

Do ilosciowych oznaczen C-peptydu w surowicy badanych pacjentéw stosowano metode
immunochemiluminescencji (kanapkowy test immunochemiluminescencyjny LIAISON C-Peptid, DiaSorin
S.p.A., Wtochy). Testy przeprowadzano w analizatorze serii LIAISON Analyzer (DiaSorin S.p.A., Wtochy).

Powyzsza metoda analityczna obejmowata nastepujgce etapy:

e dodanie do odpowiednich naczynek reakcyjnych po 200 ul zataczonych do zestawu
kalibratorow/kontroli oraz badanych surowic

e dodanie do naczynek reakcyjnych czasteczek ferromagnetycznych optaszczonych swoistym
monoklonalnym przeciwciatem mysim (tzw. faza stata testu) oraz koniugatu izoluminol — inne
przeciwciato monoklonalne

e inkubacja mieszaniny reakcyjnej w temperaturze 37°C z okresowym wytrzgsaniem (podczas
inkubacji C-peptyd obecny w kalibratorach, prébkach kontrolnych oraz prébkach badanych
ulegat zwigzaniu przez przeciwciata monoklonalne fazy statej testu, a nastepnie koniugat
izoluminol — przeciwciato reagowat z C-peptydem juz zwigzanym z fazg stata testu)

e usuniecie niezwigzanego podczas inkubacji materiatu poprzez cykl przemywania odczynnikiem
Wash/System Liquid

e dodanie odczynnika Starter celem zapoczatkowania reakcji chemiluminescencyjne;j

e pomiar emitowanego podczas reakcji sygnatu swietlny przy uzyciu fotopowielacza i odczytanie
wynikéw pomiaru stezenia C-peptydu w kalibratorach, prébkach kontrolnych i prébkach
badanych

Prog detekcji C-peptydu wynosit 0,01 ng/ml (wspdtczynnik przeliczeniowy: ng/ml x 0,33 = 0,33 nmol/l),
przy zakresie norm dla C-peptydu w surowicy u oséb zdrowych, pozostajacych 12 godzin na czczo 0,8-4,2
ng/ml (0,26-1,39 nmol/l).

4.3. Pomiar C-peptydu - Kkryteria analizy pomiarow resztkowej insulinosekrecji

Zgodnie z wytycznymi Immunology of Diabetes Society (Greenbaum and Harrison, 2003) oraz ADA
(Palmer et al., 2004) w analizach dotyczgcych funkcji resztkowej komérek B trzustki uwzgledniono
wytgcznie oznaczenia C-peptydu przeprowadzone z préobek surowicy pobranych przy stezeniu glukozy we
krwi wtosniczkowe]j w granicach 70-200 mg/d| (pomiar na czczo, przed podaniem pierwszej positkowe;j
dawki insuliny, wykonany za pomocg osobistego glukometru pacjenta). Pomiary C-peptydu na czczo,
wykonane przy zachowaniu warunkéw opisanych powyzej, korelujg ze stezeniami C-peptydu
uzyskiwanymi podczas testu tolerancji glukozy z zastosowaniem positku mieszanego (MMTT mixed-meal
tolerance test) (Palmer et al., 2004).

5. Ocena wyréwnania metabolicznego T1DM

Oznaczenia poziomu hemoglobiny glikowanej (HbA,.) powtarzane co 3 miesigce, zgodnie
z harmonogramem badan laboratoryjnych przedstawionym w tabeli 2.2 (= Materiaty i metody tab.2.2
str.36 oraz pkt.2.2 str.43), stanowity podstawe do dtugoterminowej oceny metabolicznego wyréwnania
T1DM u obserwowanych chorych. Pomiary poziomu HbA,. przeprowadzono dzieki pomocy i uprzejmosci
mgr Michata Makowieckiego (Centralne Laboratorium Kliniczne Uniwersyteckiego Centrum Klinicznego w
Gdansku, Kierownik: dr n. przyr. Zenon Jakubowski —do X 2012 r., dr n. med. Krzysztof Lewandowski).

5.1. Oznaczenia hemoglobiny glikowanej (HbA1c) - zagadnienia przedanalityczne

Materiat do oznaczen HbA;. stanowita petna krew zylna pobrana za pomocg zamknietego,
prézniowego systemu VACUETTE do probdwek zawierajacych EDTA (Greiner Bio-One Ltd., Wielka
Brytania). Probki przed przekazaniem ich do dalszych badan kodowano celem zminimalizowania wptywu
osoby prowadzajgcej analizy na wyniki seryjnych oznaczen HbA;. u poszczegdlnych pacjentow. Oznaczenia
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przeprowadzano w dniu pobrania prébki lub w godzinach porannych dnia nastepnego. Do momentu
wykonania oznaczen prébki przechowywano w lodéwce w temperaturze +4°C.

5.2. Oznaczenia hemoglobiny glikowanej (HbA1c) - metody analityczne

Oznaczenia poziomu HbA,, przeprowadzono zgodnie z wytycznymi IDF/ISPAD (IDF/ISPAD, 2011) oraz
Swiatowym konsensusem dotyczgcym standaryzacji pomiaru HbA;. (Hanas and John, 2010):

e zastosowano metode chromatografii wysokocisnieniowej (HPLC) z wykorzystaniem
chromatografu TOSOH G8 Variant HLC - 723G8, kolumna lot #B (TOSOH Corporation, Japonia)

e stosowana metoda uzyskata certyfikat w Narodowym Programie Standaryzacji
Glikohemoglobiny (National Glycohemoglobin Standadization Program NGSP, USA;
http://www.ngsp.org)

e uzywana do oznaczen metoda podlegata wewnatrzlaboratoryjnej i zewnatrzlaboratoryjnej
kontroli jakosci analitycznej — wspdtczynnik zmiennosci nieprecyzji utrzymywat sie na poziomie
<5%

e wyniki oznaczen HbA;. podawano w procentach (jednostki NGSP/DCCT), ktére mogty zostaé
przeliczone na jednostki IFCC [mmol/mol] za pomocg réwnania

HbA1. [mmol/mol] = (HbA,. [%]-2,15)/0,0915

5.3. Oznaczenia hemoglobiny glikowanej (HbA1c) - kryteria analizy wyréwnania
metabolicznego T1DM oraz wystepowania remisji klinicznej choroby

Na podstawie przeprowadzonych oznaczen poziomu HbA;. dokonywano oceny wyréwnania
metabolicznego T1DM u poszczegdlnych pacjentéw biorgcych udziat w badaniu, w kolejnych miesigcach
obserwacji, zgodnie z nastepujacymi kryteriami:

e wytyczne ISPAD 2011(IDF/ISPAD, 2011):
o cukrzyca wyréwnana metabolicznie — HbA,.<7,5%
o cukrzyca niewyréwnana metabolicznie — HbA;.>7,5%

e wytyczne PTD 2012 (PTD, 2012):
o cukrzyca wyréwnana metabolicznie — HbA,.£6,5%
o cukrzyca niewyréwnana metabolicznie — HbA;>6,5%

U poszczegdlnych chorych na podstawie prowadzonych oznaczen poziomu HbA;. oceniano réwniez
ewentualne wystepowanie i dtugosé trwania czeSciowe]j remisji klinicznej TLDM. Okres czesciowej remisji
klinicznej u pacjenta definiowano, zgodnie z wytycznymi ISPAD (IDF/ISPAD, 2011), jako okres
przejsciowego zmniejszenia sie zapotrzebowania na insuline do wartosci TDID <0,5j./kg m.c./dobe (-
Materiaty i metody pkt.2.1.4 str.40 oraz pkt.2.2 podpunkt Aktualizacja danych klinicznych pacjenta str.44),
szczegoblnie na poczatku trwania choroby, przy jednoczesnym prawidtowym wyréwnaniu metabolicznym
T1DM (HbA1<7%).

6. Ocena aktywnosci humoralnej odpowiedzi autoimmunologicznej

Aktywnos¢ humoralnej odpowiedzi autoimmunologicznej skierowanej przeciwko antygenom komérek
B trzustki oceniano na podstawie pomiaréw miana autoprzeciwciat przeciw dekarboksylazie kwasu
glutaminowego (GAD) oraz autoprzeciwciat przeciwinsulinowych (IAA). U kazdego z pacjentow
W momencie rozpoznania choroby oznaczano miano autoprzeciwciat GAD i IAA, dokonujgc dwdch
niezaleznych pomiardéw dla kazdego z powyzszych autoprzeciwciat. Kwalifikacja chorego do badania
nastepowata na podstawie dodatniego miana przynajmniej jednego z autoprzeciwciat GAD/IAA, w co
najmniej jednym z przeprowadzonych pomiaréw. U pacjentdw z ujemnym mianem obu autoprzeciwciat
podczas dwdch niezaleznych pomiaréw sprawdzano miano autoprzeciwciat przeciw wyspom trzustkowym
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(ICA). W przypadku dodatniego miana ICA wtgczano pacjenta do grupy badanej, natomiast wynik ujemny
oznaczen miana ICA powodowat wykluczenie chorego (= Materiaty i metody tab.2.1 str.35 oraz pkt.2.1
str.36).

Pomiary miana autoprzeciwciat GAD oraz IAA powtarzano podczas rocznej obserwacji pacjentéw co 6
miesiecy, zgodnie z harmonogramem oznaczen laboratoryjnych przedstawionym w tabeli 2.2 (=
Materiaty i metody tab.2.2 str.36). Ocene miana autoprzeciwciat GAD i IAA przeprowadzono dzieki
pomocy i uprzejmosci dr n. med. Julii Kulczyckiej (Laboratorium Immunologii Klinicznej, Transplantacyjnej i
Hematologii Uniwersyteckiego Centrum Klinicznego w Gdansku, Kierownik: dr hab. n. med. Grazyna
Moszkowska)

6.1. Oznaczenia autoprzeciwciatl przeciw dekarboksylazie kwasu glutaminowego (GAD) oraz
przeciwinsulinowych (IAA) - zagadnienia przedanalityczne

Do oznaczen miana autoprzeciwciat GAD oraz IAA wykorzystywano prébki surowicy przygotowane i
przechowywane w tych samych warunkach, jak probki surowicy do analizy stezen C-peptydu (= Materiaty
i metody pkt.4.1 str.65). Separator zelowy stosowany w probdéwkach systemu VACUETTE (Greiner Bio-One
Ltd., Wielka Brytania), wedtug specyfikacji producenta, nie posiada zdolnosci wigzacych autoprzeciwciata
GAD i IAA oraz nie zaburza oceny ich miana w analizowanych prébkach.

Podobnie jak w przypadku innych pomiaréw laboratoryjnych, prébki surowicy po odwirowaniu
kodowano celem zminimalizowania wptywu osoby przeprowadzajgcej analizy na wyniki seryjnych
oznaczen miana autoprzeciwciat u poszczegdlnych pacjentéw.

6.2. Oznaczenia autoprzeciwcial przeciw dekarboksylazie kwasu glutaminowego (GAD) -
metody analityczne

Do oceny miana autoprzeciwciat GAD stosowano gotowe, standaryzowane testy
immunoenzymatyczne (ELISA) swoiste dla przeciwciat przeciw dekarboksylazie kwasu glutaminowego
(Glutaminic Acid Decarboxylase (GAD) Autoantibody ELISA kit, RSR Ltd., Wielka Brytania).

W stosowanych zestawach testowych wykorzystywano tréjstopniowa technike ELISA, w ktorej
przeciwciata pierwotne — autoprzeciwciata GAD, wykrywano za pomocg dwdch rodzajow komplekséow
detekcyjnych: pierwszego (1) — przeciwciata detekcyjnego sprzezonego z biotyna i drugiego (1) —
kompleksu enzymatycznego peroksydaza — streptawidyna. Doktadny opis warunkow reakcji ELISA
wykrywajacej autoprzeciwciata GAD zawarto w tabeli 2.21.

6.3. Oznaczenia autoprzeciwcial przeciw dekarboksylazie kwasu glutaminowego (GAD) -
Kkryteria analizy pomiaréow

Wyniki miana autoprzeciwciat wyrazano w jednostkach miedzynarodowych (U — international unit).
Jakosciowej interpretacji wynikow dokonywano zgodnie z wytycznymi producenta testu ELISA do
oznaczen autoprzeciwciat GAD (Glutaminic Acid Decarboxylase (GAD) Autoantibody ELISA kit, RSR Ltd.,
Wielka Brytania):

e miano ujemne — pomiar <5 U/ml
e miano dodatnie — pomiar =5 U/ml

Zakres pomiaru dla stosowanego testu ELISA wynosit 0-2000 U/ml. Ocene iloSciowg probek o wartosci
pomiaru miana przekraczajgcej powyzszy zakres przeprowadzano po dokonaniu kolejnych rozcienczen
badanych surowic. Nastepnie odczytywano wartosci Srednich absorbancji powyzszych prébek,
sprowadzajgc wyniki pomiaru do zakresu okreslonego przez krzywa kalibracyjng wyznaczong do
zastosowanych rozcienczen.
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Tabela 2.21. Poréwnanie warunkow reakcji immunoenzymatycznej (ELISA) swoistej dla autoprzeciwciat
przeciw dekarboksylazie kwasu glutaminowego (GAD) oraz przeciwinsulinowych (I1AA)

etapy reakcji ELISA autoprzeciwciata GAD autoprzeciwciata IAA
R C I antygen dekarboksylazy kwasu .
optaszczonego na . ludzka rekombinowana
. glutaminowego . .
studzienkach . insulina
, (izoforma GADgs kDa)
reakcyjnych
etap | —
. - . klasa
inkubacja 3 b oG oG
kalibratorow, wyxry wany ¢ . g g
. autoprzeciwciat
kontroli oraz
badanych surowic kalibratory kalibratory
ze swoistym pipetowanie kontrole 25 ul kontrole 100 pl
antygenem surowice badane surowice badane
inkubacia 60 minut w temperaturze 60 minut w temperaturze
J pokojowej (+18°C — +25°C) +37°C
ptukanie 3-krotnie — 300 ul buforu ptuczacego
koniugat przeciwciato
T i (el pipetowanie (ilggeklcyjne GADgs — biotyna —
kompleksow W
autoprzeciwciato- inkubacia 60 minut w temperaturze
przeciwciato J pokojowej (+18°C — +25°C)
LG . 3-krotnie — 300 pl buforu
ptukanie
ptuczacego
koniugat przeciwciato
e e k;)nlutgat.zerokiyfgga I— detetcyjdne (an;y-ludzka IgG) —
etap Il — wigzanie z streptawidyna U pelrc<)>osyI aza chrzanowa
koniugatem — UM
enzymatycznym inkubacja 20 m!nut w temoperaturzoe 15 nowlnut w temperaturze
pokojowej (+18°C —+25°C) +37°C
ptukanie 3-krotnie — 300 pl buforu ptuczacego
pipetowanie T™B" - 100 ul (niebieskie zabarwienie mieszaniny reakcyjnej)
etap IV — . . 20 minut w temperaturze 15 minut w temperaturze
inkubacja . . o . .
enzymatyczna pokojowej (+18°C — +25°C) +37°C
reakcja barwna . . o .
T roztwér przerywajacy reakcje — 100 pl (ponownie z6tte

zabarwienie mieszaniny reakcyjnej)

sposob oceny

odczyt absorbancji przy 450

nm lub 405 nm**); uniwersalny
czytnik mikroptytkowy ELx800
(BioTek Instruments Inc., USA)

odczyt absorbancji przy 450
nm;

uniwersalny czytnik
mikroptytkowy ELx800 (BioTek

Instruments Inc., USA)

T TMB - 3,3’,5,5’-tetrametylobenzydyna
™ zgodnie z wytycznymi producenta testu ELISA (Glutaminic Acid Decarboxylase (GAD) Autoantibody ELISA kit, RSR Ltd., Wielka Brytania)
w przypadku wysokich wartosci absorbancji kalibratoréw przy 450 nm, wyniki absorbancji dla catego testu odczytywano przy 405 nmi

uzyskang warto$¢ mnozono przez wspoétczynnik 3,4.
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6.4. Oznaczenia autoprzeciwciatl przeciwinsulinowych (IAA) - metody analityczne

Ocene miana autoprzeciwciat IAA przeprowadzano stosujgc gotowe, standaryzowane testy
immunoenzymatyczne (ELISA) swoiste dla przeciwciat przeciw ludzkiej insulinie (Anti-INSULIN Qualitative
ELISA Test, DiaMetra, Wtochy).

Metode stosowang w powyzszych oznaczeniach stanowita dwustopniowa technika ELISA, w ktérej
przeciwciata pierwotne — autoprzeciwciata IAA wykrywano za pomocg pojedynczego kompleksu
detekcyjnego: koniugatu enzymatycznego ludzka anty—Ig — peroksydaza chrzanowa.

W tabeli 2.21 dokonano poréwnania warunkow reakcji ELISA wykrywajacej autoprzeciwciata GAD oraz
IAA.

6.5. Oznaczenia autoprzeciwcial przeciwinsulinowych (IAA) - Kryteria analizy pomiaréw

Wyniki miana autoprzeciwciat wyrazano w jednostkach miedzynarodowych (U — international unit).
Jakosciowg interpretacje wynikdw pomiaru przeprowadzano wedtug informacji producenta testu ELISA do
oznaczen autoprzeciwciat IAA (Anti-INSULIN Qualitative ELISA Test, DiaMetra, Wtochy):

e miano ujemne — pomiar < 2,4 U/ml
e miano dodatnie — pomiar > 2,4 U/ml

Podczas oceny ilosciowe]j probek o wartosci pomiaru $redniej absorbancji przekraczajgcej wartosci
pomiaru dla kalibratora o najwyzszej absorbancji stosowano kolejne rozcieficzenia badanych surowic.
Nastepnie odczytywano wartosci Srednich absorbancji powyzszych prébek, sprowadzajgc wyniki pomiaru
do zakresu okreslonego przez krzywa kalibracyjng wyznaczong do zastosowanych rozciefczen.

6.6. Oznaczenia autoprzeciwcial przeciw wyspom trzustkowym (ICA) - metody analityczne

Oznaczenia miana autoprzeciwciat przeciw wyspom trzustkowym (ICA) przeprowadzano z
wykorzystaniem gotowych, standaryzowanych zestawodw testowych do immunofluorescencji posredniej
(IIF) (Test Immunofluorescencji Posredniej — Trzustka (Matpa), EUROIMMUN, Niemcy).

Test IIF wykrywajacy autoprzeciwciata ICA obejmowat dwa zasadnicze etapy:

e etap | —inkubacja rozcienczonych surowic pacjentéw z antygenem
Antygen w powyzsze] reakcji stanowity mrozone skrawki trzustki matpy. W stosowanych
testach, dzieki specjalnej metodzie konstrukcji ptytki reakcyjnej (tzw. BIOCHIP),
wystandaryzowano ilo$¢ antygenu w obrebie pola reakcyjnego, ilos¢ i sposdb nanoszenia
reagentOw oraz czas trwania reakcji. Podczas inkubacji autoprzeciwciata ICA w pozytywnych
przypadkach ulegaty zwigzaniu z antygenem zawartym w obrebie BIOCHIP-6w.

e etap Il — wykrywanie autoprzeciwciat zwigzanych z antygenem za pomocg przeciwciat anty-
ludzkich znakowanych fluoresceing
Podczas drugiego etapu na kazde pole reakcyjne nanoszono kompleks detekcyjny przeciwciato
ludzkie 1gG skoniugowane z fluoresceing, co w przypadkach pozytywnych umozliwiato
wykrycie zwigzanych z antygenem autoprzeciwciat ICA. Oceny jakosciowej i ilosciowe] reakcji
dokonywano pod mikroskopem fluorescencyjnym.

6.7. Oznaczenia autoprzeciwciat przeciw wyspom trzustkowym (ICA) - kryteria analizy
pomiaréw
Jakosciowej interpretacji wynikow dokonywano zgodnie z wytycznymi producenta testu IIF do
oznaczen autoprzeciwciat ICA (Test Immunofluorescencji Posredniej — Trzustka (Matpa), EUROIMMUN,
Niemcy):
e miano ujemne — brak fluorescencji (jednolitej lub ziarnistej) cytoplazmy komaérek wysp przy
rozcieczeniu badanej surowicy 1:10
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e miano dodatnie — obecna fluorescencja (jednolita lub ziarnista) cytoplazmy komérek wysp
przy rozcienczeniu badanej surowicy 1:10
llosSciowo miano autoprzeciwciat ICA okreslano za pomoca takiego rozcieniczenia badanej surowicy,
przy ktéorym wystepowat jeszcze charakterystyczny dla stosowanego testu typ fluorescencji. Za norme
zgodnie z protokotem producenta testu przyjeto miano autoprzeciwciat ICA < 1:10.

7. Ocena potencjalnego wspoélistnienia innych choréb autoimmunologicznych w pierwszym
roku trwania T1DM

Badania przesiewowe w kierunku wspotistniejgcych choréb autoimmunologicznych obejmowaty
ocene miana autoprzeciwciat zwigzanych z autoimmunologicznym zapaleniem tarczycy (AIT) —
autoprzeciwciata przeciw peroksydazie tarczycowej (TPO) oraz przeciw tyreoglobulinie (TG), jak réwniez
analize miana autoprzeciwciat swoistych dla celiakii (ChT) — autoprzeciwciata przeciw translutaminazie
tkankowej (endomysium) w klasie IgA (TGA IgA).

U kazdego pacjenta powyzsze badania w kierunku AIT i ChT wykonywano w momencie rozpoznania
T1DM, a nastepnie powtarzano po 12 miesigcach choroby, zgodnie z harmonogramem oznaczen
laboratoryjnych przedstawionym w tabeli 2.2 (= Materiaty i metody tab.2.2 str.36).

Ocene miana autoprzeciwciat TPO, TG oraz TGA IgA przeprowadzono dzieki pomocy i uprzejmosci dr
n. med. Julii Kulczyckiej (Laboratorium Immunologii Klinicznej, Transplantacyjnej i Hematologii
Uniwersyteckiego Centrum Klinicznego w Gdansku, Kierownik: dr hab. n. med. Grazyna Moszkowska)

7.1. Oznaczenia autoprzeciwciat zwigzanych z autoimmunologicznym zapaleniem tarczycy
(AIT) oraz celiakia (ChT) - zagadnienia przedanalityczne

Prébki surowicy do oznaczen miana autoprzeciwciat TPO, TG oraz TGA IgA przygotowywano
i przechowywano w tych samych warunkach, jak prébki surowicy do analizy stezen C-peptydu (=
Materiaty i metody pkt.4.1 str.65). Separator zelowy stosowany w probéwkach systemu VACUETTE
(Greiner Bio-One Ltd., Wielka Brytania), wedtug specyfikacji producenta, nie posiada zdolnosci wigzacych
autoprzeciwciata TPO, TG i TGA IgA oraz nie zaburza oceny ich miana w analizowanych prébkach.

Podobnie jak w przypadku innych pomiardw laboratoryjnych, prébki surowicy po odwirowaniu
kodowano celem zminimalizowania wptywu osoby przeprowadzajgcej analizy na wyniki seryjnych
oznaczen miana autoprzeciwciat u poszczegdlnych pacjentow.

7.2. Oznaczenia autoprzeciwcial zwiazanych z autoimmunologicznym zapaleniem tarczycy
(AIT) oraz celiakia (ChT) - metody analityczne

Oznaczenia miana autoprzeciwciat zwigzanych z AIT oraz ChT przeprowadzano z wykorzystaniem
gotowych, standaryzowanych testéw immunoenzymatycznych (ELISA):
e QUANTA Lite™ TPO (Inova Diagnostic Inc., USA) — do pétiloéciowego wykrywania
autoprzeciwciat przeciw peroksydazie tarczycowe;j
e QUANTA Lite™ Thyroid T (Inova Diagnostic Inc., USA) — do pdtilosciowego wykrywania
autoprzeciwciat przeciw tyreoglobulinie
e QUANTA Lite™ h-tTG IgA (Inova Diagnostic Inc., USA) — do pétilosciowego wykrywania
autoprzeciwciat przeciw transglutaminazie tkankowej w klasie IgA
Stosowang w powyzszych zestawach testowych metoda ELISA byfa technika dwustopniowa. Podobnie,
jak w przypadku oznaczen autoprzeciwciat IAA, tak i w powyzszych badaniach swoiste autoprzeciwciata
wykrywano za pomocg pojedynczego kompleksu detekcyjnego: koniugatu enzymatycznego ludzka anty—Ig
— peroksydaza chrzanowa.
Szczegbtowy opis etapow oraz warunkow reakcji ELISA wykrywajacej autoprzeciwciata TPO, TG oraz
TGA IgA zawarto w tabeli 2.22.
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Tabela 2.22. Poréwnanie warunkow reakcji immunoenzymatycznej (ELISA) swoistej dla autoprzeciwciat

przeciw peroksydazie tarczycowej (TPO), przeciw tyreoglobulinie (TG) oraz przeciw transglutaminazie

tkankowej (TGA)

. autoprzeciwciata autoprzeciwciata autoprzeciwciata
etapy reakcji ELISA TPO TG TGA
rodzaj antygenu
ludzka
optaszczonego ludzka peroksydaza | ludzka .
. . transglutaminaza
na studzienkach | tarczycowa tyreoglobulina
etap | - . tkankowa
- . reakcyjnych
inkubacja o
kalibratorow, asa
kontroli oraz wykrywanych €] IgG IgA
badanych autoprzeciwciat
TR kalibratory
swoistym pipetowanie kontrole 100 pl
antygenem rozcienczone surowice badane
inkubacja 30 minut w temperaturze pokojowej (+18°C — +25°C)
ptukanie 3-krotnie — 300 pl buforu ptuczacego
koniugat
koniugat przeciwciato detekcyjne przeuwgafo
. . detekcyjne
etap Il - pipetowanie (anty-ludzka IgG) — peroksydaza chrzanowa
. , (anty-ludzka IgA) —
wigzanie z —100 ul
Koni peroksydaza
CTOLT ] chrzanowa — 100 pl
enzymatycznym
inkubacja 30 minut w temperaturze pokojowej (+18°C — +25°C)
ptukanie 3-krotnie — 300 ul buforu ptuczgcego
pipetowanie T™™B" - 100 ul (niebieskie zabarwienie mieszaniny reakcyjnej)
etap Il —
enzymatyczna inkubacja 30 minut w temperaturze pokojowej (+18°C — +25°C)
reakcja barwna 5 i je — ie 26
] e roztwor pr.zery.wajacY reakcje .10.0 ul (ponownie z6tte
zabarwienie mieszaniny reakcyjnej)

sposob oceny

odczyt absorbancji przy 450 nm lub 620 nm’

’

uniwersalny czytnik mikroptytkowy ELx800 (BioTek Instruments

Inc., USA)

) TMB - 3,3’,5,5'-tetrametylobenzydyna
) zgodnie z wytycznymi producenta testow ELISA (Inova Diagnostic Inc., USA) w przypadku wysokich wartosci absorbancji kalibratorow

przy 450 nm, wyniki absorbancji dla catego testu odczytywano przy 620 nm.

7.3. Oznaczenia autoprzeciwciatl przeciw peroksydazie tarczycowej (TPO) oraz przeciw
tyreoglobulinie (TG) - kryteria analizy pomiaréw oraz ich interpretacji klinicznej

Wyniki miana autoprzeciwciat TPO i TG wyrazano w jednostkach miedzynarodowych (U — international

unit). Zgodnie z informacja producenta testow ELISA (Inova Diagnostic Inc., USA) dokonywano

nastepujgcej jakosciowej interpretacji uzyskanych wynikéw oznaczen autoprzeciwciat TPO oraz TG:

e autoprzeciwciata TPO:

o miano ujemne — pomiar < 100 U/ml

o miano dodatnie — pomiar > 100 U/ml
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e autoprzeciwciata TG:
o miano ujemne — pomiar < 100 U/ml
o miano stabo dodatnie — pomiar 100-150 U/ml
o miano dodatnie — pomiar > 150 U/ml

Ocene ilosciowg probek o wartosci pomiaru sredniej absorbancji przekraczajgcej wartosci pomiaru dla
kalibratora o najwyzszej absorbancji przeprowadzano stosujac kolejne rozcienczenia badanych surowic.
Wartosci Srednich absorbancji powyzszych prébek odczytywano, sprowadzajgc wyniki pomiaru do zakresu
okreslonego przez krzywa kalibracyjng wyznaczong do zastosowanych rozciericzen.

U pacjentédw wtgczonych do badania stosowano nastepujacg interpretacje kliniczng dodatnich
wynikéw oznaczen autoprzeciwciat TPO i TG:

e faza subkliniczna AIT — dodatnie miano autoprzeciwciat TPO i/lub TG, przy prawidtowej funkcji
hormonalnej gruczotu tarczowego ocenionej za pomocg oznaczen hormonu tyreotropowego
(TSH) i wolnej tyroksyny (fT4)

e AIT — dodatnie miano autoprzeciwciat TPO i/lub TG oraz zaburzenia funkcji hormonalnej
gruczotu tarczowego (nieprawidtowe wyniki oznaczen TSH i fT,)

7.4. Oznaczenia autoprzeciwcial przeciw transglutaminazie tkankowej (TGA) - kryteria
analizy pomiaréw oraz ich interpretacji klinicznej

Wyniki oznaczen miana autoprzeciwciat TGA wyrazano jednostkach miedzynarodowych (U —
international unit). JakoSciowg interpretacje uzyskanych wynikéw przeprowadzano zgodnie z wytycznymi
producenta testow ELISA do oznaczen autoprzeciwciat TGA (Inova Diagnostic Inc., USA), przyjmujac
ponizsze wartosci odciecia:

e miano ujemne — pomiar < 20 U/ml
e miano stabo dodatnie — pomiar 20-30 U/ml
e miano dodatnie — pomiar >30 U/ml

Do oceny ilosciowej probek o wartosci pomiaru sredniej absorbancji przekraczajacej wartosci pomiaru
dla kalibratora o najwyzszej absorbancji stosowano kolejne rozciericzenia badanych surowic. Nastepnie
dokonywano odczytu wartosci srednich absorbancji powyzszych prébek poprzez sprowadzenie wynikow
pomiaru do zakresu okreslonego przez wtasciwg krzywa kalibracyjng, wyznaczong odpowiednio do
zastosowanych rozcienczen.

W przypadku wystgpienia dodatnich wynikdw oznaczen autoprzeciwciat TGA u pacjentow wtgczonych
do badania stosowano ponizszg ich interpretacje (WGO, 2012):

e posta¢ asymptomatyczna ChT — dodatnie miano autoprzeciwciat TGA oraz zmiany
histopatologiczne 3/4 stopien wedtug klasyfikacji Marsha w biopsji jelita cienkiego
(klasyfikacja Marsha = Aneks 4 str.220), bez objawdw klinicznych

e postac nieklasyczna ChT — dodatnie miano autoprzeciwciat TGA oraz zmiany
histopatologiczne 3/4 stopienrt wedtug klasyfikacji Marsha w biops;ji jelita cienkiego
(klasyfikacja Marsha = Aneks 4 str.220) + pozajelitowa manifestacja ChT, nietypowe
objawy ChT

e postac klasyczna ChT — dodatnie miano autoprzeciwciat TGA oraz zmiany
histopatologiczne 3/4 stopien wedtug klasyfikacji Marsha w biops;ji jelita cienkiego
(klasyfikacja Marsha = Aneks 4 str.220) + objawy kliniczne zaburzen wchtfaniania
jelitowego

Dodatkowo wyrézniono dwie podgrupy pacjentéw, u ktérych istniato zwiekszone ryzyko rozwoju ChT z
uwagi na nieprawidtowe wyniki oznaczen autoprzeciwciat TGA:
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e pacjenci z dodatnim mianem autoprzeciwciat TGA oraz prawidtowym obrazem
histopatologicznym w biopsji jelita cienkiego

e pacjenci z dodatnim mianem autoprzeciwciat TGA oraz zmianami histopatologicznymi
1/2 stopien wedtug klasyfikacji Marsha w biops;ji jelita cienkiego (klasyfikacja Marsha -
Aneks 4 str.220)

10. Metody statystyczne (R Foundation, 2013), (Altman, 2001)

Surowy materiat obejmowat wyniki badan i obserwacji pochodzace od 147 pacjentdéw ze swiezo
rozpoznang autoimmunologiczng postacig cukrzycy typu 1 (T1DM) i zostat zgromadzony zgodnie z
procedurami opisanymi w punktach 1-2 rozdziatu Materiaty i metody (- Materiaty i metody pkt.1-2,
str.35-44).

W pierwszym etapie opracowania powyzszego materiatu przeprowadzono kategoryzacje i
standaryzacje wedtug obowigzujgcych standardéw merytorycznych i procedur opisanych w punktach 1-2
rozdziatu Materiaty i metody (- Materiaty i metody pkt.1-2, str.35-44). Empiryczne wielkosci pomiaréw
cech zostaty poddane analizie statystycznej w podgrupach uzyskanych w wyniku tej klasyfikacji.

Analiza statystyczna obejmowata analize opisowg i decyzyjng. W skfad analizy opisowej weszty
prezentacje graficzne i liczbowe otrzymanych wynikow. W zakresie statystycznej analizy decyzyjnej
stosowano testy statystyczne.

Za miare potozenia przyjeto srednig i pie¢ nieparametrycznych charakterystyk Tukey’a (minimum,
kwartyl 25%, mediana, kwartyl 75% i maksimum). Statystyki te stosowano na wykresach ilustrujgcych
poréwnanie wystepowania analizowanych wielkos$ci badawczych w wyréznionych podgrupach pacjentow.
Za miare rozrzutu przyjeto odchylenie standardowe i nie zostato ono przedstawione na wykresach. Wyniki
analiz jakosciowych zestawiono przy pomocy tablic kontyngencji z zaznaczeniem odpowiedniego udziatu
procentowego i ilosciowego. Wyniki wskaznika wzgledniej masy ciata BMI dla dzieci powyzej 6,5 lat
przeliczono na wartosci Z-score zgodnie z procedurg opartg na wartosciach parametréw L, M i S
uzyskanych przez autoréw konstrukcji siatek centylowych w projekcie OLAF (Kutaga et al., 2011), aw
przypadku dzieci w wieku ponizej 6,5 roku zycia, wartosci Z-score zostaty wyliczone w oparciu o rozktad
gaussowski na bazie srednich i odchylen standardowych podanych w tabelach norm dla populacji
dzieciecej z regionu wojewddztwa mazowieckiego (Palczewska and NiedZwiecka, 2001). Estymacje
wystepowania genotypdw przeprowadzono w oparciu o model Hardy’ego — Weinberga.

Podstawowym problemem na wstepie wszystkich badan pozostaje ustalenie losowego modelu
matematycznego opisujgcego wyniki badan obserwacyjnych. Na ogét przyjmuje sie, zgodnie z Centralnym
Twierdzeniem Granicznym, ze zmienne podlegajgce analizie majg rozktad Gaussa. Niestety
przeprowadzona analiza statystyczna w postaci testowania testem Kotmogorowa — Smirnowa i testem
Chi-kwadrat w stosunku do znacznej liczby zmiennych odrzucita przypuszczenie o normalnosci rozktadu
(na poziomie p<0,05). Wyniki testéw Kotmogorowa — Smirnowa i Chi-kwadrat nie zostaty zamieszczone w
pracy. Powyzsza obserwacja spowodowata konieczno$¢ ujednolicenia analiz i zastosowania w dalszych
analizach metod opartych na teorii testow nieparametrycznych. W zwigzku z tym decyzja o réznicy innych
miar potozenia byta podejmowana w oparciu o test Wilcoxona. W tablicach kontyngencji testowanie
przebiegato w oparciu o doktadny test Fishera (Exact Fisher Test).

W przypadku kazdej decyzji podano test za pomocg ktérego weryfikowano postawiong hipoteze,
stanowigcg podstawe decyzji, jak réwniez poziom istotnosci odpowiadajgcy btedowi pierwszego rodzaju
dla tej hipotezy. Jako poziom graniczny ustalono wartos$¢ p=0,05. Przy poziomie istotnosci ponizej 0,05,
analizowanag rdznice lub czesto$¢ uznawano za znamienng statystycznie. Dla poziomu istotnosci
mniejszego od wartosci 0,001 stosowano zapis p<0,001.

Obliczenia wykonano z uzyciem srodowiska obliczen statystycznych R 2.15.2 (The R Foundation for
Statistical Computing, Austria)
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Wszystkie analizy statystyczne przeprowadzono dzieki pomocy i uprzejmosci dr Grzegorza
Krzykowskiego (Zaktad Algorytmdw Instytutu Informatyki Uniwersytetu Gdanskiego, Dyrektor Instytutu:
prof. UG, dr hab. Andrzej Szepietowski) oraz dr Rafata Filipow (Zaktad Funkcji Rzeczywistych Instytutu
Matematyki Uniwersytetu Gdanskiego, Dyrektor Instytutu: prof. dr hab. Andrzej Szczepanski)

11. Zagadnienia etyczne

Prezentowane badanie uzyskato zgode Niezaleznej Komisji Bioetycznej do Spraw Badan Naukowych
(NKBBN) przy Akademii Medycznej w Gdarsku (nr zgody NKEBN/27/2008, z pdzniejszym rozszerzeniem
NKEBN/27-315/2008 oraz NKEBN/27-399/2008).



Wyniki | 76

Wyniki

1. Ogodlna charakterystyka badanej grupy

Do badania prospektywnego, zgodnie z kryteriami wtgczenia i wytgczenia przedstawionymi w tabeli 1.1
w rozdziale Materiaty i metody (- Materiaty i metody pkt.1 str.35), zakwalifikowano 147 pacjentow ze
Swiezo rozpoznang postacig autoimmunologiczng cukrzycy typu 1 (T1DM) (73 chtopcéw i 74 dziewczynki,
$rednia wieku 8,91 + 4,516 lat).

1.1. Ocena kompletnosci 12-miesiecznej obserwacji chorych zakwalifikowanych do badania

Sposrdd 147 pacjentéw zakwalifikowanych do badania, 130 chorych ukorczyto w petni planowang 12-
miesieczng obserwacje (88,43% dzieci pierwotnie zakwalifikowanych do badania). Piecioro pacjentow
ukonczyto badanie w sposéb niekompletny (nieobecnosé na jednej wizycie kontrolnej — 4 dzieci,
nieobecnos¢ na dwdch wizytach — 1 pacjent).

W przypadku 4 pacjentéw opiekunowie wyrazili zgode jedynie na przeprowadzenie badan
genetycznych, bez kontynuowania dalszej obserwacji dziecka. Czterech kolejnych chorych zgodnie z
kryteriami kwalifikacji do badania, zostato wykluczonych z dalszej obserwacji z powodu interwencji
terapeutycznej wptywajgcej na proces autoimmunologicznej destrukcji komorek B trzustki. Czworo
pacjentdw z przyczyn niezaleznych zrezygnowato z udziatu w badaniu po 3 miesigcach trwania obserwacji.

Szczegdtowy schemat dotyczacy oceny kompletnosci 12-miesiecznej obserwacji pacjentéw
zakwalifikowanych do badania przedstawiono na rycinie 4.1.

MOMENT ROZPOZNANIA CHOROBY
KWALIFIKACJA DO BADANIA
147 pacjentéw

(M:K - 73:74)
| WIZYTA KONTROLNA 11 WIZYTA KONTROLNA 11 WIZYTA KONTROLNA IV WIZYTA KONTROLNA
140 pacjentéw (95,24%) 133 pacjentow (90,48%) 132 pacjentéw (89,8%) 135 pacjentow (91,84%)
(M:K -71:69) (M:K - 68:65) (M:K - 67:65) (M:K - 69:66)

wizyty w terminie 117 (83,57%)
wizyty poza terminem 23 (16,43%)

TERAPIA PRZECIWCIALEM anty-CD3
2 osoby

REZYGNACIA Z DALSZEGO UDZIALU
4 osoby

[

POMINIECIE WIZYTY
1 osoba

wizyty w terminie 111 (83,46%)
wizyty pozaterminem 22 (16,54%)

TERAPIA PRZECIWCIALEM anty-CD3
2 osoby

I

TERAPIA LIMFOCYTAMI Treg
2 asoby

[

REZYGNACIA Z DALSZEGO UDZIALU
8 osob

[

POMINIECIE WIZYTY
2 osoby

wizyty w terminie 111 (84,09%)

wizyty poza terminem 21 (15,91%)

TERAPIA PRZECIWCIALEM anty-CD3
2 osoby

[

TERAPIA LIMFOCYTAMI Treg
2 osoby

[

REZYGNACIA Z DALSZEGO UDZIALU
8 osdby

[

POMINIECIE WIZYTY
3 osoby

wizyty w terminie 98 (72,59%)
wizyty pozaterminem 37 (27,41%)

TERAPIA PRZECIWCIALEM anty-CD3
2 osoby

TERAPIA LIMFOCYTAMI Treg
2 osoby

REZYGNACIJA Z DALSZEGO UDZIALU
8 oséh

NIEKOMPLETNOSC OBSERWACII - PRZYCZYNY

Rycina 4.1. Ocena kompletnosci 12-miesiecznej obserwacji pacjentéw zakwalifikowanych do badania

M:K — liczba chtopcdw : liczba dziewczat
Terapia przeciwciatem anty-CD3 — terapia humanizowanym przeciwciatem anty-CD3
Terapia limfocytami Treg — terapia limfocytami regulatorowymi T CD4"CD25°CD127°
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1.2. Ocena regularnos$ci wizyt kontrolnych pacjentéw podczas 12-miesiecznej obserwacji

Termin wizyty kontrolnej wyznaczano w odstepach 3-miesiecznych (co 120 dni) liczac od daty
rozpoznania T1DM, ustalonej zgodnie z wytycznymi ISPAD (- Materiaty i metody pkt.1 str.35 oraz pkt.2.2
str.43). Jako wizyte kontrolng w zaplanowanym terminie uznawano kazda wizyte, ktéra odbyta sie do 14
dni od wyznaczonej daty. Przesuniecie terminu wizyty o ponad 30 dni od wyznaczonej daty skutkowato jej
anulowaniem i pominieciem w obserwacji (obserwacja niekompletna = Wyniki pkt.1.1 str.76).

W ciggu rocznej obserwacji pacjentdw odsetek wizyt kontrolnych w zaplanowanym terminie wahat sie
w granicach 72,59 — 84,09% (ryc. 4.1).

1.3. Charakterystyka demograficzna badanej grupy

Analize rozktadu procentowego ptci z uwzglednieniem oceny stadium rozwoju ptciowego (- Materiaty

i metody pkt.2.1 str.37 oraz pkt.2.2 str.44; Aneks 2 str.218) w poszczegdlnych miesigcach obserwacji

przedstawiono w tabeli 4.1.

Tabela 4.1. Ocena rozkfadu pici z uwzglednieniem stadium rozwoju ptciowego w badanej populacji
podczas 12—miesiecznej obserwacji chorych

stadium rozwoju ptciowego
punkt stadium przedpokwitaniowe™ pokwitanie™)
obserwacji liczba liczba liczba liczba liczba liczba
pacjentow chtopcow | dziewczqt | pacjentow chtopcow | dziewczqt
moment
rozpoznania 87 44 43 60 29 31
choroby (59,18%) (29,93%) (29,25%) (40,82%) (19,73%) (21,09%)
n=147
| wizyta
kontrolna 76 38 38 64 33 31
(3 miesigc choroby) (54,30%) (27,15%) (27,15%) (45,70%) (23,60%) (22,10%)
n=140
Il wizyta
kontrolna 74 38 36 59 30 29
(6 miesiac choroby) (55,64%) (28,57%) (27,07%) (44,36%) (22,56%) (21,80%)
n=133
Il wizyta
kontrolna 73 36 37 59 31 28
(9 miesiagc choroby) (55,30%) (27,27%) (28,03%) (44,70%) (23,49%) (21,21%)
n=132
IV wizyta
kontrolna 75 38 37 60 31 29
(12 miesiagc choroby) (55,56%) (28,15%) (27,41%) (44,44%) (22,96%) (21,48%)
n=135

7 stadium przedpokwitaniowe — | stadium dojrzewania ptciowego wedtug skali Tannera (- Aneks 2)
) pokwitanie — Il = V stadium dojrzewania ptciowego wedtug skali Tannera (= Aneks 2)

n — liczba pacjentéw uwzgledniana w analizie w danym punkcie czasowym obserwacji

Dane w tabeli przedstawiono jako liczbe pacjentéw zakwalifikowanych do danej kategorii w okreslonym czasie rocznej obserwacji,

w nawiasach podano ich udziat procentowy w populacji uwzglednianej w analizie w danym punkcie czasowym

Srednia wieku w badanej populacji w momencie rozpoznania TLDM wynosita 8,91 + 4,516 lat (min. —

max.: 1,074 — 17,885 lat). Udziat procentowy poszczegdlnych kategorii wiekowych w obserwowane;j

grupie, z uwzglednieniem rozktadu ptci w momencie diagnozy choroby, przedstawiono w tabeli 4.2.

W czesci dalszych analiz oprécz standardowego podziatu na cztery kategorie wiekowe (= Materiaty i

metody pkt.2.1 str.36) stosowano podziat na dwie grupy (wiek wczesnodzieciecy + przedszkolny; wiek

szkolny + mtodzienczy), uwzgledniajgc bimodalny rozktad wieku w badanej populacji (ryc. 4.2).
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Analiza poréwnawcza rozktadu pfci i wieku, z uwzglednieniem podziatu na dwie i cztery kategorie

wiekowe, nie wykazata znamiennych zaleznosci pomiedzy tymi cechami w badanej grupie pacjentéw

(doktadny test Fishera, ptec vs. wiek — dwie kategorie p=0,166; ptec vs. wiek - cztery kategorie p=0,172).

Tabela 4.2. Ocena rozktadu wieku w badanej populacji w momencie rozpoznania cukrzycy typu 1,
z uwzglednieniem podziatu na kategorie wiekowe oraz ptec

kategoria liczba liczba liczba kategoria liczba liczba liczba
T pacjentéw | chiopcéw | dziewczqt wiekowa pacjentéw | chtopcéw | dziewczqt
n=147 n=73 n=74 (analiza bimodalna) n=147 n=73 n=74
wiek iek
wczesno 14 9 > o
i 9,52% 12,33% 6,76% LAy
dziecigcy ( : ( : ( ) dzieciecy >3 23 30
- (36,05%) (31,51%) (40,54%)
wiek 39 14 25 +
przedszkolny (26,53%) (19,18%) (33,78%) przedszkolny
wiek 51 30 21 .
szkolny (34,70%) (41,09%) (28,38%) | Wiek -‘ka'”V 9 50 a4
i 63,95% 68,49% 59,46%
wiek 43 20 23 miodzieficzy (63,95%) (68,49%) (59,46%)
mtodzienczy (29,25%) (27,4%) (31,08%)

n —liczba pacjentéw uwzglednionych w analizie oceniajacej wiek chorych

14 —

12—

10 =

Liczba pacjentow

wisk wezesnodzisciecy
wigk prasdszholny
wigk szkolny

wigk mlodziefczy

EDEQD

Wiek [lata]

Rycina 4.2. Histogram wieku pacjentéw zakwalifikowanych do badania, z uwzglednieniem podziatu na

kategorie wiekowe
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W analizie dotyczgcej miejsca zamieszkania pacjentow zakwalifikowanych do badania stwierdzono
ponad szescdziesiecioprocentowy udziat dzieci pochodzgcych z terendw miejskich wojewddztwa
pomorskiego (92 chorych —62,58%), przy czym niemal potowa z nich zamieszkiwata teren Tréjmiasta (42
dzieci —28,57%). Ponad 30% chorych pochodzito z terenéw wiejskich (55 pacjentéw — 37,41%). Powyzszy
podziat na tereny miejskie, wiejskie oraz Tréjmiasto zostat dokonany zgodnie z Krajowym Rejestrem
Urzedowego Podziatu Terytorialnego Kraju TERYT, prowadzonym przez Gtéwny Urzad Statystyczny(GUS,
1995-2013). Dane dotyczace liczby pacjentéw pochodzgcych z poszczegdlnych powiatéw wojewddztwa
pomorskiego przedstawiono na rycinie 4.3.

powiat pucki

powiat wejherowski

22 gsoby (14,96%)

Miastd Gdynia
170s6b (11,56%)
Miasto Sopot 1 osoba (0,68%)
Miasto Gdarisk

24 asoby (16,33%)

powiat stupski
8 0s6b (5,44%)

powiat kartuski
18 oséb (12.24%)

powiat
nowodwors
1 osoba (0,68%)

powiat gdanski
4 osoby (2,72%)

powiat bytowski
2 osoby (1,36%)

powiat malborski
6 oséb (4,08%)

powiat koscierski
2 osoby (1,36%)

powiat
sztumski

powiat chojnicki
4 osoby (2,72%)

powiat
kwidzyriski
4 osoby (2,72%)

powiat cztuchowski
4 osoby (2,72%)

Rycina 4.3. Ocena miejsca zamieszkania pacjentéw zakwalifikowanych do badania z uwzglednieniem
podziatu administracyjnego wojewddztwa pomorskiego
N (%) — liczba pacjentéw w grupie badanej pochodzacych z terenéw danego powiatu wojewddztwa pomorskiego, w nawiasie podano
udziat procentowy w catej populacji badanej
N (%) — powiaty o najwyzszej odnotowanej w grupie badanej liczbie zachorowan na TIDM, w nawiasie podano udziat procentowy w catej

populacji badanej
powiat sztumski — w populacji badanej nie odnotowano przypadkéw zachorowania na TIDM

Przyporzadkowania pacjentéw ze wzgledu na miejsce zamieszkania do poszczegdlnych powiatéw wojewddztwa pomorskiego dokonano
zgodnie z Krajowym Rejestrem Urzedowego Podziatu Terytorialnego Kraju TERYT prowadzonym przez Gtéwny Urzad Statystyczny (GUS,
1995-2013)

2. Ogodlna ocena rodzinnego wywiadu w kierunku wybranych jednostek chorobowych w
populacji badanej

2.1. Ocena rodzinnego obcigzenia cukrzyca, z uwzglednieniem typu 1 oraz typu 2 choroby
Wystepowanie cukrzycy w rodzinie odnotowano u 117 pacjentéw (79,59%) zakwalifikowanych do

badania. Pozytywny wywiad rodzinny w kierunku TIDM wykazano u 24 chorych (16,33%), w kierunku

T2DM —u 93 0s6b (63,26%), przy czym u 8 pacjentéw stwierdzono wspotistnienie przypadkéw T1DM oraz
T2DM w rodzinie. Szczegétowe dane dotyczace rodzinnego wywiadu w kierunku cukrzycy, z
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uwzglednieniem stopnia pokrewienistwa w odniesieniu do chorego pozostajacego w populacji badanej
przedstawiono w tabeli 4.3.

Dane dotyczgce obcigzonego wywiadu rodzinnego w kierunku T1DM oraz T2DM uwzgledniono w
dalszych analizach dotyczacych ogdlnej charakterystyki stanu klinicznego pacjenta w momencie
rozpoznania choroby (= Wyniki pkt.3.3 str.83), jak rdwniez przy ocenie dystrybucji wybranych
polimorfizmdéw gendéw CTLA-4, PTPN22 oraz INS w badanej populacji (= Wyniki pkt.10 str.92). Analiz
uwzgledniajgcych wystepowanie cukrzycy w rodzinie, a dotyczacych aktywnosci humoralnej odpowiedzi
autoimmunologicznej, dynamiki zmian funkcji resztkowej komoérek B trzustki oraz kontroli metabolicznej
T1DM w pierwszym roku trwania choroby, nie przedstawiono w niniejszej pracy, jako wykraczajacych poza
jej zakres tematyczny.

Tabela 4.3. Ocena czestosci wystepowania pozytywnego wywiadu rodzinnego w kierunku cukrzycy
w populacji badanej

pozytywny wywiad rodzinny pozytywny wywiad rodzinny
stopien pokrewieristwa w kierunku T1DM w kierunku T2DM
(n=24)" (n=93)"

I 8 (5,44%) 5 (3,40%)
ojciec 2 (1,36%) 4 (2,72%)
matka 3 (2,04%) 1 (0,68%)
ojciec + matka 1(0,68%) -

rodzenstwo 2 (1,36%) -

I 5 (3,40%) 57 (38,77%)
I 17 (11,56%) 53 (36,05%)

n —liczba pacjentéw zakwalifikowanych do okreslonej kategorii oceniajacej wystepowanie przypadkéw TIDM/T2DM w rodzinie

Vliczba pacjentdw z pozytywnym wywiadem rodzinnym w kierunku TLDM/T2DM, podana w odpowiednich kolumnach, przekracza liczbe n
wskazang w nagtéwku kolumny, z uwagi na wystepowanie nawet kilku przypadkéw cukrzycy u krewnych réznego stopnia w rodzinach
pacjentéw uwzglednionych w zestawieniu. W nawiasach podano odsetek pacjentdw posiadajacych w rodzinie krewnego o danym
stopniu pokrewienstwa, chorujacego na TIDM/T2DM, w odniesieniu do wszystkich pacjentéw zakwalifikowanych do badania (n=147)

2.2. Ocena rodzinnego obciazenia chorobami o etiologii autoimmunologicznej, z wylaczeniem
T1DM

Wystepowanie schorzen z kregu autoimmunologicznych stwierdzono w rodzinach 57 chorych
bioracych udziat w badaniu (38,77%), przy czym w przypadku o$miu rodzin (14,03% rodzin z pozytywnym
wywiadem rodzinnym w kierunku chordéb autoimmunologicznych) obserwowano przynajmniej dwie rézne
choroby autoimmunologiczne (2 rézne jednostki chorobowe — 7 rodzin; 3 rézne jednostki chorobowe — 1
rodzina). W tabeli 4.4 podano doktadne czestosci wystepowania chordb autoimmunologicznych w
rodzinach badanych pacjentow, z wyszczegdlnieniem kategorii schorzenia w zaleznosci od uktadu/narzadu
objetego procesem autoimmunizacyjnym (podziat na kategorie choréb autoimmunologicznych wedtug
podrecznika pod red. M. Zembali i A. Gérskiego “Zarys immunologii klinicznej”) (Zembala and Gorski,
2001).
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Tabela 4.4. Ocena czestosci wystepowania choréb o etiologii autoimmunologicznej w rodzinach
badanych pacjentéw

, odsetek pacjentow
rodzaj choroby , ey R ; q p :
. - ] liczba pacjentow posiadajacych posiadajgcych krewnego
autoimmunologicznej .
S . krewnego z pozytywnym z pozytywnym wywiadem
w zaleznosci od zajetego . ST .
wywiadem w odniesieniu do wszystkich
procesem chorobowym a i
(n=57) chorych zakwalifikowanych
uktadu/narzqdu ,
do badania
choroby gruczotu tarczowego 12 8,16%
choroby stawoéw 12 8,16%
choroby uktadu pokarmowego 4 2,72%
choroby skoéry 32 21,77%
choroby neurologiczne 5 3,40%
choroby tkanki facznej 1 0,68%

n —liczba pacjentéw zakwalifikowanych do okreslonej kategorii oceniajgcej wystepowanie choréb autoimmunologicznych w rodzinie
liczba pacjentéw z pozytywnym wywiadem rodzinnym w kierunku choréb autoimmunologicznych, podana w kolumnie, przekracza liczbe
n wskazang w nagtowku kolumny, z uwagi na wystepowanie nawet kilku schorzer autoimmunologicznych z réznych uktadéw/narzadéw

u krewnych pacjentéw uwzglednionych w zestawieniu.

3. Charakterystyka stanu klinicznego pacjenta w momencie rozpoznania T1DM w badanej
populacji

Zgodnie z wytycznymi ISPAD (Wolfsdorf et al., 2009) (= Materiaty i metody pkt.2.1.2.1 str.38), w
grupie badanej, cukrzycowg kwasice ketonowg (DKA) w momencie rozpoznania TLDM stwierdzono u 52
pacjentow (35,37%). Ciezka DKA wystepowata u 12 chorych (8,16% populacji badanej; 23,08% populacji z
rozpoznang DKA), umiarkowana DKA — u 17 pacjentéw (11,56% populacji badanej; 32,69% populacji z
DKA). Natomiast tagodna DKA zostata rozpoznana u 23 obserwowanych dzieci ze $wiezo rozpoznang
T1DM (15,65% populacji badanej; 44,23% populacji z DKA). U wiekszosci pacjentéw (88 chorych — 59,86%
populacji badanej) nie wykazano istotnych zaburzen gospodarki kwasowo — zasadowej przy przyjeciu do
szpitala.

Izolowang nieketonowa hiperglikemie hiperosmolalng (HHS) (= Materiaty i metody pkt.2.1.2.2 str.39)
stwierdzono tylko u jednej pacjentki (0,63%) — 3,5-letniej dziewczynki z okoto 12-dniowym wywiadem
chorobowym (stezenie glukozy w osoczu przy przyjeciu do szpitala 1036 mg/dl, pH 7,33, HCO; 16,7
mmol/l, osmolalnos$¢ surowicy 333 mOsm/I).

Wspotwystepowanie DKA réznego stopnia z HHS czyli tzw. zespdt naktadania DKA-HHS (= Materiaty i
metody pkt.2.1.2.3 str.39) zaobserwowano u 4 chorych (2,72%) — u 3 pacjentéw HHS wspdtistniato z
tagodng DKA (11-letni chtopiec, 3,5-letnia oraz 4-letnia dziewczynka). U czwartego dziecka rozpoznano
HHS z ciezkg DKA (4,5-letnia dziewczynka z okoto 2-dniowym wywiadem chorobowym, stezenie glukozy w
osoczu przy przyjeciu do szpitala 1340 mg/dl, pH 7,08, HCO3; 7,5 mmol/I, osmolalnos$¢ surowicy 367
mOsm/I).

U dwojki pacjentéw z badanej grupy (1,36%) nie uzyskano kompletu danych medycznych
pozwalajgcych na dokonanie oceny stanu klinicznego w momencie rozpoznania TIDM.

Dalsze analizy dotyczace stanu klinicznego pacjenta w momencie rozpoznania TIDM w badanej
populacji przeprowadzono z uwzglednieniem chorych bez istotnych zaburzen gospodarki kwasowo —
zasadowej (bez cech DKA) oraz ze stwierdzong DKA, pomijajac, ze wzgledu na matg licznos¢, pacjentow z
rozpoznaniem HHS lub zespotu naktadania DKA-HHS.
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3.1. Ocena potencjalnie modyfikujacego oddzialywania czynnikéw demograficznych na stan
kliniczny pacjenta w momencie rozpoznania T1DM

W badanej grupie DKA znamiennie czeéciej wystepowata u chtopcéw. Srednia wieku w grupie chorych

bez zaburzen gospodarki kwasowo — zasadowej wynosita 9,45 + 4,29 lat, zas w grupie pacjentéw z DKA —
8,1+ 4,76 lat (ocena median wieku w oparciu o test Wilcoxona, p=0,04). Po uwzglednieniu stopnia
ciezkosci DKA, w grupie chorych z ciezkg DKA odnotowano znamiennie nizsza mediane wieku w

odniesieniu do pacjentéw z tagodng DKA (test Wilcoxona p=0,039), jak i umiarkowang DKA (test
Wilcoxona p=0,044; mediana wieku: tagodna DKA 8,15 lat; umiarkowana DKA 9,28 lat; ciezka DKA 3,71
lat). Natomiast w grupach chorych z DKA tagodng oraz DKA umiarkowang mediana wieku pozostawata

poréwnywalna (test Wilcoxona p=0,478). Jednoczesnie analiza czestosci wystepowania DKA z

uwzglednieniem czterech kategorii wiekowych (zgodnych z rozwojem psychosomatycznym dziecka), jak i

bimodalnego rozktadu wieku w badanej populacji nie wykazata istotnych zaleznosci.

W analizowanej populacji nie stwierdzono réwniez znamiennej zaleznosci pomiedzy wystepowaniem

DKA a miejscem zamieszkania pacjenta.

Szczegdtowe dane dotyczace oddziatywania czynnikéw demograficznych na stan kliniczny chorego w

momencie rozpoznania TIDM przedstawiono w tabeli 4.5.

Tabela 4.5. Charakterystyka potencjalnie modyfikujacego wptywu czynnikow demograficznych na stan
chorego w momencie rozpoznania TIDM

pacjenci bez zaburzen

, , .. . analiza
czynnik gospodarki pacjenci z DKA”) 2
» = poréwnawcza
demograficzny kwasowo - zasadowej”) (n=52) wartosé p™
(n=88) p
. M 38 (27,14%) M 31 (22,14%)
44
EEs K 50 (35,72%) K 21 (15,0%) 0.0
wiek (analiza standardowa):
wczesnodzieciecy 6 (4,29%) 8 (5,71%)
przedszkolny 21 (15,0%) 14 (10,0%) NS
szkolny 33(23,57%) 17 (12,14%)
mtodzienczy 28 (20,0%) 13 (9,29%)
wiek (analiza bimodalna):
wiek
wczesnodzieciecy + 27 (19,29%) 22 (15,71%)
przedszkolny NS
wiek szkolny + 61 (43,57%) 30 (21,43%)
mtodzienczy
miejsce zamieszkania  :
Tréjmiasto 27 (19,30%) 14 (10,0%)
miasto 29 (20,71%) 17 (12,14%) NS

teren wiejski
(wies$/osada)

32 (22,85%)

21 (15,0%)

) dane w poszczegdlnych kolumnach przedstawiono jako liczbe pacjentéw przyporzadkowanych do okreslonej kategorii, w nawiasach
podano ich udziat procentowy w catej analizowanej populacji (140 pacjentéw)

) analizy statystyczne przeprowadzone w oparciu o doktadny test Fishera

" wedtug Krajowego Rejestru Urzedowego Podziatu Terytorialnego Kraju TERYT prowadzonego przez Gtéwny Urzad Statystyczny

(GUS, 1995-2013)

n —liczba pacjentéw zakwalifikowanych do okreslonej kategorii oceniajacej stan kliniczny chorego

M — liczba chtopcow
K —liczba dziewczat

NS — wartosci p>0,05 (nieistotne statystycznie)
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3.2. Ocena potencjalnie modulujacego oddzialywania czynnikéw srodowiskowych na stan
kliniczny pacjenta w momencie rozpoznania T1DM

Dokonano analizy nastepujacych czynnikéw srodowiskowych mogacych potencjalnie oddziatywaé na
stan kliniczny pacjenta w momencie rozpoznania TIDM: dtugos¢ wywiadu chorobowego dotyczacego
objawéw T1DM (= Materiaty i metody pkt.2.1 str.36 = podpunkt Dane kliniczne str.37), opdznienie
diagnozy (- Materiaty i metody pkt.2.1.1 str.38), wystepowanie choroby infekcyjnej poprzedzajacej
objawy T1DM oraz spozywanie napojéw o wysokim tadunku osmolalnym (= Materiaty i metody pkt.2.1
str.36 = podpunkt Dane kliniczne str.37).

W analizowanej populacji nie wykazano istotnego zwigzku pomiedzy rozwojem DKA a dtugoscia
wywiadu chorobowego dotyczacego objawdéw T1IDM (doktadny test Fishera p=0,103). W grupie chorych z
DKA istotnie czesciej obserwowano opdznienie rozpoznania TIDM definiowane jako brak wtasciwe;j
diagnozy u pacjenta podczas pierwszej wizyty lekarskiej (doktadny test Fishera, p=0,014; odsetek DKA w
grupie chorych z opdznieniem diagnozy vs. z rozpoznaniem o czasie: 54,28% vs. 31,43%), przy
jednoczesnie nieznamiennej zaleznosci pomiedzy wystgpieniem opdznienia diagnozy a dtugoscig wywiadu
chorobowego dotyczgcego objawéw T1DM (doktadny test Fishera p=0,121).

W badanej grupie nie potwierdzono istotnej zaleznosci pomiedzy rozwojem DKA w okresie ujawniania
sie TIDM a wystepowaniem poprzedzajgcej choroby infekcyjnej (doktadny test Fishera p=1,0) oraz
spozyciem napojéw o wysokim tadunku osmolalnym (doktadny test Fishera p=0,852). Jednoczesnie w
grupie chorych z DKA, jak réwniez bez stwierdzonych cech DKA, nie obserwowano znamiennego wzrostu
osmolalnosci surowicy wraz ze wzrostem ilosci przyjmowanych napojéw o wysokim tadunku osmolalnym
(test Wilcoxona, poréwnanie skrajnych kategorii spozycia ptynéw o wysokim tadunku osmolalnym —
spozycie do 0,5 I. vs. spozycie 3-10 I.: grupa z DKA p=0,207; grupa bez DKA p=0,086).

3.3. Ocena potencjalnie modulujgcego oddzialywania wywiadu rodzinnego w kierunku
cukrzycy na stan kliniczny pacjenta w momencie rozpoznania T1DM

Nie wykazano znamiennego zwigzku pomiedzy wystepowaniem DKA w momencie rozpoznania
choroby a pozytywnym/negatywnym wywiadem rodzinnym w kierunku cukrzycy (doktadny test Fishera,
p=0,843). W grupie pacjentow z pozytywnym wywiadem rodzinnym w kierunku cukrzycy obecnos¢ DKA
przy przyjeciu do szpitala stwierdzono u 38 chorych (36,54%), natomiast u 66 dzieci (63,46%) nie
obserwowano istotnych zaburzen w gospodarce kwasowo — zasadowej. Podobny odsetek wystepowania
DKA wykazano w grupie z negatywnym wywiadem rodzinnym w kierunku cukrzycy (pacjenci z DKA
38,89%, chorzy bez istotnych zaburzen gospodarki kwasowo — zasadowej — 61,11%).

Rowniez na podstawie szczegdtowej analizy dotyczacej rodzinnego wywiadu w kierunku cukrzycy,
uwzgledniajacej typ choroby (TIDM/T2DM), nie stwierdzono istotnych zalezno$ci pomiedzy rozwojem
DKA w momencie ujawniania sie TIDM u badanych pacjentéw a wywiadem rodzinnym w kierunku TIDM
(doktadny test Fishera, p=0,818), T2DM (doktadny test Fishera, p=0,76), TIDM oraz T2DM tacznie
(doktadny test Fishera, p=0,932).

3.4. Ocena zaleznosci pomiedzy aktywnoscig humoralnej odpowiedzi autoimmunologicznej a
wystepowaniem zaburzen gospodarki kwasowo - zasadowej u chorego w momencie
rozpoznania T1DM

Zagadnienie omdwiono w punkcie 12.3 rozdziatu Wyniki (= Wyniki pkt.12.3 str.100)

3.5. Ocena zalezno$ci pomiedzy dynamika zmian funkcji resztkowej komoérek  trzustki w
pierwszym roku trwania choroby a wystepowaniem zaburzen gospodarki kwasowo -
zasadowej w momencie rozpoznania T1DM

Zagadnienie omdwiono w punkcie 13.1.6. rozdziatu Wyniki (= Wyniki pkt.13.1.6 str.121).
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3.6. Ocena potencjalnego oddzialywania zaburzen gospodarki kwasowo - zasadowej,

wystepujacych u chorego w momencie rozpoznania T1DM, na wyréwnanie metaboliczne
choroby w pierwszym roku jej trwania

Zagadnienie oméwiono w punkcie 14.4 rozdziatu Wyniki (= Wyniki pkt.14.4 str.147)

3.7. Ocena czesto$ci wystepowania remisji klinicznej w pierwszym roku trwania TIDM w
badanej populacji w zaleznosci od wystepowania zaburzen gospodarki kwasowo -
zasadowej w momencie rozpoznania choroby

Zagadnienie omdéwiono w punkcie 15.3 rozdziatu Wyniki (= Wyniki pkt.15.3 str.165).

4. 0Ogoélna ocena rodzaju prowadzonej insulinoterapii w badanej populacji w ciggu rocznej
obserwacji

W tabeli 4.6. przedstawiono ogdlng analize czestosci stosowania okreslonych rodzajéw insulinoterapii
w grupie badanej podczas rocznej obserwacji chorych. Klasyfikacje rodzaju insulinoterapii
przeprowadzono zgodnie z podziatem sposobu leczenia opisanym w punkcie 2.1.3 rozdziatu Materiaty i
metody (- Materiaty i metody pkt.2.1.3 str.39)

Tabela 4.6. Ogdlna charakterystyka rodzaju prowadzonej insulinoterapii w badanej populacji podczas
rocznej obserwacji chorych

punkt obserwacji*
rodzaj moment I wizyta Il wizyta Il wizyta Ii 14 W'ZJ; ta
insulinoterapii rozpoznania kontrolna kontrolna kontrolna ontrolna
e .. .. (po 12
choroby (po 3 miesiqcach) | (po 6 miesigcach) | (po 9 miesiqgcach) e
miesigcach)
n=147 n=140 n=133 n=132 .
n=135
insulinoterapia
intensywna za 137 116 87 59 54
Y ] (93,20%) (82,86%) (65,41%) (44,70%) (40,0%)
pomocg pendw
insulinoterapia
intensywna za
pomoca 8 14 40 69 78
o (5,44%) (10,0%) (30,07%) (52,28%) (57,78%)
osobistej pompy
insulinowej
insulinoterapia 1 9 3 2 1
zintensyfikowana (0,68%) (6,43%) (2,26%) (1,51%) (0,74%)
bez 1 1 3 2 2
insulinoterapii (0,68%) (0,71%) (2,26%) (1,51%) (1,48%)

" dane w poszczegdlnych kolumnach przedstawiono jako liczbe pacjentdéw przyporzagdkowanych do okreslonej kategorii sposobu leczenia,

w nawiasach podano ich udziat procentowy w analizowanej populacji w danym punkcie rocznej obserwacji

n —liczba pacjentéw uwzglednionych w analizie w danym punkcie rocznej obserwacji

W dalszych analizach, dotyczacych oceny parametréw w czasie, wykorzystywano kategoryzacje

sposobu leczenia uwzgledniajgcg statos$¢ stosowania danego rodzaju insulinoterapii przez caty okres

rocznej obserwacji pacjenta oraz ewentualne zmiany w terapii spowodowane przebiegiem choroby,
przedstawiong w punkcie 2.1.3 rozdziatu Materiaty i metody (= Materiaty i metody pkt.2.1.3 str.39).
Analiza zaleznosci pomiedzy sposobem insulinoterapii, kategoryzowanym ze wzgledu na statos¢ terapii

okreslong metodg, a wiekiem chorego, z uwzglednieniem czterech kategorii wiekowych (zgodnych z

rozwojem psychosomatycznym dziecka), potwierdzita istotnie czestsze stosowanie intensywnej

insulinoterapii za pomocg osobistej pompy insulinowej od momentu rozpoznania TIDM do zakoriczenia
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rocznej obserwacji w najmtodszej grupie wiekowej (doktadny test Fishera, p=0,035), co stanowi
odzwierciedlenie wytycznych leczenia za pomocg osobistej pompy insulinowej. Natomiast w najstarszej
grupie wiekowej znamiennie czesciej istniata mozliwos¢ zastosowania terapii zintensyfikowanej w
poczgtkowym okresie choroby (doktadny test Fishera, p=0,035), a u jednej 15-letniej pacjentki ten typ
terapii byt stosowany przez caty okres rocznej obserwacji. Powyzsza zalezno$é moze stanowié
odzwierciedlenie stopnia zachowania resztkowej insulinosekrecji w najstarszej grupie wiekowej (= Wyniki
pkt.13.1.2 str.117).

Nie wykazano zaleznosci pomiedzy przedstawionym powyzej podziatem sposobu insulinoterapii a ptcig
pacjenta (doktadny test Fishera, p=0,169).

5. Ogdlna ocena stanu odZywienia pacjentow w pierwszym roku trwania T1DM

Na podstawie obliczert wskaznika BMI z-score oraz kryteriéw oceny stanu odzywienia pacjentow (-
Materiaty i metody pkt.2.1.5.3 str.41), w populacji badanej stwierdzono wzrost odsetka chorych z
nadwagg (z 4,84% do 10% obserwowanych pacjentéw) oraz otytoscig (z 4,84% do 6,15% obserwowanych
0s6b) podczas rocznej obserwacji. Powyzszy wzrost odsetka pacjentow z nieprawidtowym wskaznikiem
BMI z-score 2+1 SD pozostawat znamienny pomiedzy kolejnymi punktami czasowymi prowadzonej
obserwacji chorych (analizy statystyczne przeprowadzone w oparciu o doktadny test Fishera), jak i w skali
catego pierwszego roku trwania TIDM (doktadny test Fishera, miesigc choroby: 0 vs. 12 p=0,013; 3 vs. 12
p<0,001).

Niedobdr masy ciata na podstawie wyliczonego wskaznika BMI z-score oraz kryteriéw oceny stanu
odzywienia pacjentow (= Materiaty i metody pkt.2.1.5.3 str.41) rozpoznano u 20,97% chorych w
momencie rozpoznania TLDM. W dalszej obserwacji niedobér masy ciata stwierdzono tylko w przypadku
jednego pacjenta (0,77%) w 6 miesigcu trwania choroby.

6. Ogodlna ocena badania ankietowego podsumowujacego poziom edukacji pacjenta (chorzy
powyzej 14 roku zycia)/ opiekunéw chorego na temat T1DM

Badanie ankietowe oceniajgce poziom edukacji pacjenta/ opiekunéw chorego na temat T1DM
przeprowadzano zgodnie z harmonogramem badania (- Materiaty i metody tab. 2.2 str.36)

— W momencie rozpoznania choroby i co 6 miesiecy w dalszej obserwacji chorych. Uzyskano nastepujacy
odsetek zwrotéw wypetnionych ankiet: moment zachorowania — 93,88%, 6 miesigc choroby —93,23%, 12
miesigc choroby — 74,07% (Sredni odsetek zwrotu ankiet 87,06%).

Ocene badania ankietowego przeprowadzono za pomocg systemu punktacji przedstawionego w
punkcie 2.1.6.1 rozdziatu Materiaty i metody (= Materiaty i metody pkt. 2.1.6.1 str.42).

Srednia suma punktéw uzyskanych z ankiet w badanej grupie ksztattowata sie nastepujgco: moment
rozpoznania choroby — 62,93 pkt. (72,33% — poziom wiedzy dobry); 6 miesigc choroby — 60,02 pkt.
(68,99% — poziom wiedzy dobry); 12 miesigc choroby — 61,11 pkt. (70,24% — poziom wiedzy dobry).
Jednoczesnie w 6 i 12 miesigcu trwania TLDM obserwowano znamienne réznice w rozktadzie sumy
punktéw uzyskiwanych z badania ankietowego w badanej populacji w odniesieniu do momentu
rozpoznania choroby (test Wilcoxona, miesigc choroby: 0 vs. 6 p<0,001; 0 vs. 12 p=0,026). Natomiast
poréwnania badan ankietowych w 6 miesigcu obserwacji z badaniami przeprowadzonymi w 12 miesigcu
trwania T1DM nie wykazaty znamiennych réznic w rozktadzie sumy punktow (test Wilcoxona, miesigc
choroby 6 vs. 12 p=0,08).

Analize poréwnawczga punktacji z poszczegdlnych blokéw tematycznych badania ankietowego
uzyskanej przez uczestnikdw w kolejnych miesigcach trwania choroby przedstawiono w tabeli 4.7.
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Tabela 4.7. Analiza poréwnawcza punktacji z poszczegélnych blokéw tematycznych badania
ankietowego w kolejnych miesigcach obserwacji pacjentow
analiza porownawcza
blok moment Il wizyta IV wizyta wartosé p*
, kontrolna kontrolna
tematyczny rozpoznania L S
badania choroby” ( Z m"‘:’;{; ( IhZ m’;s;‘f)‘—' miesigc miesigc miesiqgc
ankietowego (n=138) choroby, choroby, choroby choroby choroby
Z i) e 0vs. 6 0vs. 12 6vs. 12
natura_lny 15,07 £ 2,72 14,69 £ 3,02 14,71 £ 3,28
przebieg 75,35% 73,45% 73,55% NS NS NS
choroby (poziom dobry) (poziom dobry) (poziom dobry)
11,91 +2,53 11,47 £ 2,72 11,56 £ 2,67
samokontrola 79,4% 76,47% 77,07% 0,019 NS NS
(poziom dobry) (poziom dobry) (poziom dobry)
wysitek 3,09+1,15 2,68 +1,29 2,83+1,26
fi 61,8% 53,6% 56,6% <0,001 0,021 0,044
ey (poziom dobry) (poziom zadowalajgcy) (poziom zadowalajgcy)
5,44 +£1,32 5,09+1,37 5,22+1,34
insulinoterapia 77,71% 72,71% 74,57% 0,006 0,024 NS
(poziom dobry) (poziom dobry) (poziom dobry)
cukrzycowa 8,88 +1,88 8,31+1,99 8,23 +2,13
kwasica 80,73% 75,54% 74,82% <0,001 0,002 NS
ketonowa (poziom dobry) (poziom dobry) (poziom dobry)
18,51 +4,45 17,78 £ 4,39 18,56 £4,51
hipoglikemia 63,83% 61,31% 64% 0,015 NS 0,011
(poziom dobry) (poziom dobry) (poziom dobry)

" dane przedstawiono jako warto$¢ $rednia + odchylenie standardowe liczby punktéw uzyskanych za okreslony blok tematyczny, wartos¢
procentowa z maksymalnej liczby punktéw za okreslony blok tematyczny, opisowa ocene poziomu wiedzy na temat zagadnien z danego
bloku tematycznego

™) analizy statystyczne przeprowadzone w oparciu o test Wilcoxona

n —liczba uzyskanych ankiet w danym punkcie czasowym obserwacji pacjentéw

NS — wartosci p>0,05 (nieistotne statystycznie)

7. Poréwnanie czestos$ci wystepowania wybranych polimorfizméw genéw CTLA-4, PTPN22
oraz INS w populacji badanej i kontrolnej

Petng analize polimorfizmdéw c.49A>G genu CTLA-4, ¢.1858T>C genu PTPN22 oraz 5’'VNTR genu INS
przeprowadzono u wszystkich badanych pacjentéw (147 chorych), a w grupie kontrolnej — dla 326 losowo
wybranych, anonimowych prébek (wysuszonych plam krwi) pochodzgcych z rutynowego badania
przesiewowego w kierunku choréb metabolicznych u noworodkdw z terendéw wojewddztwa pomorskiego.
Powyzszg analize wykonano zgodnie z protokotem badan opisanym w rozdziale Materiaty i metody w
punktach 3.1 (grupa badana) oraz 3.2 (grupa kontrolna) (= Materiaty i metody pkt.3.1 str.45 oraz pkt.3.2
str.60).

Zestawienie czestosci wystepowania wybranych polimorfizméw gendéw CTLA-4, PTPN22 oraz INS w
grupie badanej i kontrolnej przedstawiono w tabeli 4.8. W obu grupach, w kazdym z analizowanych loci,
czestosci wystepowania poszczegdlnych alleli i genotypdw pozostawaty w stanie réwnowagi Hardy’ego —
Weinberga (analizy przeprowadzone w oparciu o doktadny test Haldane’a).
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Tabela 4.8. Poréwnanie dystrybucji analizowanych polimorfizméw genéw CTLA-4, PTPN22 oraz INS
w populacji badanej i kontrolnej

grupa badana grupa kontrolna analiza
(n=147) (n=326) poréwnawcza
czestos¢ wystepowania udziat udziat
odmian procentowy procentowy
polimorficznych licznosé¢ w populacji licznosé¢ w populacji wartosc¢ p”)
badanej kontrolnej
(%) (%)
polimorfizm c.49A>G genu CTLA-4
czestosc alleli
A 153 52,04 369 56,60 NS
G 141 47,96 283 43,40
czestos¢ genotypow
AA 35 23,81 107 32,82
AG 83 56,46 155 47,55 NS
GG 29 19,73 64 19,63
czestosc genotypdw z uwzglednieniem stratyfikacji ryzyka rozwoju TIDM
ryzyko niskie (AA) 35 23,81 107 32,82 0.03
ryzyko wysokie (GG+ AG) 112 76,19 219 67,18 ’
polimorfizm c.1858T>C genu PTPN22
czestosc alleli
C 226 76,87 514 78,83 NS
T 68 23,13 138 21,17
czestosc genotypdw
CcC 91 61,91 198 60,74
TC 44 29,93 118 36,20 0,037
1T 12 8,16 10 3,06
czestosc genotypdw z uwzglednieniem stratyfikacji ryzyka rozwoju TIDM
ryzyko niskie (CC) 91 61,91 198 60,74 NS
ryzyko wysokie (TT + TC) 56 38,09 128 39,26
polimorfizm 5’VNTR genu INS (analiza posrednia poprzez ocene polimorfizmu —23Hph/A>T)
czestosc alleli
klasa Il (allel T ) 49 16,67 175 26,84
klasa | (allel A7) 245 83,33 477 73,16 <0,001
czestosc genotypdw
Fg'iiao't'\'/g ';T**,) 6 4,08 23 7,06
klasa I/l
- 37 25,17 129 39,57 0,002
(genotyp AT )
ga;ao't/y'p ™) 104 70,75 174 53,37
czestosc genotypdw z uwzglednieniem stratyfikacji ryzyka rozwoju TIDM
ryzyko niskie
klasa 1l1/11l 6 4,08 23 7,06
(genotyp TT )
- NS
ryzyko wysokie
klasa I/1 + I/l 141 95,92 303 92,94
(genotyp AA + AT**))

K analizy statystyczne przeprowadzone w oparciu o doktadny test Fishera

*x)

NS — wartosci p>0,05 (nieistotne statystycznie)

mianownictwo dotyczace analizy posredniej polimorfizmu 5’VNTR genu INS, poprzez ocene polimorfizm —23HphIA>T
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Z powodu stwierdzonych znamiennych réznic w rozktadach czestosci genotypdéw w przypadku
polimorfizmu ¢.1858T>C genu PTPN22 oraz 5’'VNTR genu INS, a w przypadku polimorfizmu c.49A>G genu
CTLA-4 — réznic w rozktadzie genotypdw stratyfikowanych wzgledem ryzyka rozwoju T1DM,
przeprowadzono kolejng analize poréwnawczg grupy badanej i kontrolnej, uwzgledniajgc dawke allelu
zwigzanego z wysokim ryzykiem rozwoju choroby. W przypadku polimorfizmoéw ¢.1858T>C genu PTPN22
oraz 5’VNTR genu INS obserwowano, w populacji badanej, istotnie czestsze wystepowanie homozygot
allelu zwigzanego z wysokim ryzykiem rozwoju TIDM (PTPN22 c.1858TT, klasa I/ polimorfizmu 5'VNTR
genu INS) w odniesieniu do czestosci heterozygot (PTPN22 c.1858TC, klasa /11l polimorfizmu 5’VNTR genu
INS). Szczegdtowe wyniki powyzszego poréwnania przedstawiono w tabeli 4.9.

Tabela 4.9. Analiza wybranych polimorfizméw genéw CTLA-4, PTPN22 oraz INS w populacji badanej
i kontrolnej — poréwnanie dystrybucji alleli zwigzanych z wysokim ryzykiem rozwoju TIDM

grupa badana grupa kontrolna por?;l:?nlzzz‘:cza

udziat udziat

czestos¢ procentowy procentowy

wystepowania w grupie w grupie
. odml.an licznos¢ wysokiego licznos¢ wysokiego wartosé p”)

polimorficznych ryzyka ryzyka

w populacji w populacji

badanej kontrolnej
(%) (%)

polimorfizm c.49A>G genu CTLA-4

czestos¢ genotypow z uwzglednieniem dawki allelu zwigzanego z wysokim ryzykiem rozwoju T1DM

AG 83 74,11 155 70,78

GG 29 25,89 64 29,22 NS

polimorfizm c.1858T>C genu PTPN22

czestos$¢ genotypow z uwzglednieniem dawki allelu zwigzanego z wysokim ryzykiem rozwoju T1DM

TC 44 78,57 118 92,19

1T 12 21,43 10 7,81 0,011

polimorfizm 5'VNTR genu INS (analiza posrednia poprzez ocene polimorfizmu —23HphIA>T)

czestos$¢ genotypow z uwzglednieniem dawki allelu zwigzanego z wysokim ryzykiem rozwoju T1DM

klasa I/l

(genotyp AT**)) 37 26,24 129 42,57

klasa I/ <0,001

*x 104 73,76 174 57,43
(genotyp AA )) ! !

M analizy statystyczne przeprowadzone w oparciu o doktadny test Fishera
™) mianownictwo dotyczace analizy posredniej polimorfizmu 5’VNTR genu INS, poprzez ocene polimorfizm —23HphIA>T
NS — wartosci p>0,05 (nieistotne statystycznie)

Oceniajac czestos¢ wspolnego wystepowania genotypow polimorfizmu ¢.49A>G genu CTLA-4,
¢.1858T>C genu PTPN22 oraz 5’VNTR genu INS, stratyfikowanych wzgledem ryzyka rozwoju TIDM, w
populacji badanej nie odnotowano u zadnego z pacjentédw wspdétwystepowania trzech genotypéw o
niskim ryzyku rozwoju choroby (CTLA-4 c.49AA i PTPN22 ¢.1858CC oraz klasa IlI/IIl polimorfizmu 5’'VNTR
genu INS). W grupie kontrolnej stwierdzono wystepowanie powyzszego uktadu genowego w 2
przypadkach (0,61%). Wspotwystepowanie trzech genotypdow z podwdjng dawka allelu zwigzanego z
wysokim ryzykiem rozwoju T1DM (CTLA-4 ¢.49GG i PTPN22 c.1858TT oraz klasa I/1 polimorfizmu 5’VNTR
genu INS) obserwowano u 2 chorych (1,36%) w populacji badanej, natomiast w grupie kontrolnej nie
odnotowano zadnego przypadku.

Nie wykazano réwniez znamiennych réznic pomiedzy grupa badang i grupa kontrolng w czestosci
wspotwystepowania u jednej osoby przynajmniej dwdch genotypdw z podwdjng dawka allelu zwigzanego
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z wysokim ryzykiem rozwoju T1IDM (CTLA-4 c.49GG, PTPN22 c.1858TT, klasa I/1 polimorfizmu 5'VNTR genu
INS) (doktadny test Fishera p=1,0).

8. Ocena czestos$ci wystepowania wybranych polimorfizméw genéw CTLA-4, PTPN22 oraz INS
w populacji badanej i kontrolnej w odniesieniu do dystrybucji tych polimorfizmow w
obrebie rasy kaukaskiej

Analize poréwnawczg dystrybucji badanych polimorfizméw c.49A>G genu CTLA-4, ¢.1858T>C genu
PTPN22 oraz 5’VNTR genu INS w grupie badanej i kontrolnej w odniesieniu do populacji kaukaskiej
przeprowadzono na podstawie danych dotyczgcych rasy kaukaskiej dostepnych w bazie National Center
for Biotechnology Information (NCBI) (http://ncbi.nlm.nih.gov) (= Materiaty i metody pkt.3.2 str.60).

Nie stwierdzono znamiennych rdznic w czestosci wystepowania poszczegdlnych genotypdw i alleli
polimorfizmoéw c.49A>G genu CTLA-4 oraz 5’VNTR genu INS przy poréwnaniu grupy kontrolnej z populacja
kaukaska (doktadny test Fishera, polimorfizm c.49A>G genu CTLA-4: czestos¢ genotypdw p=0,446,
czestosc¢ alleli p=0,154; polimorfizm —23HphIA>T genu INS: czestos¢ genotypdw p=0,735, czestosc alleli
p=0,241).

Natomiast w analizie dotyczgcej polimorfizmu ¢.1858T>C genu PTPN22 wykazano istotne rdznice w
czestosci wystepowania poszczegdlnych genotypdw i alleli zaréwno przy odniesieniu grupy kontrolnej, jak
i badanej do rasy kaukaskiej. Jednoczesnie w przypadku polimorfizméw c.49A>G genu CTLA-4 oraz 5’'VNTR
genu INS poréwnanie danych z populacji badanej z danymi dotyczgcymi rasy kaukaskiej potwierdzito
znamiennie czestsze wystepowanie alleli zwigzanych z wiekszym ryzykiem rozwoju TIDM w grupie
badanej.

Szczegdty analizy poréwnawczej przedstawiono w tabelach 4.10 oraz 4.11.
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Tabela 4.10. Ocena dystrybucji analizowanych polimorfizméw genéw CTLA-4, PTPN22 oraz INS
w populacji kontrolnej w odniesieniu do rasy kaukaskiej
grupa kontrolna populacja kaukaska® analiza
(n=326) (n=100) poréwnawcza
czestos¢ wystepowania udziat udziat
odmian procentowy procentowy
polimorficznych licznosé¢ w populacji licznosé¢ w populacji wartos¢ p™)
kontrolnej kaukaskiej

(%) (%)
polimorfizm c.49A>G genu CTLA-4
czestosc alleli
A 369 56,60 122 61,0 NS
G 283 43,40 78 39,0
czestos¢ genotypow
AA 107 32,82 36 36,0
AG 155 47,55 50 50,0 NS
GG 64 19,63 14 14,0
polimorfizm ¢.1858T>C genu PTPN22
czestosc alleli
C 514 78,83 176 88,0
T 138 21,17 24 12,0 0,002
czestosc genotypdw
CC 198 60,74 77 77,0
TC 118 36,20 22 22,0 0,01
TT 10 3,06 1 1,0
polimorfizm 5’VNTR genu INS (analiza posrednia poprzez ocene polimorfizmu —23HphI/A>T)
czestosc alleli
klasa Il (allel T~ ) 175 26,84 48 24,0
klasa | (allel A™ ) 477 73,16 152 76,0 NS
czestos¢ genotypdw
klasa I11/111
(genotyp T) 23 7,06 6 6,0
i(g'aeiaow! AT 129 39,57 36 36,0 NS
klasa I/
(genotyp AA™) 174 53,37 58 58,0

" dane dotyczace rasy kaukaskiej z bazy National Center for Biotechnology Information (NCBI)

™ analizy statystyczne przeprowadzone w oparciu o doktadny test Fishera

)

NS — wartosci p>0,05 (nieistotne statystycznie)

mianownictwo dotyczace analizy posredniej polimorfizmu 5’VNTR genu INS, poprzez ocene polimorfizm —23HphlIA>T
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Tabela 4.11. Ocena dystrybucji analizowanych polimorfizméw genéw CTLA-4, PTPN22 oraz INS
w populacji badanej w odniesieniu do rasy kaukaskiej

grupa badana populacja kaukaska® analiza
(n=147) (n=100) poréwnawcza
czestos¢ wystepowania udziat udziat
odmian procentowy procentowy
polimorficznych licznosé¢ w populacji licznos¢ w populacji wartos¢ p™)
badanej kaukaskiej

(%) (%)
polimorfizm c.49A>G genu CTLA-4
czestosc alleli
A 153 52,04 122 61,0
G 141 47,96 78 39,0 0,003
czestos¢ genotypow
AA 35 23,81 36 36,0
AG 83 56,46 50 50,0 NS
GG 29 19,73 14 14,0
polimorfizm ¢.1858T>C genu PTPN22
czestosc alleli
C 226 76,87 176 88,0
T 68 23,13 24 12,0 <0,001
czestosc genotypdw
CC 91 61,91 77 77,0
TC 44 29,93 22 22,0 0,008
T 12 8,16 1 1,0
polimorfizm 5’VNTR genu /NS (analiza posrednia poprzez ocene polimorfizmu —23HphIA>T)
czestosc alleli
klasa Il (allel T~ ) 49 16,67 48 24,0
klasa | (allel A™) 245 83,33 152 76,0 0,029
czestos¢ genotypdw
klasa I11/111
(genotyp T) 6 4,08 6 6,0
i(g'aeiao'tcg AT 37 25,17 36 36,0 NS
klasa I/
(genotyp AA***)) 104 70,75 58 58,0

" dane dotyczace rasy kaukaskiej z bazy National Center for Biotechnology Information (NCBI)
™ analizy statystyczne przeprowadzone w oparciu o doktadny test Fishera

k)

mianownictwo dotyczace analizy posredniej polimorfizmu 5’VNTR genu INS, poprzez ocene polimorfizm —23HphlIA>T
NS — wartosci p>0,05 (nieistotne statystycznie)

9. Ocena czestosci wystepowania wybranych polimorfizméw genéw CTLA-4, PTPN22 oraz
INS w populacji badanej z uwzglednieniem analizy demograficznej

9.1. Ocena dystrybucji wybranych polimorfizmow genéw CTLA-4, PTPN22 oraz INS w populacji
badanej w zaleznosci od pici pacjenta

Analiza czestosci wystepowania poszczegdlnych genotypdéw polimorfizméw c.49A>G genu CTLA-4,
¢.1858T>C genu PTPN22 oraz 5’'VNTR genu INS w potgczeniu z oceng ptci nie wykazata znamiennych réznic
w dystrybucji genotypdw pomiedzy chtopcami i dziewczetami w badanej grupie chorych (doktadny test
Fishera, polimorfizm ¢c.49A>G genu CTLA-4 p=0,77; polimorfizm ¢.1858T>C genu PTPN22 p=0,709;
polimorfizm 5'VNTR genu INS p=0,428).
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Nie stwierdzono réwniez istotnych réznic w zaleznosci od ptci w czestosci wystepowania genotypéw
stratyfikowanych wzgledem ryzyka rozwoju TIDM (doktadny test Fishera, CTLA-4 c.49AA vs. CTLA-4
€.49GG+aG p=0,794; PTPN22 c.1858CC vs. PTPN22 c.1858TT+ TC p=0,82; INS 5’VNTR klasa llI/1ll vs. klasa
I/1+1/111 p=1,0), jak rdwniez stratyfikowanych wzgledem dawki allelu zwigzanego z wysokim ryzykiem
rozwoju choroby (doktadny test Fishera, CTLA-4 c.49AG vs. CTLA-4 c.49GG p=0,829; PTPN22 c.1858TC vs.
PTPN22 c.1858TT p=0,756; INS 5'VNTR klasa I/l vs. klasa I/l p=0,931).

9.2. Ocena dystrybucji wybranych polimorfizmow genéw CTLA-4, PTPN22 oraz INS w populacji
badanej w zaleznosci od wieku pacjenta

Ocene zaleznosci pomiedzy czestoscig wystepowania poszczegdlnych genotypow badanych
polimorfizmdw a wiekiem pacjentéw przeprowadzono z uwzglednieniem podziatu na cztery standardowe
kategorie wiekowe (- Materiaty i metody pkt.2.1 str.36) oraz podziatu na dwie grupy (wiek
wczesnodzieciecy + przedszkolny; wiek szkolny + mtodziericzy), z uwagi na bimodalny rozktad wieku w
badanej populacji.

Nie zaobserwowano znamiennych réznic w rozkfadzie czestosci genotypdw analizowanych
polimorfizmoéw w standardowych grupach wiekowych (doktadny test Fishera, polimorfizm ¢c.49A>G genu
CTLA-4 p=0,813; polimorfizm c.1858T>C genu PTPN22 p=0,533; polimorfizm 5’'VNTR genu INS p=0,721),
jak réowniez w dwéch grupach uwzgledniajgcych bimodalny rozktad wieku w grupie badanej (doktadny test
Fishera, polimorfizm ¢c.49A>G genu CTLA-4 p=0,892; polimorfizm ¢.1858T>C genu PTPN22 p=0,338;
polimorfizm 5’VNTR genu INS p=0,133).

Nie wykazano istotnych réznic w zaleznosci od wieku takze w czestosci wystepowania genotypdéw
stratyfikowanych wzgledem ryzyka rozwoju TIDM (doktadny test Fishera, CTLA-4 c.49AA vs. CTLA-4
¢.49GG+AG p=0,829, bimodalna analiza wieku p=0,777; PTPN22 ¢.1858CC vs. PTPN22 c.1858TT+ TC
p=0,434, bimodalna analiza wieku p=0,936; INS 5’"VNTR klasa llI/1ll vs. klasa I/l + I/1ll p=0,399, bimodalna
analiza wieku p=1,0).

Réwniez w przypadku dystrybucji genotypdw, stratyfikowanych wzgledem dawki allelu zwigzanego z
wysokim ryzykiem rozwoju choroby, nie stwierdzono istotnej zaleznosci z wiekiem pacjentow (doktadny
test Fishera, CTLA-4 c.49AG vs. CTLA-4 ¢.49GG p=0,553, bimodalna analiza wieku p=1,0; PTPN22 c.1858TC
vs. PTPN22 c.1858TT p=0,61, bimodalna analiza wieku p=0,814; INS 5’VNTR klasa I/lll vs. klasa I/1 p=0,879,
bimodalna analiza wieku p=0,829).

9.3. Ocena dystrybucji wybranych polimorfizméw genéw CTLA-4, PTPN22 oraz INS w populacji
badanej w zaleznosci od miejsca zamieszKkania pacjenta

Na podstawie doktadnego testu Fishera nie wykazano znamiennych réznic w czestosci dystrybucji
analizowanych poimorfizméw gendéw CTLA-4, PTPN22 oraz INS w populacji badanej w zaleznosci od
powiatu wojewddztwa pomorskiego, w ktérym na state zamieszkiwali obserwowani chorzy.

10. Ocena dystrybucji wybranych polimorfizméw genéw CTLA-4, PTPN22 oraz INS w populacji
badanej w zaleznosci od rodzinnego wywiadu w kierunku cukrzycy

Analiza czestosci wystepowania genotypow poszczegdlnych polimofizmow gendéw CTLA-4, PTPN22
oraz INS w zaleznosci od rodzinnego wywiadu w kierunku cukrzycy nie wytonita podgrupy pacjentéw, w
ktdrej typ choroby (TIDM/T2DM) obserwowany u krewnych chorego, powodowat istotne réznice w
dystrybucji genotypdw ocenianych polimorfizméw (doktadny test Fishera; wywiad rodzinny w kierunku
T1DM: polimorfizm c.49A>G genu CTLA-4 p=0,753, polimorfizm ¢.1858T>C genu PTPN22 p=1,0,
polimorfizm 5'VNTR genu INS p=0,585; wywiad rodzinny w kierunku T2DM: polimorfizm c.49A>G genu
CTLA-4 p=0,891, polimorfizm ¢.1858T>C genu PTPN22 p=0,572, polimorfizm 5’VNTR genu INS p=0,339;
wywiad rodzinny w kierunku T1DM i T2DM: polimorfizm c.49A>G genu CTLA-4 p=0,789, polimorfizm
¢.1858T>C genu PTPN22 p=1,0, polimorfizm 5'VNTR genu INS p=0,154).
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Ocena rozktadu genotypow, stratyfikowanych wzgledem ryzyka rozwoju T1IDM, réwniez nie wykazata
znamiennych réznic w zaleznosci od rodzinnego wywiadu w kierunku cukrzycy u badanych chorych
(doktadny test Fishera; wywiad rodzinny w kierunku TIDM: CTLA-4 c.49AA vs. CTLA-4 c.49GG+AG p=0,867,
PTPN22 c.1858CC vs. PTPN22 c.1858TT+ TC p=1,0, INS 5’VNTR klasa Ill/Ill vs. klasa I/l + 1/11l p=1,0; wywiad
rodzinny w kierunku T2DM: CTLA-4 c.49AA vs. CTLA-4 c.49GG+AG p=0,772, PTPN22 c.1858CC vs. PTPN22
€.1858TT+ TC p=0,779, INS 5’VNTR klasa llI/1ll vs. klasa I/l + /1l p=0,873; wywiad rodzinny w kierunku
T1DM i T2DM: CTLA-4 c.49AA vs. CTLA-4 c.49GG+AG p=0,887, PTPN22 c.1858CC vs. PTPN22 c.1858TC+TT
p=0,882, INS 5’VNTR klasa llI/Ill vs. klasa I/I + I/1ll p=0,965).

Istotnych zaleznosci nie wykazano réwniez pomiedzy dystrybucjg genotypdw, stratyfikowanych
wzgledem dawki allelu zwigzanego z wysokim ryzykiem rozwoju choroby, a wystepowaniem okreslonego
typu cukrzycy u krewnych obserwowanych pacjentéw (doktadny test Fishera; wywiad rodzinny w kierunku
T1DM: CTLA-4 c.49AG vs. CTLA-4 c.49GG p=1,0, PTPN22 ¢.1858TC vs. PTPN22 ¢.1858TT p=1,0, INS 5’VNTR
klasa I/l vs. klasa I/l p=0,913; wywiad rodzinny w kierunku T2DM: CTLA-4 c.49AG vs. CTLA-4 c.49GG
p=1,0, PTPN22 c.1858TC vs. PTPN22 c.1858TT p=0,882, INS 5’VNTR klasa I/l vs. klasa 1/l p=0,933; wywiad
rodzinny w kierunku TAIDM i T2DM: CTLA-4 c.49AG vs. CTLA-4 c.49GG p=1,0, PTPN22 c.1858TC vs. PTPN22
c.1858TT p=1,0, INS 5’VNTR klasa I/l vs. klasa I/l p=0,921).

11. Ocena zaleznosci pomiedzy dystrybucja wybranych polimorfizméw genéw CTLA-4,
PTPN22 oraz INS w populacji badanej a wystepowaniem zaburzen gospodarki kwasowo -
zasadowej u chorego w momencie rozpoznania T1DM

W badanej populacji nie stwierdzono istotnej zaleznos$ci pomiedzy dystrybucjg poszczegdlnych
genotypdéw analizowanych polimorfizmoéw gendéw CTLA-4, PTPN22 oraz INS a wystepowaniem zaburzen
gospodarki kwasowo — zasadowej u chorego w momencie rozpoznania TAIDM (doktadny test Fishera,
polimorfizm c.49A>G genu CTLA-4 p=0,145; polimorfizm ¢.1858T>C genu PTPN22 p=0,334; polimorfizm
5'VNTR genu INS p=0,554).

Nie wykazano réwniez znamiennych réznic w rozktadzie genotypdw, stratyfikowanych wzgledem
ryzyka rozwoju T1DM, a wystepowaniem DKA w okresie ujawniania sie choroby (dokfadny test Fishera,
CTLA-4 c.49AA vs. CTLA-4 c.49AG+GG p=0,976; PTPN22 c.1858CC vs. PTPN22 c.1858TC+ TT p=0,944; INS
5’VNTR klasa Il1/111 vs. klasa I/11l + 1/1 p=0,942).

Jednoczesnie wsréd badanych pacjentéw nie obserwowano istotnego zwigzku pomiedzy
wystepowaniem okreslonego genotypu analizowanych polimorfizmdw, a stopniem ciezkosci DKA w
momencie diagnozy (doktadny test Fishera, polimorfizm c.49A>G genu CTLA-4 p=0,529; polimorfizm
¢.1858T>C genu PTPN22 p=0,317; polimorfizm 5’VNTR genu INS p=0,183).

Ocena czestosé wspotwystepowania genotypdw polimorfizmu c.49A>G genu CTLA-4, ¢.1858T>C genu
PTPN22 oraz 5’VNTR genu INS, stratyfikowanych wzgledem ryzyka rozwoju T1DM, nie wykazata istotnej
zaleznosSci pomiedzy rozwojem DKA na poczatku choroby a kumulacjg genotypdw o wysokim ryzyku
rozwoju T1DM u pacjenta (doktadny test Fishera, wspotwystepowanie genotypow CTLA-4 c.49GG, PTPN22
€.1858TT, klasy I/I polimorfizmu 5’VNTR genu INS vs. rozwdj DKA: obecnos¢ jednego genotypu vs. dwdch
genotypow u pacjenta p=1,0; obecnos¢ dwdch genotypdw vs. trzech genotypdw u pacjenta p=1,0).

11.1. Plec¢ pacjenta jako moderator zalezno$ci pomiedzy dystrybucja wybranych
polimorfizmow genéw CTLA-4, PTPN22 oraz INS w populacji badanej a rozwojem
zaburzen gospodarki kwasowo - zasadowej u chorego w momencie rozpoznania T1DM

W przypadku wszystkich analizowanych polimorfizmdéw genéw CTLA-4, PTPN22 oraz INS stwierdzono
znamienne modulujgce oddziatywanie ptci pacjenta na zaleznosé pomiedzy rozktadem genotypow,
stratyfikowanych wzgledem ryzyka rozwoju T1DM, a wystepowaniem DKA w okresie ujawniania sie
choroby.
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W analizie dotyczacej polimorfizmu c.49A>G genu CTLA-4, u dziewczat posiadajgcych jeden z
genotypdw zwigzanych z podwyzszonym ryzykiem rozwoju T1IDM (CTLA-4 ¢.49GG lub CTLA-4 c.49AG)
wykazano znamiennie mniejszg czestos¢ wystepowania DKA w momencie rozpoznania choroby, niz wsréd
chtopcow o podobnym uktadzie genetycznym w badanym miejscu polimorficznym (doktadny test Fishera,
p=0,027) (ryc. 4.4a). Jednoczesnie w grupie pacjentow o genotypie CTLA-4 c.49AA (genotyp zwigzany z
niskim ryzykiem rozwoju T1DM) nie obserwowano réznic pomiedzy ptciami w czestosci rozwoju DKA na
poczatku choroby (doktadny test Fishera p=0,634) (ryc. 4.4b).

Natomiast w przypadku polimorfizmu c.1858T>C genu PTPN22 pte¢, jako czynnik modulujgcy,
oddziatywata gtéwnie w grupie pacjentdw z genotypem zwigzanym z niskim ryzykiem rozwoju T1DM
(genotyp PTPN22 c.1858CC) czyli odmiennie niz w analizie dotyczacej polimorfizmu c.49A>G genu CTLA-4.
W3sréd pacjentéw o genotypie PTPN22 ¢.1858CC, DKA w okresie ujawniania sie choroby istotnie rzadziej
obserwowano w podgrupie dziewczat (doktadny test Fishera p=0,008) (ryc. 4.5a). Natomiast w grupie
chorych posiadajacych jeden z genotypow zwigzanych z podwyzszonym ryzykiem rozwoju TIDM (PTPN22
¢.1858TT lub PTPN22 c.1858TC) réznice w czestosci wystepowania DKA pomiedzy ptciami pozostawaty
niezamienne (doktadny test Fishera p=0,698) (ryc. 4.5b).

Istotnie mniejsza czestosé wystepowania DKA w momencie diagnozy T1DM u dziewczat wykazano
réwniez przy poréwnaniu obu ptci w grupie pacjentdw posiadajgcych jeden z genotypdéw
predysponujacych do rozwoju T1DM polimorfizmu 5’VNTR genu INS (klasa I/I lub klasa I/11l; polimorfizm
markerowy —23HphIA>T genu INS: genotypy AA oraz AT) (doktadny test Fishera, p=0,027) (ryc. 4.6).
Przeprowadzenie podobnej analizy w grupie chorych z genotypem klasy 1lI/1ll badanego polimorfizmu
(genotyp zwigzany z niskim ryzykiem rozwoju T1IDM; polimorfizm markerowy —23HphIA>T genu INS:
genotyp TT) nie byto mozliwe, ze wzgledu na wystepowanie tego uktadu genowego tylko u 6 oséb w
badanej populacji (1 osoba z DKA vs. 5 0séb bez stwierdzonej DKA w momencie rozpoznania T1IDM).
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Rycina 4.4. Pte¢ pacjenta jako moderator zaleznosci pomiedzy dystrybucjg genotypow polimorfizmu
c.49A>G genu CTLA-4 w populacji badanej a rozwojem zaburzen gospodarki kwasowo — zasadowe;j
u chorego w momencie rozpoznania TIDM

DKA — cukrzycowa kwasica ketonowa

Dane liczbowe na stupkach wykresow:

n (%) — liczba pacjentéw w danej kategorii (udziat procentowy pacjentéw danej kategorii w catej populacji badanej)
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Rycina 4.5. Pte¢ pacjenta jako moderator zaleznosci pomiedzy dystrybucja genotypow polimorfizmu
¢.1858T>C genu PTPN22 w populacji badanej a rozwojem zaburzen gospodarki kwasowo — zasadowej
u chorego w momencie rozpoznania TIDM

DKA — cukrzycowa kwasica ketonowa

Dane liczbowe na stupkach wykresow:

n (%) — liczba pacjentéw w danej kategorii (udziat procentowy pacjentéw danej kategorii w catej populacji badanej)
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polimorfizm -23HphiA=T genu INS
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Rycina 4.6. Pte¢ pacjenta jako moderator zaleznosci pomiedzy dystrybucjg genotypow polimorfizmu
—23HphIA>T genu INS (markera polimorfizmu 5’VNTR genu INS) w populacji badanej a rozwojem

zaburzen gospodarki kwasowo — zasadowej u chorego w momencie rozpoznania TIDM

DKA — cukrzycowa kwasica ketonowa
Dane liczbowe na stupkach wykresow:
n (%) — liczba pacjentéw w danej kategorii (udziat procentowy pacjentéw danej kategorii w catej populacji badanej)

11.2. Wiek pacjenta jako moderator zaleznosci pomiedzy dystrybucja wybranych
polimorfizmow genéw CTLA-4, PTPN22 oraz INS w populacji badanej a rozwojem
zaburzen gospodarki kwasowo - zasadowej u chorego w momencie rozpoznania T1IDM

Podczas analizy wszystkich badanych polimorfizméw genéw CTLA-4, PTPN22 oraz INS jedynie w
przypadku polimorfizmu c.1858>T genu PTPN22 wykazano znamienne modulujgce oddziatywanie wieku
pacjenta na zaleznos$¢ pomiedzy rozktadem genotypow, stratyfikowanych wzgledem ryzyka rozwoju
T1DM, a wystepowaniem DKA w okresie ujawniania sie choroby.

Na podstawie powyzszej analizy stwierdzono istotnie mniejszg czestos¢ wystepowania DKA w
momencie rozpoznania TIDM u pacjentédw w starszej grupie wiekowej (wiek szkolny + mtodziericzy),
posiadajacych jeden z genotypow zwigzanych z podwyzszonym ryzykiem rozwoju TAIDM (PTPN22
¢.1858TT lub PTPN22 c.1858TC) w pordwnaniu z chorymi o podobnym uktadzie genetycznym w badanym
miejscu polimorficznym nalezgcymi do mtodszej kategorii wiekowej (wiek wczesnodzieciecy + wiek
przedszkolny) (doktadny test Fishera, p=0,034) (ryc. 4.7a). Natomiast wsrdd pacjentdéw posiadajgcych
genotyp PTPN22 ¢.1858CC (genotyp zwigzany z niskim ryzykiem rozwoju TIDM) rdznice w czestosci
wystepowania DKA pomiedzy mtodszg i starszg grupg wiekowg pozostawaty nieznamienne (doktadny test
Fishera p=0,512) (ryc. 4.7b).
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Rycina 4.7. Wiek pacjenta jako moderator zaleznosci pomiedzy dystrybucja genotypow polimorfizmu

¢.1858T>C genu PTPN22 w populacji badanej a rozwojem zaburzen gospodarki kwasowo — zasadowej

u chorego w momencie rozpoznania TIDM

DKA — cukrzycowa kwasica ketonowa
Dane liczbowe na stupkach wykresow:

n (%) — liczba pacjentéw w danej kategorii (udziat procentowy pacjentéw danej kategorii w catej populacji badanej)
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12. Ocena aktywnos$ci humoralnej odpowiedzi autoimmunologicznej w pierwszym roku
trwania T1DM

Analize aktywnosci humoralnej odpowiedzi autoimmunologicznej w okresie ujawniania sie TIDM
przeprowadzono stosujgc podziat na kategorie uwzgledniajace ocene jakosciowa miana swoistych
autoprzeciwciat przeciw dekarboksylazie kwasu glutaminowego (GAD) oraz autoprzeciwciat
przeciwinsulinowych (IAA).

W momencie rozpoznania TIDM w grupie badanych pacjentéw dominowata humoralna odpowiedz
autoimmunologiczna skierowana przeciw dekarboksylazie kwasu glutaminowego (autoprzeciwciata GAD)
— 135 chorych (91,84%; miano autoprzeciwciat GAD mediana 129,31 U/ml). Natomiast izolowane
wystepowanie autoprzeciwciat przeciwinsulinowych (IAA) wykazano tylko u 5 pacjentéw (10,64%; miano
autoprzeciwciat IAA mediana 4,39 U/ml). U 42 chorych z dodatnim mianem autoprzeciwciat GAD (31,11%)
stwierdzono wspétwystepowanie dodatniego miana autoprzeciwciat IAA (miano autoprzeciwciat IAA
mediana 3,83 U/ml). Jednoczes$nie nie obserwowano znamiennych rdznic w rozktadzie miana
autoprzeciwciat GAD w zaleznosci od wspdtistnienia odpowiedzi autoimmunologicznej skierowanej
przeciwko natywnej insulinie (test Wilcoxona, p=0,378; miano autoprzeciwciat GAD mediana: grupa
chorych z ujemnym mianem autoprzeciwciat IAA vs. z dodatnim mianem autoprzeciwciat IAA 126,16 U/ml
vs. 140,41 U/ml). Analogicznie, nie stwierdzono istotnych réznic w rozktadzie miana autoprzeciwciat IAA w
zaleznosci od jakosciowej oceny odpowiedzi autoimmunologicznej skierowanej przeciwko gtéwnemu
antygenowi komarek B trzustki — dekarboksylazie kwasu glutaminowego GAD (test Wilcoxona, p=0,288).

Jednoczesnie do grupy badanej zakwalifikowano 7 chorych (4,76%) z izolowang odpowiedzig
autoimmunologiczng w kierunku antygendw komorek wysp trzustki (ICA), przy ujemnym mianie
autoprzeciwciat GAD oraz IAA (miano autoprzeciwciat ICA mediana 1:40).

W dalszym przebiegu rocznej obserwacji pacjentéw nie wykazano znamiennych réznic w iloSciowe;j
ocenie miana autoprzeciwciat GAD (test Wilcoxona, miesigc choroby 0 vs. 6 p=0,342; 6 vs. 12 miesigc
p=0,233)

Natomiast w przypadku autoimmunologicznej odpowiedzi skierowanej przeciw natywnej insulinie
stwierdzono istotny wzrost miana autoprzeciwciat w 6 miesigcu trwania T1IDM (test Wilcoxona, miesigc
choroby 0 vs. 6 p<0,001), ze stabilizacjg ich poziomu do zakornczenia rocznej obserwacji (test Wilcoxona,
miesigc choroby 6 vs. 12 p=0,261; miano autoprzeciwciat IAA: 6 miesigc choroby mediana 6,08 U/ml; 12
miesigc mediana 4,94 U/ml).

12.1. Ocena zaleznos$ci pomiedzy aktywnoscig humoralnej odpowiedzi autoimmunologicznej
w pierwszym roku trwania T1DM a plcig pacjenta

W momencie rozpoznania TIDM znamienne wyzsze miana autoprzeciwciat GAD obserwowano u
dziewczat (test Wilcoxona, p=0,008; miano autoprzeciwciat GAD: chtopcy mediana 54,12 U/ml;
dziewczeta mediana 157,31 U/ml).

W przypadku kazdej z ptci stwierdzano nieznamienne obnizenie sie miana autoprzeciwciat GAD w
kolejnych miesigcach trwania TIDM (test Wilcoxona; chtopcy: miesigc choroby 0 vs. 6 p=0,453, 6 vs. 12
p=0,179, 0 vs. 12 p=0,177; dziewczeta: miesigc choroby 0 vs. 6 p=0,319, 6 vs. 12 p=0,419, O vs. 12
p=0,216), przy czym w 12 miesigcu obserwacji nadal wystepowata istotna réznica pomiedzy dziewczetami
i chtopcami, z tendencjg do wyzszych wartosci miana GAD u dziewczat (test Wilcoxona, p=0,015; miano
autoprzeciwciat GAD: chtopcy mediana 44,75 U/ml; dziewczeta: mediana 123,36 U/ml).

W analizie dotyczgcej miana autoprzeciwciat IAA nie wykazano znamiennych réznic pomiedzy ptciami
na poczatku choroby (test Wilcoxona, p=0,323; miano autoprzeciwciat IAA: chtopcy mediana 1,11 U/ml;
dziewczeta mediana 1,33 U/ml), jak réwniez w kolejnych miesigcach rocznej obserwacji (test Wilcoxona; 6
miesigc choroby p=0,447, 12 miesigc choroby p=0,07). Jednoczesnie podczas analizy dynamiki zmian
miana autoprzeciwciat IAA u chtopcdéw, podobnie jak u dziewczat, dochodzito do istotnego wzrostu ich
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miana w 6 miesigcu trwania TIDM (test Wilcoxona, p<0,001; miano autoprzeciwciat IAA: chtopcy mediana
6,96 U/ml; dziewczeta mediana 5,11 U/ml), z nastepujgcym w 12 miesigcu choroby nieznamiennym
obnizeniem sie aktywnosci humoralnej odpowiedzi autoimmunologicznej skierowanej przeciw natywnej
insulinie (test Wilcoxona, chtopcy p=0,43; dziewczeta p=0,142)

12.2. Ocena zaleznos$ci pomiedzy aktywnoscig humoralnej odpowiedzi autoimmunologicznej
w pierwszym roku trwania T1DM a wiekiem pacjenta

W momencie rozpoznania T1IDM nie stwierdzano istotnych réznic w wartosci miana autoprzeciwciat
GAD w zaleznosci od wieku (test Wilcoxona, p=0,065; miano autoprzeciwciat GAD: wiek wczesnodzieciecy
+ przedszkolny mediana 107,95 U/ml; wiek szkolny + mtodzieficzy mediana 112,96 U/ml).

W kazdej z podgrup wiekowych w dalszym przebiegu rocznej obserwacji wykazano stopniowe oraz
nieznamienne obnizanie sie miana autoprzeciwciat GAD (test Wilcoxona; wiek wczesnodzieciecy +
przedszkolny: miesigc choroby 0 vs. 6 p=0,204, 6 vs. 12 p=0,249, 0 vs. 12 p=0,073; wiek szkolny +
mtodzienczy: miesigc choroby 0 vs. 6 p=0,423, 6 vs. 12 p=0,338, 0 vs. 12 p=0,398), przy jednoczesnie
utrzymujacych sie istotnie wyzszych wartosciach miana autoprzeciwciat GAD w starszej grupie wiekowej
(test Wilcoxona, 6 miesigc choroby p=0,006; 12 miesigc choroby p=0,002; miano autoprzeciwciat GAD 12
miesigc choroby: wiek wczesnodzieciecy + przedszkolny mediana 20,8 U/ml; wiek szkolny + mtodzienczy
mediana 89,35 U/ml).

W przypadku miana autoprzeciwciat IAA nie stwierdzano istotnych réznic w jego wartosci w zaleznosci
od wieku na poczatku choroby (test Wilcoxona, poczgtek choroby p=0,186; miano autoprzeciwciat IAA:
wiek wczesnodzieciecy + przedszkolny mediana 0,96 U/ml; wiek szkolny + mtodziericzy mediana 1,2 U/ml),
jak réwniez w kolejnych miesigcach trwania TIDM (6 miesigc choroby p=0,305, 12 miesigc choroby
p=0,304). Natomiast w przypadku kazdej z grup wiekowych, ocenianych pojedynczo, obserwowano
znamienny wzrost miana autoprzeciwciat IAA w 6 miesigcu trwania choroby (test Wilcoxona, p<0,001 dla
kazdej z ocenianych grup wiekowych; miano autoprzeciwciat IAA: wiek wczesnodzieciecy + przedszkolny
mediana 6,08 U/ml; wiek szkolny + mtodziericzy mediana 6,12 U/ml), po czym w 12 miesigcu trwania
T1DM dochodzito do nieistotnego spadku aktywnosci humoralnej odpowiedzi autoimmunologicznej
skierowanej przeciw natywnej insulinie (test Wilcoxona, wiek wczesnodzieciecy + przedszkolny p=0,289;
wiek szkolny + mtodziericzy p=0,35).

12.3. Ocena zaleznos$ci pomiedzy aktywnoscia humoralnej odpowiedzi autoimmunologicznej
a wystepowaniem zaburzen gospodarki kwasowo - zasadowej u chorego w momencie
rozpoznania T1DM

Nie stwierdzono znamiennej zaleznosci pomiedzy wystepowaniem dodatniego miana jednego ze
swoistych autoprzeciwciat GAD lub IAA a rozwojem DKA w momencie ujawniania sie TIDM (doktadny test
Fishera: dodatnie miano autoprzeciwciat GAD vs. rozwéj DKA p=0,898; dodatnie miano autoprzeciwciat
IAA vs. rozwdj DKA p=0,727). Nie wykazano rowniez zwiekszonego ryzyka rozwoju DKA u pacjentéw z
dodatnim mianem obu swoistych autoprzeciwciat (GAD oraz IAA) w odniesieniu do chorych z dodatnim
mianem jednego z autoprzeciwciat (GAD lub IAA) (doktadny test Fishera: dodatnie miano autoprzeciwciat
GAD vs. rozwdj DKA vs. miano autoprzeciwciat IAA dodatnie/ujemne p=1,0; dodatnie miano
autoprzeciwciat IAA vs. rozwdj DKA vs. miano autoprzeciwciat GAD dodatnie/ujemne p=0,84). W
przypadku wspotwystepowania obu typdw odpowiedzi autoimmunologicznej (GAD oraz IAA) nie
stwierdzono istotnego modulujgcego wptywu dodatniego miana autoprzeciwciat jednego rodzaju na
ocene ilosciowq poziomu drugiego z autoprzeciwciat obecnych u pacjenta (analizy statystyczne
przeprowadzone w oparciu o test Wilcoxona).

Analiza ilosciowa miana autoprzeciwciat GAD w grupie badanej w momencie rozpoznania TIDM
uwidocznita znamienne nizsze miana u chorych ze stwierdzong DKA w odniesieniu do pacjentéw bez cech



Wyniki | 101

DKA w momencie diagnozy (test Wilcoxona, p=0,017; miano autoprzeciwciat GAD: grupa bez DKA
mediana 134,33 U/ml vs. grupa z DKA mediana 39,27 U/ml). W 6 miesigcu obserwacji powyzsza rdznica
pozostawata na granicy istotnosci (test Wilcoxona, p=0,051; miano autoprzeciwciat GAD: grupa bez DKA
mediana 109,1 U/ml vs. grupa z DKA mediana 35,54 U/ml), a po 12 miesigcach byta ponownie znamienna
(test Wilcoxona, p=0,033; miano autoprzeciwciat GAD: grupa bez DKA mediana 73,39 U/ml vs. grupa z
DKA mediana 27,09 U/ml). Przy ocenie kazdej z powyzszych podgrup pojedynczo, nie wykazano istotnych
zmian w dynamice miana autoprzeciwciat GAD w pierwszym roku choroby (analizy statystyczne
przeprowadzone w oparciu o test Wilcoxona). (ryc. 4.8)
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Rycina 4.8. Ocena zaleznosci pomiedzy dynamika zmian aktywnosci humoralnej odpowiedzi
autoimmunologicznej skierowanej przeciw dekarboksylazie kwasu glutaminowego (GAD) w pierwszym
roku trwania TIDM w badanej populacji a wystepowaniem zaburzen gospodarki kwasowo-zasadowej u
chorego w momencie rozpoznania choroby

DKA — cukrzycowa kwasica ketonowa

autoprzeciwciata GAD — autoprzeciwciata przeciw dekarboksylazie kwasu glutaminowego w klasie IgG
analizy statystyczne przeprowadzone w oparciu o test Wilcoxona, na rycinie zaznaczono zaleznosci istotne statystycznie (p<0,05)

W dalszej analizie, zawezonej do grupy chorych ze stwierdzong DKA w momencie rozpoznania T1DM,
nie obserwowano istotnych réznic w ocenie ilosciowej miana autoprzeciwciat GAD w kolejnych miesigcach
obserwacji pacjentéw, w zaleznosci od stopnia ciezkosci DKA (analizy statystyczne przeprowadzone w
oparciu o test Wilcoxona).

Natomiast w analizie iloSciowej miana autoprzeciwciat IAA na poczatku choroby nie wykazano
znamiennych réznic pomiedzy grupa chorych z rozpoznang DKA a pacjentami bez DKA w momencie
diagnozy (test Wilcoxona, p=0,07; miano autoprzeciwciat IAA: grupa bez DKA mediana 1,36 U/ml vs. grupa
z DKA mediana 0,9 U/ml). Powyzsza zaleznos$¢ nie ulegata istotniej modyfikacji przez caty okres rocznej
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obserwacji (test Wilcoxona, 6 miesigc choroby p=0,066; 12 miesigc choroby p=0,378). Jednoczesnie w
kazdej z analizowanych grup, ocenianej pojedynczo, stwierdzano znamienny wzrost miana autoprzeciwciat
IAA w 6 miesigcu trwania TIDM (test Wilcoxona, p<0,001 dla kazdej z analizowanych grup; miano
autoprzeciwciat IAA: grupa bez DKA mediana 4,68 u/ml vs. grupa z DKA mediana 8,62 U/ml), z nastepujaca
stabilizacjg jego poziomu w 12 miesigcu obserwacji (test Wilcoxona, grupa bez DKA p=0,489; grupa z DKA
p=0,144).

W analizie, zawezonej do grupy chorych z rozpoznang DKA w okresie ujawniania sie TIDM, nie
stwierdzono, podobnie jak w przypadku odpowiedzi autoimmunologicznej skierowanej przeciw GAD,
znamiennych réznic w ocenie ilosciowej miana autoprzeciwciat IAA w kolejnych miesigcach obserwacji
chorych, w zaleznosci od stopnia ciezkosci DKA (analizy statystyczne przeprowadzone w oparciu o test
Wilcoxona).

W grupie z izolowang odpowiedzig przeciw antygenom wysp trzustki (ICA), przy ujemnym mianie
autoprzeciwciat GAD oraz IAA, DKA obserwowano u 4 pacjentow (57,14% pacjentéw z izolowang
odpowiedzig przeciw ICA).

12.4. Ocena zaleznos$ci pomiedzy aktywnoscia humoralnej odpowiedzi autoimmunologicznej
a wystepowaniem zaburzen gospodarki kwasowo - zasadowej u chorego w momencie
rozpoznania T1DM, w powigzaniu z plcig pacjenta

W momencie rozpoznania TIDM oraz w 12 miesigcu obserwacji stwierdzano znamienne réznice w
aktywnosci humoralnej odpowiedzi autoimmunologicznej skierowanej przeciw GAD pomiedzy ptciami w
grupie pacjentéw, u ktérych nie rozpoznano DKA na poczatku choroby (test Wilcoxona, poczatek choroby
p=0,008; miano autoprzeciwciat GAD: chtopcy mediana 66,88 U/ml vs. dziewczeta mediana 331,77 U/ml;
12 miesigc choroby p=0,003; miano autoprzeciwciat GAD: chtopcy mediana 53,43 U/ml vs. dziewczeta
mediana 161,4 U/ml). Jednoczes$nie najwyzsze miano autoprzeciwciat GAD wykazano w grupie dziewczat
bez stwierdzonej DKA w okresie ujawniania sie TLDM i pozostawato ono istotnie wyzsze w poréwnaniu do
poziomu autoprzeciwciat GAD obserwowanych u chtopcéw z DKA zaréwno na poczatku choroby, jak i w
kolejnych miesigcach trwania TIDM (test Wilcoxona; poczatek choroby p<0,001; 6 miesigc choroby
p=0,023; 12 miesigc choroby p=0,003; miano autoprzeciwciat GAD — chtopcy z DKA: poczatek choroby
mediana 25,7 U/ml; 6 miesigc choroby mediana 26,2 U/ml; 12 miesigc choroby mediana 19,13 U/ml). Pod
koniec rocznej obserwacji w grupie dziewczat z rozpoznang DKA w okresie ujawniania sie choroby
stwierdzano znamiennie nizsze miano autoprzeciwciat GAD wzgledem poziomdw wykazanych wsréd
dziewczat bez cech DKA w momencie diagnozy T1IDM (test Wilcoxona, p=0,046; miano autoprzeciwciat
GAD — dziewczeta z DKA mediana 68,48 U/ml).

Obserwowane zmiany w aktywnosci humoralnej odpowiedzi autoimmunologicznej skierowanej
przeciw GAD pomiedzy ocenianymi podgrupami pacjentéw w znacznym stopniu korespondowaty réwniez
z wykazanym zréznicowaniem dynamiki zaniku resztkowej insulinosekrecji w powyzszych podgrupach.

Jednoczesnie dynamika zmian miana autoprzeciwciat GAD stwierdzana w obrebie kazdej z
analizowanych podgrup w pierwszym roku trwania TIDM nie wykazywata cech istotnosci (analizy
statystyczne przeprowadzone w oparciu o test Wilcoxona).

Podczas rocznej obserwacji chorych nie stwierdzono potencjalnie modulujgcego oddziatywania
zaburzen gospodarki kwasowo-zasadowej wystepujgcych u chorego w momencie rozpoznania TIDM, w
powigzaniu z ptcig pacjenta, na dynamike odpowiedzi autoimmunologicznej skierowanej przeciw
natywnej insulinie (analizy statystyczne w oparciu o test Wilcoxona).
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12.5. Ocena zaleznosci pomiedzy aktywnosciag humoralnej odpowiedzi autoimmunologicznej
a wystepowaniem zaburzen gospodarki kwasowo - zasadowej u chorego w momencie
rozpoznania T1DM, w powiazaniu z wiekiem pacjenta

Ocena dynamiki zmian aktywnosci humoralnej odpowiedzi autoimmunologicznej skierowanej przeciw
GAD wykazata szczegodlnie niskie poziomy tych autoprzeciwciat podczas catej rocznej obserwacji w
mtodszej grupie wiekowej z rozpoznang DKA na poczatku choroby (miano autoprzeciwciat GAD mediana:
poczatek choroby 25,99 U/ml, 6 miesigc choroby 15,2 U/ml, 12 miesigc choroby 6,2 U/ml). W tej
podgrupie pacjentéw zmiany w aktywnosci humoralnej odpowiedzi autoimmunologicznej skierowanej
przeciw GAD korespondowaty z obserwowanym szybkim zanikiem funkcji resztkowej komorek B trzustki
(= Wyniki pkt.13.1.7 str.124). W powyzszej podgrupie przez caty pierwszy rok trwania TIDM stwierdzano
istotnie nizsze miana autoprzeciwciat GAD w odniesieniu do grupy pacjentow bez cech DKA w okresie
ujawniania sie T1DM, niezaleznie od kategorii wiekowej (test Wilcoxona, wiek wczesnodzieciecy +
przedszkolny z DKA vs. bez DKA: poczatek choroby p=0,023; 6 miesigc choroby p=0,019; 12 miesigc
choroby p=0,004; wiek wczesnodzieciecy + przedszkolny z DKA vs. wiek szkolny + mtodziericzy bez DKA:
poczatek choroby p=0,008; 6 miesigc choroby p=0,002; 12 miesigc choroby p<0,001), a od 6 miesigca
obserwacji rowniez wzgledem grupy chorych z rozpoznang DKA i nalezacych do starszej kategorii
wiekowej (test Wilcoxona, 6 miesigc choroby p=0,005; 12 miesigc choroby p<0,001).

Jednoczes$nie podczas oceny dynamiki zmian miana autoprzeciwciat GAD w pierwszym roku trwania
T1DM nie wykazano znamiennych réznic w obrebie kazdej z analizowanych grup (analizy statystyczne
przeprowadzone w oparciu o test Wilcoxona).

Zmiany w dynamice aktywnosci humoralnej odpowiedzi autoimmunologicznej skierowanej przeciw
natywnej insulinie (IAA) w zaleznos$ci od wystepowania DKA, w powigzaniu z wiekiem pacjenta, w
znacznym stopniu byty zblizone do specyfiki zmian obserwowanych w mianie autoprzeciwciat GAD. Do 6
miesigca choroby stwierdzano istotnie nizsze miana autoprzeciwciat IAA w mtodszej grupie wiekowej z
rozpoznang DKA w okresie ujawniania sie TLDM w pordwnaniu do starszej kategorii wiekowej bez cech
DKA (test Wilcoxona, poczatek choroby p=0,049; 6 miesigc choroby p=0,004). Jednoczes$nie w 6 miesigcu
obserwacji miano autoprzeciwciat IAA w mtodszej grupie wiekowej z rozpoznang DKA na poczgtku
choroby pozostawato znamienne nizsze od miana wystepujgcego w tej samej kategorii wiekowej, ale z
nieobcigzonym wywiadem w kierunku DKA (test Wilcoxona, p=0,003; miano autoprzeciwciat IAA — wiek
wczesnodzieciecy i przedszkolny: z DKA mediana 15,2 U/ml vs. bez DKA 78,35 U/ml) oraz od miana
stwierdzanego w starszej grupie wiekowej z wykazang DKA w momencie rozpoznania T1DM (test
Wilcoxona, p=0,041, miano autoprzeciwciat IAA wiek szkolny + mtodzieficzy mediana 86,3 U/ml).

Jednoczesnie podczas oceny dynamiki zmian miana autoprzeciwciat IAA w pierwszym roku trwania
T1DM w obrebie kazdej z analizowanych podgrup obserwowano typowy znamienny wzrost poziomu
autoprzeciwciat w 6 miesigcu choroby, z nastepujacg stabilizacjg aktywnosci w 12 miesigcu (analizy
statystyczne przeprowadzone w oparciu o test Wilcoxona).

12.6. Ocena potencjalnego zwiazku polimorfizmu c.49A>G genu CTLA-4 z aktywnoS$cia
humoralnej odpowiedzi autoimmunologicznej w pierwszym roku trwania T1DM

W momencie rozpoznania T1DM nie wykazano znamiennych réznic w ocenie iloSciowej miana
autoprzeciwciat przeciw dekarboksylazie kwasu glutaminowego (GAD) w powigzaniu z poszczegdlnymi
genotypami polimorfizmu c.49A>G genu CTLA-4 (analizy statystyczne przeprowadzone w oparciu o test
rozwoju T1DM (genotyp zwigzany niskim ryzykiem rozwoju TIDM — AA; genotypy zwigzane z
podwyzszonym ryzykiem rozwoju T1IDM — GG + AG) (test Wilcoxona p=0,066; miano autoprzeciwciat GAD:
genotyp CTLA-4 c.A9AA mediana 66,36 U/ml; genotypy CTLA-4 c.49GG+AG mediana 115,05 U/ml).

Nastepnie w ciggu rocznej obserwacji stwierdzano stopniowe obnizanie sie miana autoprzeciwciat
GAD, niewykazujgce cech znamiennosci w zaleznosci od genotypu analizowanego polimorfizmu (analiza
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statystyczna przeprowadzona w oparciu o test Wilcoxona). Jednoczesnie w 6 miesigcu trwania choroby
wsrod osob posiadajgcych genotypy CTLA-4 c.49GG oraz CTLA-4 ¢.49AG obserwowano wystepowanie
istotnie wyzszego miana autoprzeciwciat GAD w odniesieniu do pacjentéw bedgcych homozygotami AA
badanego polimorfizmu (test Wilcoxona p=0,025; miano autoprzeciwciat GAD: genotyp CTLA-4 c.49AA
mediana 58,68 U/ml; genotypy CTLA-4 c.49GG+AG mediana 100,6 U/ml). Powyzsza zalezno$¢ byta
warunkowana gtéwnie znamienng réznicg w mianie autoprzeciwciat GAD pomiedzy grupg chorych z
genotypem CTLA-4 c.49AG i genotypem CTLA-4 c.49AA (test Wilcoxona, p=0,019). Po 12 miesigcach
trwania choroby miano autoprzeciwciat GAD w ocenianych podgrupach byto poréwnywalne (analizy
statystyczne przeprowadzone w oparciu o test Wilcoxona; dla analizy uwzgledniajgcej stratyfikacje
genotypow p=0,078; miano autoprzeciwciat GAD: genotyp CTLA-4 c.49AA mediana 53,91 U/ml; genotypy
CTLA-4 c.49GG+AG mediana 60,83 U/ml).

W przypadku humoralnej odpowiedzi autoimmunologicznej skierowanej przeciw natywnej insulinie
(IAA) niezaleznie od genotypu polimorfizmu c.49A>G genu CTLA-4 obserwowano znamienny wzrost miana
autoprzeciwciat w 6 miesigcu trwania TLDM w odniesieniu do wartosci stezert odnotowywanych na
poczatku choroby, z pdzniejszg stabilizacjg poziomu autoprzeciwciat w 12 miesigcu choroby (analizy
statystyczne przeprowadzone w oparciu o test Wilcoxona). Jednocze$nie ani w momencie rozpoznania
T1DM, ani podczas rocznej obserwacji nie wykazano istotnych réznic w mianie autoprzeciwciat IAA w
zaleznosci od genotypu analizowanego polimorfizmu, takze po uwzglednieniu stratyfikacji genotypdw co
do ryzyka rozwoju choroby (analiza statystyczna przeprowadzona w oparciu o test Wilcoxona).

12.6.1. Ocena potencjalnego zwigzku polimorfizmu c.49A>G genu CTLA-4 z aktywnoScia
humoralnej odpowiedzi autoimmunologicznej w pierwszym roku trwania T1DM, z
uwzglednieniem ptci i wieku pacjenta

Nie wykazano istotnego modulujgcego oddziatywania polimorfizmu c.49A>G genu CTLA-4, w
powigzaniu z pfcig chorego, na dynamike zmian aktywnos$ci humoralnej odpowiedzi autoimmunologicznej
skierowanej przeciw GAD (analizy statystyczne przeprowadzone w oparciu o test Wilcoxona). Natomiast w
przypadku zmian aktywnosci autoprzeciwciat IAA stwierdzono wystepowanie szczegdlnie wysokich mian
analizowanych autoprzeciwciat wsrdd chtopcédw posiadajacych genotyp CTLA-4 c.49AA od 6 miesigca
trwania choroby (miano autoprzeciwciat IAA mediana: poczatek choroby 1,15 U/ml; 6 miesigc choroby 9,6
U/ml; 12 miesigc choroby 7,74 U/ml). Jednocze$nie w 6 miesigcu trwania TIDM w tej grupie chorych
wykazane poziomy autoprzeciwciat IAA pozostawaty istotnie wyzsze od mian obserwowanych u chtopcéw
o genotypach CTLA-4 c.49GG oraz CTLA-4 c.49AG (test Wilcoxona, p=0,015; miano autoprzeciwciat IAA —
chtopcy o genotypach CTLA-4 c.49GG+AG mediana 4,71 U/ml), jak réwniez u dziewczat o genotypie CTLA-
4 c.49AA (test Wilcoxona, p=0,016; miano autoprzeciwciat IAA — dziewczeta o genotypie CTLA-4 c.49AA
mediana 4,52 U/ml).

W badanej populacji nie stwierdzono znamiennego modulujgcego oddziatywania analizowanego
polimorfizmu, w powigzaniu z wiekiem pacjenta, na dynamike zmian aktywnosci humoralnej odpowiedzi
autoimmunologicznej skierowanej przeciw GAD oraz IAA w pierwszym roku trwania TIDM (analizy
statystyczne przeprowadzone w oparciu o test Wilcoxona).

12.6.2. Ocena potencjalnego zwigzku polimorfizmu c.49A>G genu CTLA-4 z aktywnosScia
humoralnej odpowiedzi autoimmunologicznej w pierwszym roku trwania choroby, z
uwzglednieniem wystepowania DKA w momencie rozpoznania T1DM

Od momentu rozpoznania TIDM do zakoriczenia rocznej obserwacji, w grupie pacjentéow bez
rozpoznanej DKA na poczatku choroby stwierdzano znamiennie wyzsze miana autoprzeciwciat GAD u 0séb
posiadajacych genotypy CTLA-4 c.49GG oraz CTLA-4 c.49AG (test Wilcoxona, poczatek choroby p=0,003,
miano autoprzeciwciat GAD: CTLA-4 c.49AA mediana 42,2 U/ml, CTLA-4 c.49GG+AG mediana 196,46 U/ml;
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6 miesigc choroby p=0,004, miano autoprzeciwciat GAD: CTLA-4 c.49AA mediana 50,86 U/ml, CTLA-4
¢.49GG+AG mediana 135,13 U/ml; 12 miesigc choroby p=0,017, miano autoprzeciwciat GAD: CTLA-4
c.49AA mediana 53,43 U/ml, CTLA-4 c.49GG+AG mediana 126,34 U/ml). Jednoczesnie byty to najwyzsze
wartosci miana autoprzeciwciat GAD obserwowane w odniesieniu do innych analizowanych grup.
Powyzsze rdznice korespondowaty z istotnymi réznicami w poziomach wydzielania C-peptydu w grupie
chorych z nieobcigzonym wywiadem w kierunku DKA w zaleznosci od genotypu badanego polimorfizmu
(= Wyniki pkt.13.5.1.2 str.132).

Jednoczesnie wsréd chorych z grupy podwyzszonego ryzyka genetycznego rozwoju T1DM (genotypy
CTLA-4 c.49GG+AG), miana autoprzeciwciat GAD obserwowane u pacjentdw bez cech kwasicy na poczatku
choroby pozostawaty znamiennie wyzsze niz w grupie chorych z rozpoznang DKA (test Wilcoxona,
p<0,001; miano autoprzeciwciat GAD: grupa z DKA mediana 29,34 U/ml). Powyzsza istotna zalezno$¢
utrzymywata sie przez caty pierwszy rok trwania TIDM (test Wilcoxona, 6 miesigc choroby p=0,01; 12
miesigc choroby p=0,009). Wsrdd pacjentow bedacych homozygotami CTLA-4 c.49AA nie wykazano
istotnych réznic w mianie autoprzeciwciat GAD w zaleznosci od wystepowania DKA w okresie ujawniania
sie TIDM (test Wilcoxona, poczatek choroby p=0,096; 6 miesigc choroby p=0,138; 12 miesigc choroby
p=0,291).

W przypadku dynamiki zmian aktywnosci humoralnej odpowiedzi autoimmunologicznej skierowanej
przeciw IAA nie wykazano istotnego modulujgcego oddziatywania polimorfizmu c.49A>G genu CTLA-4, w
powigzaniu z wystepowaniem DKA w momencie rozpoznaniaT1DM (analizy statystyczne przeprowadzone
W oparciu o test Wilcoxona).

12.6.3. Aktywnos¢ humoralnej odpowiedzi autoimmunologicznej w pierwszym roku trwania
choroby a potencjalne oddzialywanie modelu strukturalnego /polimorfizm c.49A>G
genu CTLA-4 - DKA w momencie rozpoznania T1DM - pte¢ pacjenta/

W zwigzku z wykazanym w badanej populacji istotnym modulujgcym wptywem ptci na zaleznos¢
pomiedzy dystrybucja genotypdw polimorfizmu c.49A>G genu CTLA-4, stratyfikowanych wzgledem ryzyka
rozwoju T1DM, a wystepowaniem DKA w momencie rozpoznania choroby (= Wyniki pkt. 11.1 str.93),
przeprowadzono analize potencjalnego oddziatywania powyzszego modelu strukturalnego na aktywnos¢
humoralnej odpowiedzi autoimmunologicznej w pierwszym roku trwania TIDM.

Powyzsza ocena nie potwierdzita istotnego modulujgcego oddziatywania badanego modelu
strukturalnego na aktywnosé humoralnej odpowiedzi autoimmunologicznej skierowanej przeciw GAD, jak
i przeciw IAA w pierwszym roku trwania TIDM (analizy statystyczne przeprowadzone w oparciu o test
Wilcoxona).

12.7. Ocena potencjalnego zwiazku polimorfizmu c.1858T>C genu PTPN22 z aktywnos$cia
humoralnej odpowiedzi autoimmunologicznej w pierwszym roku trwania T1DM

Od momentu zachorowania, przez caty okres rocznej obserwacji w grupie pacjentéow bedacych
homozygotami TT polimorfizmu c.1858T>C genu PTPN22 stwierdzano znamiennie wyzsze miana
autoprzeciwciat przeciw dekarboksylazie kwasu glutaminowego (GAD) w poréwnaniu do homozygot CC
oraz heterozygot TC badanego polimorfizmu (test Wilcoxona, genotyp PTPN22 ¢.1858TT vs. PTPN22
¢.1858CC: poczatek choroby p=0,022, 6 miesigc choroby p=0,006, 12 miesigc choroby p=0,026; genotyp
PTPN22 c.1858TT vs. PTPN22 c.1858TC: poczatek choroby p=0,004, 6 miesigc choroby p=0,002, 12 miesigc
choroby p=0,007) (ryc.4.9).

W przypadku kazdego genotypu polimorfizmu c.1858T>C genu PTPN22 stwierdzano odmienng
dynamike aktywnosci humoralnej odpowiedzi autoimmunologicznej skierowanej przeciw GAD w
pierwszym roku trwania T1DM, przy czym obserwowane zmiany w mianie autoprzeciwciat w
poszczegdlnych podgrupach chorych nie wykazywaty cech istotnosci (analiza statystyczna



Wyniki | 106

przeprowadzona w oparciu o test Wilcoxona). Wsréd pacjentéw bedgcych homozygotami CC badanego
polimorfizmu miano autoprzeciwciat GAD na poczatku choroby i w 6 miesigcu byto porownywalne i
dopiero w 12 miesigcu dochodzito do obnizenia sie jego wartosci (miano autoprzeciwciat GAD mediana:
poczatek choroby 99,78 U/ml, 6 miesigc choroby 97,34 U/ml, 12 miesigc choroby 54,05 U/ml). W
przypadku heterozygot TC obnizenie poziomu autoprzeciwciat GAD obserwowano juz w 6 miesigcu
trwania choroby, po czym nastepowata stabilizacja odnotowywanych wartosci miana autoprzeciwciat
(miano autoprzeciwciat GAD mediana: poczatek choroby 94,3 U/ml, 6 miesigc choroby 41,3 U/ml, 12
miesigc choroby 42,9 U/ml). Natomiast u pacjentow posiadajgcych genotyp PTPN22 c.1858TT, po
znacznym wzroscie miana autoprzeciwciat GAD w 6 miesigcu obserwacji, po roku trwania choroby
dochodzito do gwattownego spadku wartosci miana autoprzeciwciat, do poziomu zblizonego do wartosci
odnotowanych w tej grupie w momencie rozpoznania TIDM (miano autoprzeciwciat GAD mediana:
poczatek choroby 290,28 U/ml, 6 miesigc choroby 1139,9 U/ml, 12 miesigc choroby 486,86 U/ml).
(ryc.4.9)
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Rycina 4.9. Ocena oddziatywania polimorfizmu ¢.1858T>C genu PTPN22 na dynamike zmian aktywnosci
humoralnej odpowiedzi autoimmunologicznej skierowanej przeciw GAD w pierwszym roku trwania
TiDM

autoprzeciwciata GAD — autoprzeciwciata przeciw dekarboksylazie kwasu glutaminowego w klasie 1gG
analizy statystyczne przeprowadzone w oparciu o test Wilcoxona, na rycinie zaznaczono zaleznosci istotne statystycznie (p<0,05)

Podczas analizy dynamiki zmian aktywnosci humoralnej odpowiedzi autoimmunologicznej skierowane;j
przeciw GAD w powigzaniu z genotypami badanego polimorfizmu, stratyfikowanymi wzgledem ryzyka
rozwoju T1DM, nie stwierdzano juz tak wyraZznych réznic, z uwagi na wtgczenie oséb posiadajgcych
genotypy PTPN22 ¢.1858TT oraz PTPN22 ¢.1858TC do jednej grupy (analizy statystyczne przeprowadzone
w oparciu o test Wilcoxona).
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Obserwowane zmiany w aktywnosci humoralnej odpowiedzi autoimmunologicznej skierowanej
przeciw GAD w znacznym stopniu korespondowaty z dynamikg zaniku funkcji resztkowej komorek B
trzustki w zaleznosci od stwierdzonego genotypu badanego polimorfizmu (= Wyniki pkt.13.5.2 str.132).

Natomiast w przypadku humoralnej odpowiedzi autoimmunologicznej skierowanej przeciw natywnej
insulinie (IAA) istotne réznice w jej aktywnosci w odniesieniu do poszczegdlnych genotypow polimorfizmu
¢.1858T>C genu PTPN22 obserwowano gtéwnie w momencie rozpoznania choroby oraz w 6 miesigcu
trwania T1DM (ryc.4.10). Na poczatku choroby stwierdzano znamiennie wyzsze miana autoprzeciwciat IAA
w grupie pacjentow bedacych homozygotami TT badanego polimorfizmu w poréwnaniu z grupg chorych o
genotypie PTPN22 ¢.1858TC (test Wilcoxona, p=0,018; miano autoprzeciwciat IAA: genotyp PTPN22
€.1858TT mediana 1,6 U/ml; genotyp PTPN22 c.1858TC mediana 0,89 U/ml). Jednoczesnie miana
autoprzeciwciat IAA w momencie rozpoznania TIDM u chorych bedacych heterozygotami TC
analizowanego polimorfizmu pozostawaty istotnie nizsze takze w stosunku do poziomow autoprzeciwciat
IAA odnotowywanych u homozygot CC (test Wilcoxona, p=0,035; miano autoprzeciwciat IAA: genotyp
PTPN22 c.1858CC mediana 1,2 U/ml; genotyp PTPN22 c.1858TC mediana 0,89 U/ml). (ryc.4.10)
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Rycina 4.10. Ocena oddziatywania polimorfizmu c.1858T>C genu PTPN22 na dynamike zmian
aktywnosci humoralnej odpowiedzi autoimmunologicznej skierowanej przeciw IAA w pierwszym roku
trwania TIDM

autoprzeciwciata IAA — autoprzeciwciata przeciwinsulinowe w klasie 1gG
analizy statystyczne przeprowadzone w oparciu o test Wilcoxona, na rycinie zaznaczono zaleznosci istotne statystycznie (p<0,05)

W 6 miesigcu trwania TLDM obserwowano nadal utrzymywanie sie istotnie wyzszych pozioméw
autoprzeciwciat IAA u homozygot TT w odniesieniu do pacjentédw posiadajacych genotyp PTPN22
¢.1858TC (test Wilcoxona, p=0,044; miano autoprzeciwciat IAA: genotyp PTPN22 c.1858TT mediana 8,48
U/ml; genotyp PTPN22 c.1858TC mediana 4,55 U/ml) (ryc.4.10).
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Jednoczesnie miana autoprzeciwciat IAA obserwowane w 6 i 12 miesigcu trwania TLDM pozostawaty
znamiennie wyzsze od miana stwierdzanego na poczatku choroby w przypadku kazdego z genotypdw
analizowanego polimorfizmu (analizy statystyczne przeprowadzone w oparciu o test Wilcoxona)
(ryc.4.10).

12.7.1. Ocena potencjalnego zwiazku polimorfizmu c.1858T>C genu PTPN22 z aktywno$cia
humoralnej odpowiedzi autoimmunologicznej w pierwszym roku trwania choroby, z
uwzglednieniem wystepowania DKA w momencie rozpoznania T1DM

Podczas rocznej obserwacji nie wykazano modulujgcego oddziatywania polimorfizmu ¢.1858T>C genu
PTPN22, w powigzaniu z wystepowaniem DKA w okresie ujawniania sie TIDM, na dynamike zmian
aktywnosci humoralnej odpowiedzi autoimmunologicznej skierowanej przeciw dekarboksylazie kwasu
glutaminowego (GAD) w badanej populacji (analizy statystyczne przeprowadzone w oparciu o test
Wilcoxona).

Natomiast w przypadku humoralnej odpowiedzi autoimmunologicznej skierowanej przeciw natywnej
insulinie (IAA) w 6 miesigcu trwania T1DM stwierdzono istotne, modulujgce oddziatywanie badanego
polimorfizmu w powigzaniu z wystepowaniem DKA w momencie rozpoznania choroby. W tym okresie
obserwacji we wszystkich analizowanych grupach dochodzito do znamiennego wzrostu miana
autoprzeciwciat IAA (test Wilcoxona, p<0,001 dla kazdej analizowanej grupy), przy czym najbardziej
dynamiczne narastanie poziomu autoprzeciwciat wykazano w grupie chorych z obcigzonym wywiadem w
kierunku DKA, posiadajgcych genotypy PTPN22 c.1858TT oraz PTPN22 ¢.1858TC. Powodowato to
powstanie istotnych réznic pomiedzy mianem autoprzeciwciat IAA stwierdzanym w grupie chorych
zwiekszonego ryzyka genetycznego w zaleznosci od wywiadu w kierunku wystepowania DKA na poczatku
choroby (test Wilcoxona, p=0,007; miano autoprzeciwciat IAA — genotypy PTPN22 c.1858TT+TC: bez DKA
mediana 4,28 U/ml; z DKA mediana 9,3 U/ml). Jednoczes$nie w tym okresie trwania TIDM wsrod chorych,
u ktérych nie stwierdzano DKA w momencie rozpoznania T1DM obserwowano znamiennie nizsze miana
autoprzeciwciat IAA u pacjentéw bedgcych homozygotami CC analizowanego polimorfizmu (test
Wilcoxona, p=0,049; miano autoprzeciwciat IAA — grupa chorych bez DKA: genotyp PTPN22 ¢.1858CC
mediana 6,08 U/ml; genotypy PTPN22 c.1858TT+TC mediana 4,28 U/ml).

12.7.2. Ocena potencjalnego zwiazku polimorfizmu c.1858T>C genu PTPN22 z aktywno$cia
humoralnej odpowiedzi autoimmunologicznej w pierwszym roku trwania T1DM, z
uwzglednieniem ptci pacjenta

W grupie pacjentéw posiadajgcych genotyp PTPN22 ¢.1858CC, w momencie rozpoznania T1DM, jak
rowniez po 12 miesigcach trwania choroby stwierdzano wystepowanie znamiennie wyzszych mian
autoprzeciwciat GAD wsrdod dziewczat (test Wilcoxona, poczatek choroby p=0,005; miano autoprzeciwciat
GAD — genotyp PTPN22 c.1858CC poczatek choroby: chtopcy mediana 46,8 U/ml, dziewczeta mediana
218,84 U/ml; 12 miesigc choroby p=0,018; miano autoprzeciwciat GAD — genotyp PTPN22 ¢.1858CC 12
miesigc choroby: chtopcy mediana 44,75 U/ml, dziewczeta mediana 143,73 U/ml). Wsréd pacjentow
nalezgcych do grupy zwiekszonego ryzyka genetycznego nie wykazano istotnych zmian w dynamice
aktywnosci humoralnej odpowiedzi autoimmunologicznej skierowanej przeciw GAD w zaleznosci od pfci
przez caty okres rocznej obserwacji (test Wilcoxona, poczatek choroby p=0,347; 6 miesigc choroby
p=0,386; 12 miesigc choroby p=0,219)

Powyzsze zmiany, szczegdlnie w grupie chorych bedgcych homozygotami CC badanego polimorfizmu w
znacznym stopniu korespondowaty z obserwowang dynamikg zaniku funkcji resztkowej komorek B
trzustki w pierwszym roku trwania TIDM (- Wyniki pkt.13.5.2.2 str.135).

Jednoczesnie w ciggu rocznej obserwacji nie stwierdzono istotnych réznic w mianie autoprzeciwciat
GAD w obrebie kazdej z ptci, w zaleznosci od wystepujacego u pacjenta genotypu badanego polimorfizmu.
Rowniez w poszczegdlnych z analizowanych grup chorych nie wykazano znamiennych zmian w dynamice
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aktywnosci humoralnej odpowiedzi autoimmunologicznej skierowanej przeciw GAD w pierwszym roku
trwania T1DM (analizy statystyczne przeprowadzone w oparciu o test Wilcoxona).

W czasie rocznej obserwacji nie stwierdzono istotnych zmian w aktywnosci humoralnej odpowiedzi
autoimmunologicznej skierowanej przeciw IAA w badanej populacji w zaleznosci od genotypu
polimorfizmu ¢.1858T>C genu PTPN22 w powigzaniu z ptcig chorego (analizy statystyczne
przeprowadzone w oparciu o test Wilcoxona).

12.7.3. Aktywnos$¢ humoralnej odpowiedzi autoimmunologicznej w pierwszym roku trwania
choroby a potencjalne oddzialywanie modelu strukturalnego /polimorfizm ¢c.1858T>C
genu PTPN22 - DKA w momencie rozpoznania T1DM - pte¢ pacjenta/

W zwigzku z wykazanym w badanej populacji istotnym modulujgcym wptywem ptci na zaleznosé
pomiedzy dystrybucja genotypdw polimorfizmu ¢.1858T>C genu PTPN22, stratyfikowanych wzgledem
ryzyka rozwoju T1DM, a wystepowaniem DKA w momencie rozpoznania choroby (= Wyniki pkt. 11.1
str.93), dokonano oceny potencjalnego oddziatywania powyzszego modelu strukturalnego na aktywnosé
humoralnej odpowiedzi autoimmunologicznej w pierwszym roku trwania TIDM.

Analiza humoralnej odpowiedzi autoimmunologicznej skierowanej przeciw dekarboksylazie kwasu
glutaminowego (GAD) na poczatku choroby wsréd pacjentéw bedgcych homozygotami CC badanego
polimorfizmu nie wykazata znamiennych rdéznic w mianie autoprzeciwciat w obrebie kazdej z ptci w
zaleznosci od wystepowania DKA w momencie rozpoznania T1DM (test Wilcoxona, grupa bez DKA vs.
chorzy z DKA: chtopcy p=0,104; dziewczeta p=0,489) (ryc. 4.11). Jedynie w 6 miesigcu obserwacji w tej
podgrupie chorych stwierdzono istotne réznice w mianie autoprzeciwciat GAD ws$réd chtopcéw w
zaleznosci od rozwoju u nich DKA w okresie ujawniania sie TLDM (test Wilcoxona, p=0,042; miano
autoprzeciwciat GAD: grupa bez DKA mediana 94,08 U/ml; chorzy z DKA mediana 22,9 U/ml). Natomiast u
dziewczynek posiadajgcych genotyp PTPN22 ¢.1858CC, pomimo nieodnotowania znamiennych réznic w
wartosciach miana autoprzeciwciat GAD w powigzaniu z wystepowaniem DKA podczas rocznej obserwacji
(analiza statystyczna przeprowadzona w oparciu o test Wilcoxona), w obu podgrupach wykazano
odmienng dynamike zmian aktywnosci humoralnej odpowiedzi autoimmunologicznej skierowanej przeciw
GAD. U dziewczynek bez obcigzonego wywiadu w kierunku DKA stwierdzano stopniowe obnizanie sie
miana autoprzeciwciat GAD w ciggu rocznej obserwacji, podczas gdy w grupie z DKA wykazano ciggty
wzrost miana w tym samym okresie czasu. (ryc. 4.11)

W grupie dziewczynek z negatywnym wywiadem w kierunku DKA na poczatku choroby, posiadajgcych
genotypy PTPN22 ¢.1858TT oraz PTPN22 ¢.1858TC stwierdzano znaczng aktywnos$¢ humoralnej
odpowiedzi autoimmunologicznej skierowane] przeciw GAD zarowno w momencie rozpoznania T1DM, jak
i przez caty okres rocznej obserwacji. Wykazane w tej podgrupie miana autoprzeciwciat GAD pozostawaty
przez caty okres rocznej obserwacji znamiennie wyzsze od poziomdéw autoprzeciwciat u dziewczynek z
rozpoznang DKA w okresie ujawniania sie choroby (test Wilcoxona, poczatek choroby p=0,048; 6 miesigc
choroby p=0,021; 12 miesigc choroby p=0,009). Jednoczesnie byty to najwyzsze miana autoprzeciwciat
GAD odnotowywane w pierwszym roku trwania TIDM wsrdod pacjentow posiadajgcych genotypy PTPN22
€.1858TT oraz PTPN22 c.1858TC. (ryc. 4.11)

Opisane powyzej zmiany w aktywnosci humoralnej odpowiedzi autoimmunologicznej skierowanej
przeciw GAD pozostawaty w zwigzku czasowym ze zmianami funkcji resztkowej komérek B trzustki, ktére
obserwowano w poszczegdlnych podgrupach chorych analizowanego modelu strukturalnego (= Wyniki
pkt.13.5.2.3 str.138).

Jednoczesnie podczas rocznej obserwacji pacjentéw w obrebie kazdej z ptci nie wykazano
znamiennych réznic w mianie autoprzeciwciat GAD pomiedzy osobami posiadajgcymi rézne genotypy
badanego polimorfizmu, stratyfikowane wzgledem ryzyka rozwoju TIDM (PTPN22 c.1858CC vs. PTPN22
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¢.1858TT oraz PTPN22 c.1858TC), w zaleznosci od wystepowania DKA w okresie ujawniania sie choroby
(analizy statystyczne przeprowadzone w oparciu o test Wilcoxona).
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Rycina 4.11. Oddziatywanie modelu strukturalnego /polimorfizm c.1858T>C genu PTPN22 — DKA
W momencie rozpoznania T1DM - pte¢ pacjenta/ na dynamike zmian aktywnosci humoralnej
odpowiedzi autoimmunologicznej skierowanej przeciw GAD w pierwszym roku trwania T1DM
DKA — cukrzycowa kwasica ketonowa

autoprzeciwciata GAD — autoprzeciwciata przeciw dekarboksylazie kwasu glutaminowego w klasie IgG
analizy statystyczne przeprowadzone w oparciu o test Wilcoxona

Celem zachowania czytelnosci ryciny na wykresie przedstawiono wytgcznie mediany poziomdéw autoprzeciwciat GAD, ktére odnotowano w
kolejnych punktach czasowych obserwacji w poszczegdlnych podgrupach pacjentéw, uwzglednianych w analizie.

W przypadku humoralnej odpowiedzi autoimmunologicznej skierowanej przeciw natywnej insulinie
(IAA) nie wykazano istotnego modulujgcego oddziatywania analizowanego modelu strukturalnego na
dynamike zmian jej aktywnosci w pierwszym roku trwania TIDM w badanej populacji (analizy statystyczne
przeprowadzone w oparciu o test Wilcoxona).

12.7.4. Ocena potencjalnego zwigzku polimorfizmu c.1858T>C genu PTPN22 z aktywnos$cia
humoralnej odpowiedzi autoimmunologicznej w pierwszym roku trwania T1DM, z
uwzglednieniem wieku pacjenta

Modulujgce oddziatywanie polimorfizmu c.1858T>C genu PTPN22 w zaleznosci od wieku pacjenta na
aktywno$¢ humoralnej odpowiedzi autoimmunologicznej skierowanej przeciw GAD w badanej populacji
obserwowano od poczatku choroby do 12 miesigca trwania TIDM.

W momencie rozpoznania choroby w grupie pacjentéw posiadajgcych genotypy PTPN22 c.1858TT oraz
PTPN22 c.1858TC w mtodszej i starszej grupie wiekowej (mtodsza grupa wiekowa — wiek wczesnodzieciecy
i przedszkolny; starsza grupa wiekowa — wiek szkolny + mtodzienczy) stwierdzano zblizone miano
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autoprzeciwciat GAD (test Wilcoxona, p=0,47; miano autoprzeciwciat GAD: wiek wczesnodzieciecy +
przedszkolny mediana 94,3 U/ml; wiek szkolny + mtodziericzy mediana 111,25 U/ml), podczas gdy wsrod
chorych bedacych homozygotami CC badanego polimorfizmu odnotowano istotnie nizsze miano
autoprzeciwciat GAD u mtodszych dzieci w odniesieniu do pacjentéw zakwalifikowanych do starszych
kategorii wiekowych (test Wilcoxona, p=0,029; miano autoprzeciwciat GAD: wiek wczesnodzieciecy +
przedszkolny mediana 28,67 U/ml; wiek szkolny + mtodziericzy mediana 121,14 U/ml). Powyzsza zaleznos¢
stwierdzana w grupie chorych o genotypie PTPN22 c.1858CC pozostawata znamienna do zakoriczenia
pierwszego roku choroby (test Wilcoxona, 6 miesigc choroby p=0,007; 12 miesigc choroby p=0,013).

W 6 miesigcu trwania obserwacji we wszystkich analizowanych grupach dochodzito do obnizenia sie
miana autoprzeciwciat GAD, przy czym szczegolnie silny, cho¢ niewykazujacy cech istotnosci, spadek
poziomu autoprzeciwciat stwierdzano u mtodszych dzieci o genotypach PTPN22 c.1858TT oraz PTPN22
¢.1858TC (test Wilcoxona, miesigc choroby 0 vs. 6 p=0,225; 6 miesigc choroby miano autoprzeciwciat GAD
mediana 46,01 U/ml). Pomimo to w grupie pacjentéw o zwiekszonym ryzyku genetycznym nadal nie
stwierdzano istotnych réznic w mianie autoprzeciwciat GAD w zaleznosci od wieku chorego (test
Wilcoxona, p=0,159). Dopiero w 12 miesigcu obserwacji miano autoprzeciwciat GAD u mtodszych dzieci
nalezgcych do grupy zwiekszonego ryzyka obnizato sie do poziomdéw obserwowanych w tej samej
kategorii wiekowej u homozygot CC badanego polimorfizmu (miano autoprzeciwciat GAD — wiek
wczesnodzieciecy + przedszkolny: PTPN22 ¢.1858CC mediana 20,01 U/ml; PTPN22 c.1858TT+TC mediana
20,9 U/ml). Powodowato to powstanie istotnych réznic pomiedzy mtodszg i starszg grupg wiekows,
niezaleznie od genotypu analizowanego polimorfizmu (test Wilcoxona, wiek wczesnodzieciecy +
przedszkolny vs. wiek szkolny + mtodziericzy: PTPN22 ¢.1858CC p=0,013; PTPN22 c.1858TT+TC p=0,049).

W czasie rocznej obserwacji nie stwierdzono istotnych zmian w aktywnosci humoralnej odpowiedzi
autoimmunologicznej skierowanej przeciw IAA w badanej populacji w zaleznosci od genotypu
polimorfizmu ¢.1858T>C genu PTPN22 w powigzaniu z wiekiem chorego (analizy statystyczne
przeprowadzone w oparciu o test Wilcoxona).

12.7.5. Aktywnos¢ humoralnej odpowiedzi autoimmunologicznej w pierwszym roku trwania
choroby a potencjalne oddzialywanie modelu strukturalnego /polimorfizm c.1858T>C
genu PTPN22 - DKA w momencie rozpoznania T1DM - wiek pacjenta/

W zwigzku z wykazanym w badanej populacji istotnym modulujgcym wptywem wieku na zaleznos¢
pomiedzy dystrybucjg genotypdw polimorfizmu ¢.1858T>C genu PTPN22, stratyfikowanych wzgledem
ryzyka rozwoju T1DM, a wystepowaniem DKA w momencie rozpoznania choroby (- Wyniki pkt.11.2
str.97), dokonano oceny potencjalnego oddziatywania powyzszego modelu strukturalnego na aktywnosé
humoralnej odpowiedzi autoimmunologicznej w pierwszym roku trwania TLDM.

W grupie chorych bedacych homozygotami CC badanego polimorfizmu przez caty okres rocznej
obserwacji nie stwierdzano znamiennych réznic w rozktadach miana autoprzeciwciat GAD, ktére mogtyby
wskazywac na modulujgce oddziatywanie analizowanego modelu strukturalnego. W tej grupie pacjentéw,
wsrod osob z rozpoznang DKA na poczatku choroby i nalezacych do mtodszych kategorii wiekowych (wiek
wczesnodzieciecy + przedszkolny) obserwowano szczegdlnie matg aktywnos$é humoralnej odpowiedzi
autoimmunologicznej skierowanej przeciwko GAD przez caty pierwszy rok trwania TIDM. Jednoczesnie
miana autoprzeciwciat GAD odnotowywane wsréd tych chorych pozostawaty najnizsze w poréwnaniu z
poszczegdlnymi podgrupami chorych w analizowanym modelu strukturalnym (ryc.4.12).

W dalszej analizie grupy pacjentéw posiadajacych genotyp PTPN22 ¢.1858CC, wsrdd chorych z
obcigzonym wywiadem w kierunku DKA i nalezgcych do starszych kategorii wiekowych (wiek szkolny +
mtodzieniczy) obserwowano odmienng dynamike aktywnosci humoralnej odpowiedzi
autoimmunologicznej skierowanej przeciw GAD w 6 miesigcu trwania TIDM. U tych pacjentéw w 6
miesigcu obserwacji stwierdzano znaczny, ale niewykazujacy cech znamiennosci, wzrost poziomu
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autoprzeciwciat GAD, podczas gdy w pozostatych podgrupach chorych bedacymi homozygotami CC
badanego polimorfizmu wykazywano stopniowy zanik aktywnosci humoralnej odpowiedzi
autoimmunologicznej skierowanej przeciw GAD (ryc.4.12).
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Rycina 4.12. Oddziatywanie modelu strukturalnego /polimorfizm c.1858T>C genu PTPN22 — DKA
w momencie rozpoznania TLDM — wiek pacjenta/ na dynamike zmian aktywnosci humoralnej
odpowiedzi autoimmunologicznej skierowanej przeciw GAD w pierwszym roku trwania TILDM
DKA — cukrzycowa kwasica ketonowa

autoprzeciwciata GAD — autoprzeciwciata przeciw dekarboksylazie kwasu glutaminowego w klasie IgG
analizy statystyczne przeprowadzone w oparciu o test Wilcoxona

Celem zachowania czytelnosci ryciny na wykresie przedstawiono wytacznie mediany poziomdéw autoprzeciwciat GAD, ktére odnotowano w
kolejnych punktach czasowych obserwacji w poszczegdélnych podgrupach pacjentéw, uwzglednianych w analizie.

Opisane powyzej zmiany w aktywnosci humoralnej odpowiedzi autoimmunologicznej skierowanej
przeciw GAD pozostawaty w zwigzku czasowym ze zmianami funkcji resztkowej komoérek B trzustki, ktére
obserwowano w poszczegdlnych podgrupach chorych posiadajgcych genotyp PTPN22 c.1858CC w
analizowanym modelu strukturalnym (= Wyniki pkt.13.5.2.5 str.140).

Natomiast wsrdd pacjentdw z grupy podwyzszonego ryzyka genetycznego rozwoju T1DM (genotypy
PTPN22 c.1858TT oraz PTPN22 c.1858TC), w pierwszym roku trwania choroby, obserwowano
wystepowanie znamiennie wyzszych mian autoprzeciwciat GAD w mtodszych grupach wiekowych z
negatywnym wywiadem w kierunku DKA w porédwnaniu z chorymi w tym samym wieku i z rozpoznang
DKA w okresie ujawniania sie TIDM (test Wilcoxona, poczatek choroby p=0,042; 6 miesigc choroby
p=0,034; 12 miesigc choroby p=0,017). Podobnej zaleznosci nie wykazano w starszych grupach wiekowych
w zaleznosci od wystepowania DKA w momencie rozpoznania T1DM (test Wilcoxona, poczatek choroby
p=0,361; 6 miesigc choroby p=0,418; 12 miesigc choroby p=0,491). (ryc.4.12)
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Jednoczesnie w grupie chorych posiadajacych genotypy PTPN22 ¢.1858TT oraz PTPN22 ¢.1858TC
obserwowano odmienng dynamike aktywnosci humoralnej odpowiedzi autoimmunologicznej skierowane;j
przeciw GAD w zaleznosci od wieku i wystepowania DKA w okresie ujawniania sie TIDM. W mtodszych
grupach wiekowych (wiek wczesnodzieciecy + przedszkolny) stwierdzano stopniowe obnizanie sie miana
autoprzeciwciat GAD podczas rocznej obserwacji, przy czym wsrdd pacjentéw z wywiadem obcigzonym
wystgpieniem DKA na poczatku choroby zanik odpowiedzi autoimmunologicznej byt bardziej dynamiczny
w poréwnaniu z chorymi, u ktérych nie doszto do rozwoju DKA w momencie rozpoznania TIDM. (ryc.4.10)
W starszych grupach wiekowych (wiek szkolny + mtodziericzy) w 6 miesigcu trwania choroby
obserwowano nieznamienny wzrost miana autoprzeciwciat GAD niezaleznie od wystepowania DKA w
okresie ujawniania sie TIDM. Natomiast w 12 miesigcu obserwacji wsréd chorych z DKA w wywiadzie
stwierdzano dalszy, niewykazujacy cech znamiennosci, wzrost miana autoprzeciwciat GAD, podczas gdy u
0s6b z nieobcigzonym wywiadem w kierunku DKA nastepowat stopniowy zanik odpowiedzi
autoimmunologiczne;j. (ryc.4.10)

Powyzsze zmiany w aktywnosci humoralnej odpowiedzi autoimmunologicznej skierowanej przeciw
GAD w znacznym stopniu korespondowaty ze zmianami funkcji resztkowej komaérek B trzustki, ktore
obserwowano w poszczegdlnych podgrupach chorych posiadajgcych genotypy PTPN22 ¢.1858TT oraz
PTPN22 ¢.1858TC w analizowanym modelu strukturalnym (= Wyniki pkt.13.5.2.5 str.140).

Jednoczesnie podczas rocznej obserwacji pacjentéw w obrebie poszczegdlnych kategorii wiekowych,
ocenianych pojedynczo, nie wykazano znamiennych réznic w mianie autoprzeciwciat GAD pomiedzy
osobami posiadajgcymi rézne genotypy badanego polimorfizmu, stratyfikowane wzgledem ryzyka rozwoju
T1DM (PTPN22 c.1858CC vs. PTPN22 c.1858TT oraz PTPN22 c.1858TC), w zaleznosci od wystepowania
DKA w okresie ujawniania sie choroby (analizy statystyczne przeprowadzone w oparciu o test Wilcoxona).

W przypadku humoralnej odpowiedzi autoimmunologicznej skierowanej przeciw natywnej insulinie
(IAA) nie potwierdzono istotnego oddziatywania analizowanego modelu strukturalnego na dynamike
zmian jej aktywnosci w pierwszym roku trwania TLDM w badanej populacji (analizy statystyczne
przeprowadzone w oparciu o test Wilcoxona).

12.8. Ocena potencjalnego zwigzku polimorfizmu 5’VNTR genu INS z aktywnoscia
humoralnej odpowiedzi autoimmunologicznej w pierwszym roku trwania T1DM

Ostateczna interpretacja przeprowadzonych analiz, dotyczacych potencjalnego zwigzku pomiedzy
polimorfizmem 5’VNTR genu INS (ocena za pomocg polimorfizmu markerowego —23HphIA>T) a
aktywnoscig humoralnej odpowiedzi autoimmunologicznej skierowanej przeciw dekarboksylazie kwasu
glutaminowego (GAD) oraz przeciw natywnej insulinie (IAA) u obserwowanych pacjentéw w pierwszym
roku trwania TIDM pozostaje niemozliwa, z uwagi na dystrybucje poszczegdlnych genotypow
analizowanego polimorfizmu w badanej populacji (- Wyniki pkt.7 str.86).
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13. Ocena funkgcji resztkowej komorek B trzustki w pierwszym roku trwania T1DM

W badanej grupie ocene funkcji resztkowej komaorek B trzustki w momencie rozpoznania T1DM oraz
dynamiki jej zmian w pierwszym roku trwania choroby przeprowadzono za pomocg pomiardéw stezenia
C-peptydu na czczo. Analizy wynikow oznaczen C-peptydu dokonano zgodnie z kryteriami
przedstawionymi w punkcie 4.3 rozdziatu Materiaty i metody (= Materiaty i metody pkt.4.3 str.66).
Poniewaz wszystkie oznaczenia stezen C-peptydu zostaty wykonane na czczo, w dalszym tekscie rozprawy
postuzono sie skrdconym zapisem stezenie C-peptydu zamiast petnego okreslenia stezenie C-peptydu na

czczo.

W tabeli 4.12 przedstawiono zestawienie wszystkich pomiardow stezenia C-peptydu, ktérych dokonano
w grupie badanych pacjentéw w ciggu rocznej obserwacji, ze szczegdlnym uwzglednieniem wytycznych
Immunology of Diabetes Society oraz ADA.

Tabela 4.12. Zestawienie pomiaréw stezenia C-peptydu dokonanych w ciggu rocznej obserwacji
w badanej populacji, z uwzglednieniem wytycznych Immunology of Diabetes Society (Greenbaum and
Harrison, 2003) oraz ADA (Palmer et al., 2004)

, S liczba pomiaréw
liczba pomiaréw C-veptvdu
.. liczba wykonanych C-peptydu _«pep _ty_
punkt obserwacji ., , . , niespetniajgcych
pomiarow C-peptydu | speiniajqcych kryteria o
IDS oraz ADA? kryteriow
IDS oraz ADA”
moment rozpoznania
119 28
choroby 147 (80,95%) (19,05%)
(n=147)
I wgytf’a kon;trolr;a 140 124 16
(3 miesiagc choroby) (88,57%) (11,43%)
(n=140)
] W|.zyt.a ko;trol;a 133 114 19
(6 miesigc choroby) (85,71%) (14,29%)
(n=133)
Ig W|.zyt.a ko;trolgla 13 99 33
(9 miesiac choroby) (75,0%) (25,0%)
(n=132)
Il\/ZW|?yt§ kor;]trolr;a 135 109 26
(12 miesigc choroby) (80,74%) (19,26%)

(n=135)

" dane w poszczegdlnych kolumnach przedstawiono jako liczbe pacjentéw przyporzadkowanych do okreslonej kategorii, uwzgledniajgcej
kryteria IDS/ADA, w nawiasach podano ich udziat procentowy w analizowanej populacji w danym punkcie rocznej obserwacji
n —liczba pacjentéw uwzglednionych w analizie w danym punkcie rocznej obserwacji

Wsrod badanych pacjentéw mediana stezenia C-peptydu w momencie rozpoznania choroby wynosita
0,275 ng/ml (zakres 0,186 — 0,436 ng/ml). Podczas rocznej obserwacji chorych maksymalne stezenia
C-peptydu stwierdzano po 3 miesigcach od zachorowania na TIDM (mediana 0,538 ng/ml). Natomiast w
kolejnych miesigcach trwania choroby obserwowano stopniowa, ale istotng utrate funkcji resztkowe;j
komorek B trzustki. Jednoczesnie, we wszystkich punktach obserwacyjnych resztkowa insulinosekrecja u

badanych pacjentéw pozostawata znamiennie wyzsza w odniesieniu do stezen C-peptydu w momencie
rozpoznania TIDM. Po 12 miesigcach trwania cukrzycy mediana stezenia C-peptydu w obserwowane;j
grupie wynosita 0,31 ng/ml. (ryc.4.13)
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Rycina 4.13. Ogdlna ocena dynamiki zmian funkcji resztkowej komoérek B trzustki w badanej populacji
w pierwszym roku trwania TIDM

analizy statystyczne przeprowadzone w oparciu o test Wilcoxona, na rycinie zaznaczono zaleznosci istotne statystycznie (p<0,05)

13.1. Ocena potencjalnego zwigzku dynamiki zmian funkcji resztkowej komorek § trzustki w
pierwszym roku trwania T1DM z pozagenetycznymi czynnikami modyfikujacymi

Analize wptywu badanych polimorfizméw gendw CTLA-4, PTPN22 oraz INS na funkcje resztkowa
komorek B trzustki w pierwszym roku trwania TLDM, poprzedzono oceng wystepowania potencjalnych
oddziatywan na powyzszg funkcje innych czynnikow modyfikujgcych. W ocenie tej uwzgledniono
nastepujgce czynniki, moggce nasila¢ autoimmunologiczne uszkodzenie komérek B trzustki lub
modyfikujace insulinowrazliwos¢ tkanek obwodowych:

e ptet

e wiek

e stadium dojrzewania ptciowego

e BMI z-score

e wystepowanie infekcji w okresie poprzedzajgcym ujawnienie sie TIDM

o stopien ciezkosci zaburzen gospodarki kwasowo — zasadowej u chorego w momencie
rozpoznania TADM

13.1.1. Ocena potencjalnej zaleznosci pomiedzy ptcia i dynamika zmian funkcji resztkowej
komoérek @ trzustki w pierwszym roku trwania T1DM

W momencie rozpoznania TLIDM w badanej grupie pacjentow obserwowano istotne rdznice w
rozktadzie stezen C-peptydu w zaleznosci od ptci (test Wilcoxona, p=0,026), z tendencjg do wyzszych
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stezen u dziewczat (stezenie C-peptydu u chtopcéw vs. u dziewczat: mediana 0,206 ng/ml vs. mediana
0,32 ng/ml). (ryc.4.14)

Po uwzglednieniu wieku pacjentéw, istotne réznice w rozktadzie stezen C-peptydu pomiedzy ptciami w
momencie rozpoznania TILDM wykazano jedynie w grupie wiekowej przedszkolnej (test Wilcoxona,
p=0,042; stezenie C-peptydu u chtopcdw vs. u dziewczat: mediana 0,191 ng/ml vs. mediana 0,318 ng/ml)
oraz szkolnej (test Wilcoxona, p=0,013; stezenie C-peptydu u chtopcdw vs. u dziewczat: mediana 0,215
ng/ml vs. mediana 0,358 ng/ml).

Istotna zaleznos¢ pomiedzy stezeniem C-peptydu na poczatku choroby a ptcig nie byta warunkowana
znamiennymi réznicami w dtugosci trwania objawéw T1DM (test Wilcoxona, wartosci p dla kolejnych
przedziatéw dtugosci trwania objawdéw T1DM wynosity odpowiednio: 1-6 dni p=0,164; 7-13 dni p=0,256;
14-20 dni p=0,17; 21-60 dni p=0,106; >60 dni p=0,222), jak rowniez stopniem ciezkosci zaburzen
gospodarki kwasowo — zasadowej u pacjenta w momencie rozpoznania T1DM (test Wilcoxona, chorzy bez
DKA p=0,087; z fagodna DKA p=0,082; z umiarkowang DKA p=0,176; z ciezkg DKA p=0,265) (rozszerzenie
analizy = Wyniki pkt.13.1.7 str.124 oraz pkt.13.5.2.2 str.135).
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Rycina 4.14. Ocena dynamiki zmian funkcji resztkowej komoérek B trzustki w badanej populacji
w pierwszym roku trwania TIDM w zaleznosci od pici pacjenta

analizy statystyczne przeprowadzone w oparciu o test Wilcoxona, na rycinie zaznaczono zaleznosci istotne statystycznie (p<0,05)

Podczas rocznej obserwacji klinicznej chorych stwierdzano odmienng dynamike zmian stezen
C-peptydu w zaleznosci od ptci, ale poza momentem rozpoznania TIDM, nie wykazano znamiennych
réznic w rozktadach stezen C-peptydu pomiedzy ptciami (ryc.4.14).

W 3 miesigcu choroby, zaréwno u dziewczat, jak i chtopcéw obserwowano istotny wzrost stezen
C-peptydu (test Wilcoxona, dla dziewczat i chtopcdéw p<0,001), przy nieznamiennie wyzszym stezeniu
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C-peptydu u dziewczat (test Wilcoxona, p=0,22; stezenie C-peptydu u chtopcdw vs. u dziewczat: mediana
0,52 ng/ml vs. mediana 0,55 ng/ml) (ryc.4.14).

Po 3 miesigcu trwania TIDM u dziewczat spadek stezen C-peptydu byt mniej dynamiczny niz u
chtopcow. U dziewczat istotng réznice w rozktadach stezen C-peptydu pomiedzy kolejnymi punktami
obserwacyjnymi stwierdzano jedynie w okresie pomiedzy 9 i 12 miesigcem (test Wilcoxona, p<0,001).
Natomiast u chtopcéw od 3 miesigca trwania choroby rozktady stezen C-peptydu byty znamiennie rézne w
kolejnych punktach czasowych obserwacji klinicznej (test Wilcoxona, 3 miesigce vs. 6 miesiecy p=0,007; 6
miesiecy vs. 9 miesiecy p=0,013; 9 miesiecy vs. 12 miesiecy p=0,014). (ryc.4.14)

U dziewczat, pomimo znamiennie wyzszych stezen C-peptydu w momencie diagnozy TIDM i mniej
dynamicznego zaniku funkcji resztkowej komaérek B trzustki w pierwszym roku choroby w poréwnaniu z
chtopcami, nie wykazano istotnych réznic w rozktadzie stezerh C-peptydu na poczatku choroby i po 12
miesigcach obserwacji klinicznej (test Wilcoxona, p=0,352; stezenie C-peptydu: poczatek choroby mediana
0,32 ng/ml vs. 12 miesigc choroby mediana 0,28 ng/ml). (ryc.4.14)

Natomiast u chtopcéw, pomimo obserwowanego nizszego sredniego stezenia C-peptydu w momencie
rozpoznania TIDM i bardziej dynamicznego jego spadku od 3 miesigca obserwacji klinicznej w odniesieniu
do dziewczat, po 12 miesigcach trwania choroby stezenia C-peptydu pozostawaty istotnie wyzsze w
poréwnaniu ze stezeniami poczagtkowymi (test Wilcoxona, p=0,014; stezenie C-peptydu: poczatek choroby
mediana 0,206 ng/ml vs. 12 miesigc choroby mediana 0,314 ng/ml) i byty jednoczesénie poréwnywalne ze
stezeniem C-peptydu u dziewczat po rocznym okresie choroby (test Wilcoxona, p=0,398). (ryc.4.14)

13.1.2. Ocena potencjalnego zwigzku pomiedzy wiekiem pacjenta i dynamika zmian funkcji
resztkowej komorek f trzustki w pierwszym roku trwania T1IDM

W momencie rozpoznania T1IDM nie obserwowano istotnych réznic w rozktadzie stezenia C-peptydu
jedynie pomiedzy grupa pacjentow w wieku wczesnodzieciecym i przedszkolnym (test Wilcoxona,
p=0,126; stezenie C-peptydu wiek wczesnodzieciecy vs. wiek przedszkolny: mediana 0,193 ng/ml vs.
mediana 0,203 ng/ml). W tych grupach wiekowych stwierdzane stezenia C-peptydu byty najnizsze.
Znamienne réznice w rozktadach stezen C-peptydu w momencie diagnozy TIDM wykazane w
poréwnaniach pozostatych grup wiekowych przedstawiono na rycinie 4.15. Najwyzsze poziomy C-peptydu
przy rozpoznaniu TIDM obserwowano u pacjentéw w wieku mtodziericzym (stezenie C-peptydu mediana
0,411 ng/ml) (ryc.4.15).

We wczesnym okresie obserwacji klinicznej (3 i 6 miesigc choroby) istotne rdznice w rozktadzie stezen
C-peptydu wystepowaty pomiedzy wszystkimi grupami wiekowymi (ryc.4.15), przy czym nadal najwyzsze
stezenia C-peptydu obserwowano wsrdd pacjentéw w wieku mtodzierniczym (stezenie C-peptydu: 3
miesigc choroby mediana 0,87 ng/ml; 6 miesigc choroby mediana 0,792 ng/ml), a najnizsze u chorych w
wieku wczesnodzieciecym (stezenie C-peptydu: 3 miesigc choroby mediana 0,304 ng/ml; 6 miesigc
choroby mediana 0,132 ng/ml). Natomiast w drugim pétroczu obserwacji klinicznej (9 i 12 miesigc
choroby), podobnie jak w momencie rozpoznania TIDM, nie wykazywano juz znamiennych réznic w
rozktadach stezen C-peptydu pomiedzy grupg w wieku wczesnodzieciecym i przedszkolny (test Wilcoxona,
9 miesigc choroby p=0,24; 12 miesigc choroby p=0,187) (ryc.4.15).
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Rycina 4.15. Ocena dynamiki zmian funkcji resztkowej komoérek B trzustki w badanej populacji
w pierwszym roku trwania TIDM w zaleznos$ci od wieku pacjenta (kategorii wiekowej uwzgledniajacej
etapy rozwoju psychosomatycznego dziecka)

analizy statystyczne przeprowadzone w oparciu o test Wilcoxona, na rycinie zaznaczono zaleznosci istotne statystycznie (p<0,05)

Na rycinie uwzgledniono wytgcznie istotne réznice w stezeniach C-peptydu w czasie rocznej obserwacji pomiedzy poszczegdlnymi grupami
wiekowymi, natomiast znamienne réznice w obrebie okreslonych kategorii wiekowych przedstawiono na rycinie 4.16 (wiek
wczesnodzieciecy i przedszkolny) oraz rycinie 4.17 (wiek szkolny i mtodzienczy).

W czasie rocznej obserwacji klinicznej stwierdzono istnienie odmiennej dynamiki zmian funkcji
resztkowej komorek B trzustki u pacjentéw z mtodszych grup wiekowych (wiek wczesnodzieciecy i wiek
przedszkolny) w poréwnaniu z chorymi ze starszych kategorii wiekowych (wiek szkolny i mtodzienczy)
(ryc.4.15).

We wszystkich grupach wiekowych obserwowano istotny wzrost stezenia C-peptydu w 3 miesigcu od
zachorowania (analizy statystyczne przeprowadzone w oparciu o test Wilcoxona) (ryc.4.16 oraz ryc.4.17).
Jednoczesnie poziomy C-peptydu osiggane w 3 miesigcu choroby w poszczegdlnych kategoriach
wiekowych stanowity maksymalne stezenia C-peptydu stwierdzane podczas rocznej obserwacji pacjentéw
(stezenie C-peptydu: wiek wczesnodzieciecy mediana 0,304 ng/ml; wiek przedszkolny mediana 0,4 ng/ml;
wiek szkolny mediana 0,53 ng/ml; wiek mtodziericzy mediana 0,87 ng/ml) (ryc.4.16 oraz ryc.4.17). Od 6
miesigca trwania TIDM w mtodszych grupach wiekowych (wiek wczesnodzieciecy i przedszkolny)
dochodzito do stopniowego, istotnego spadku srednich stezert C-peptydu w odniesieniu do poziomoéw
C-peptydu w 3 miesigcu choroby. Jednoczesnie u tych pacjentdw do 9 miesigca obserwacji rozktady stezen
C-peptydu nie réznity sie znamiennie od wartosci C-peptydu w momencie rozpoznania (test Wilcoxona,
wiek wczesnodzieciecy p=0,527; wiek przedszkolny p=0,388). Natomiast po 12 miesigcach trwania TAIDM
poziomy C-peptydu u mtodszych pacjentéw pozostawaty istotnie nizsze od stezen na poczgtku choroby
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(test Wilcoxona, wiek wczesnodzieciecy p=0,006; stezenie C-peptydu w 12 miesigcu choroby mediana 0,1
ng/ml; wiek przedszkolny p<0,001; stezenie C-peptydu w 12 miesigcu choroby mediana 0,1 ng/ml).
(ryc.4.16)
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Rycina 4.16. Ocena dynamiki zmian funkcji resztkowej komoérek B trzustki w pierwszym roku trwania
T1DM u pacjentéw nalezacych do mtodszych kategorii wiekowych

analizy statystyczne przeprowadzone w oparciu o test Wilcoxona, na rycinie zaznaczono zaleznosci istotne statystycznie (p<0,05)

Na rycinie uwzgledniono wyfgcznie istotne réznice w stezeniach C-peptydu w czasie rocznej obserwacji w obrebie okreslonej kategorii
wiekowej, natomiast znamienne réznice pomiedzy poszczegdlnymi grupami wiekowymi przedstawiono na rycinie 4.15.

Odrebng dynamike zmian resztkowej insulinosekrecji w pierwszym roku trwania TLDM obserwowano
w starszych grupach wiekowych (wiek szkolny i mfodzienczy) (ryc.4.17). U pacjentéw w wieku szkolnym po
istotnym wzroscie stezenia C-peptydu w 3 miesigcu obserwacji nie stwierdzano istotnych zmian w
rozktadzie stezen C-peptydu az do 9 miesigca choroby (test Wilcoxona, miesigc choroby: 3 vs.6 p=0,272; 6
vs. 9 p=0,056; 3 vs. 9 p=0,075). Nastepnie, pomiedzy 9 i 12 miesigcem trwania TIDM, w tej grupie
wiekowej dochodzito do znamiennego obnizenia sie stezenia C-peptydu (test Wilcoxona, miesigc choroby
9 vs. 12 p=0,009; 3 vs.12 p<0,001), przy czym obserwowane do tego momentu poziomy C-peptydu
pozostawaty znamiennie wyzsze od wartosci C-peptydu na poczatku choroby (test Wilcoxona, miesigc
choroby 0 vs. 9 p<0,001; 0 vs. 12 p=0,072; stezenie C-peptydu: poczatek choroby mediana 0,298 ng/ml; 9
miesigc choroby mediana 0,406 ng/ml; 12 miesigc choroby mediana 0,38 ng/ml). (ryc.4.17) W najstarszej
grupie wiekowej nie wykazywano istotnych réznic w rozktadach stezen C-peptydu w kolejnych punktach
obserwacyjnych od 3 do 12 miesigca trwania TIDM (test Wilcoxona, miesigc choroby: 3 vs.6 p=0,228; 6 vs.
9 p=0,089; 9 vs. 12 p=0,158). Jednoczesnie w tej grupie pacjentéw znamienny spadek stezenia C-peptydu
w odniesieniu do maksymalnych pozioméw C-peptydu w 3 miesigcu obserwacji stwierdzano juz od 9
miesigca choroby (test Wilcoxona, p=0,006), ale przez caty okres 12-miesiecznej obserwacji wartosci
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C-peptydu pozostawaty znamiennie wyzsze od tych przy rozpoznaniu TIDM (test Wilcoxona, miesigc
choroby 0 vs. 12 p<0,001; stezenie C-peptydu: poczatek choroby mediana 0,411 ng/ml; 12 miesigc
choroby mediana 0,772 ng/ml). (ryc.4.17)
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Rycina 4.17. Ocena dynamiki zmian funkcji resztkowej komoérek B trzustki w pierwszym roku trwania
T1DM u pacjentéw nalezacych do starszych kategorii wiekowych

analizy statystyczne przeprowadzone w oparciu o test Wilcoxona, na rycinie zaznaczono zaleznosci istotne statystycznie (p<0,05)

Na rycinie uwzgledniono wytacznie istotne réznice w stezeniach C-peptydu w czasie rocznej obserwacji w obrebie okreslonej kategorii
wiekowej, natomiast znamienne réznice pomiedzy poszczegdlnymi grupami wiekowymi przedstawiono na rycinie 4.15.

Analiza dynamiki zmian funkcji resztkowej komorek B trzustki w czasie rocznej obserwacji pacjentow z
uwzglednieniem bimodalnego rozktadu wieku w momencie rozpoznania T1DM potwierdzita odrebnos¢
zmian w obu podgrupach wiekowych: 1-6 rok zycia (wiek wczesnodzieciecy + wiek przedszkolny) oraz 7-18
rok zycia (wiek szkolny + wiek mtodzienczy). W kazdym punkcie pomiarowym podczas 12-miesiecznej
obserwacji chorych rozktady stezen C-peptydu w powyzszych podgrupach wiekowych wykazywaty istotne
rdznice (test Wilcoxona, p<0,001). Jednoczesnie poziom istotnosci obserwowanych znamiennych réznic w
dynamice zmian resztkowej insulinosekrecji w obu podgrupach wiekowych nie byt modyfikowany poprzez
wystgpienie infekcji w okresie poprzedzajgcym rozpoznanie TIDM (analizy statystyczne przeprowadzone
w oparciu o test Wilcoxona).

13.1.3. Ocena potencjalnej zaleznosci pomiedzy stadium rozwoju ptciowego i dynamika zmian
funkcji resztkowej komorek f trzustki w pierwszym roku trwania T1DM

Zalezno$¢ pomiedzy stadium rozwoju ptciowego a dynamika zmian funkcji resztkowej komaorek B
trzustki stanowita odzwierciedlenie powigzania pomiedzy wiekiem pacjenta a resztkowg insulinosekrecja.
Podobnie, jak w analizie dotyczgcej modulujgcego oddziatywania wieku na dynamike zmian stezenia
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C-peptydu, przez caty okres rocznej obserwacji chorych stwierdzano znamiennie wyzsze wartosci
C-peptydu w grupie znajdujacej sie w okresie pokwitania w poréwnaniu z pacjentami w okresie
przedpokwitaniowym (test Wilcoxona, przez caty okres obserwacji p<0,001).

Dynamika zaniku funkcji resztkowej komaérek B trzustki u chorych w stadium przedpokwitaniowym
odpowiadata dynamice zmian stezen C-peptydu obserwowanej w mtodszych grupach wiekowych (wiek
wczesnodzieciecy + przedszkolny), a u chorych w stadium pokwitania —zmianom resztkowej
insulinosekrecji stwierdzanym w starszych kategoriach wiekowych (wiek szkolny + mtodzieczy) (= Wyniki
pkt.13.1.2 str.117).

13.1.4. Ocena potencjalnej zaleznosci pomiedzy wskaznikiem BMI z-score i dynamika zmian
funkcji resztkowej komorek 8 trzustki w pierwszym roku trwania TIDM

Na podstawie modelu regresji liniowej nie wykazano istotnych zaleznosci pomiedzy stezeniami
C-peptydu podczas rocznej obserwacji pacjentdw oraz wartosciami wskaznika BMI z-score w kolejnych
punktach prowadzonej obserwacji.

13.1.5. Ocena potencjalnej zaleznos$ci pomiedzy wystepowaniem infekcji w okresie
poprzedzajacym ujawnienie sie T1DM i dynamika zmian funkcji resztkowej
komorek f trzustki w pierwszym roku trwania choroby

W badanej grupie pacjentéw od momentu rozpoznania T1DM az do zakoriczenia rocznej obserwacji
nie stwierdzano znamiennych réznic w rozktadach stezen C-peptydu w zaleznosci od wystepowania
infekcji w okresie poprzedzajacym ostateczng diagnoze.

13.1.6. Ocena modulujacego oddzialywania zaburzen gospodarki kwasowo - zasadowej,
wystepujacych u chorego w momencie rozpoznania T1DM, na funkcje resztkowa
komorek (3 trzustki w pierwszym roku trwania choroby

W grupie pacjentéw bez istotnych zaburzen gospodarki kwasowo — zasadowej w momencie
rozpoznania TIDM przez caty okres rocznej obserwacji wykazywano znamiennie wyzsze stezenia
C-peptydu w odniesieniu do chorych, u ktérych w okresie ujawniania sie choroby doszto do rozwoju DKA
(test Wilcoxona, poczatek choroby p=0,01; 3 miesigc choroby p=0,015; 6 miesigc choroby p<0,001; 9
miesigc choroby p=0,008; 12 miesigc choroby p=0,015) (ryc.4.18).

Analiza poréwnawcza chorych z rozpoznaniem zespotu naktadania DKA-HHS w momencie
zdiagnozowania T1DM z grupg pacjentéw z rozpoznaniem DKA, jak rowniez z chorymi, u ktérych nie
stwierdzano DKA na poczatku choroby, nie wykazata istotnych réznic w rozktadach stezen C-peptydu przez
caty pierwszy rok trwania TIDM. Dodatkowo w analizowanej podgrupie obserwowane zmiany w
dynamice utraty funkcji resztkowej komorek B trzustki w pierwszym roku trwania TIDM pozostawaty
nieznamienne. (analizy statystyczne przeprowadzone w oparciu o test Wilcoxona)

Ze wzgledu na wystgpienie HHS w momencie diagnozy T1DM tylko u jednego z obserwowanych
pacjentdw, analiza poréwnawcza z grupami chorych, u ktérych rozpoznano inne rodzaje zaburzen
gospodarki kwasowo — zasadowej, byta niemozliwa.

Wsrod chorych bez stwierdzonej DKA w momencie rozpoznania T1DM, po istotnym wzroscie stezenia
C-peptydu w 3 miesigcu od zachorowania, nastepnie az do 9 miesigca trwania choroby nie obserwowano
zZnamiennego zmniejszenia sie resztkowej insulinosekrecji. Natomiast od 9 miesigca obserwacji w tej
grupie pacjentéw dochodzito do istotnego ubytku funkcji resztkowej komérek B trzustki, w odniesieniu do
maksymalnych wartosci C-peptydu odnotowywanych w 3 miesigcu choroby. Jednoczesnie w momencie
zakonczenia rocznej obserwac;ji stezenia C-peptydu u tych chorych pozostawaty nadal znamiennie wyzsze
w poréwnaniu z wartosciami C-peptydu w momencie rozpoznania TIDM (ryc.4.18).
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Rycina 4.18. Ocena dynamiki zmian funkcji resztkowej komoérek B trzustki w pierwszym roku trwania
T1DM w populacji badanej, w zaleznosci od wystepowania DKA u pacjenta w momencie rozpoznania
choroby

DKA — cukrzycowa kwasica ketonowa
analizy statystyczne przeprowadzone w oparciu o test Wilcoxona, na rycinie zaznaczono zaleznosci istotne statystycznie (p<0,05)

Natomiast wsrdd pacjentdw z rozpoznang DKA w momencie diagnozy TIDM obserwowano szczegdlnie
nasilong utrate funkcji resztkowej komorek B trzustki. W tej grupie chorych po istotnym wzroscie stezenia
C-peptydu w 3 miesigcu obserwacji, nastepnie dochodzito dwukrotnie do znamiennego obnizenia sie
resztkowej insulinosekrecji: w 6, a nastepnie w 12 miesigcu choroby (test Wilcoxona, miesigc choroby 0
vs. 3 p<0,001; 3 vs. 6 p<0,001; 6 vs. 9 p=0,051; 9 vs. 12 p=0,01). Jednoczesnie od 6 miesigca trwania TLDM
u tych pacjentéw obserwowano istotny spadek stezen C-peptydu w odniesieniu do maksymalnych
wartosci stwierdzanych w 3 miesigcu choroby (test Wilcoxona, miesigc choroby 3 vs. 6 p<0,001; 3 vs. 9
p<0,001; 3 vs. 12 p<0,001), a od 9 miesigca obserwacji rozktady stezen C-peptydu nie rdznity sie
znamiennie od wartosci C-peptydu oznaczonych na poczatku choroby (test Wilcoxona, miesigc choroby 0
vs. 9 p=0,132; 0 vs. 12 p=0,465). (ryc.4.18)

Kolejna analiza dotyczyta tylko grupy pacjentéw z rozpoznang DKA w momencie diagnozy T1DM, po
uwzglednieniu klasyfikacji stopnia ciezkosci DKA wedtug kryteriéw ISPAD (= Materiaty i metody
pkt.2.1.2.1 str.38). Podczas niej stwierdzono wystepowanie znamiennych réznic w rozktadach stezen
C-peptydu w podgrupie chorych z tagodng i ciezkg DKA od 3 do 9 miesigca trwania TIDM (test Wilcoxona,
3 miesigc choroby p=0,006; 6 miesigc choroby p=0,024; 9 miesigc choroby p=0,045) (ryc.4.19).
Jednoczesnie w obu podgrupach pacjentéw rozktady stezert C-peptydu na poczatku choroby nie
wykazywaty istotnych réznic (test Wilcoxona, p=0,096; stezenie C-peptydu: chorzy z DKA tagodng mediana
0,274 ng/ml vs. chorzy z DKA ciezka mediana 0,205 ng/ml). W 3 miesigcu trwania TILDM stwierdzano
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znamienny wzrost resztkowej insulinosekrecji w obu podgrupach (test Wilcoxona, chorzy z DKA tagodng
p=0,009; chorzy z DKA ciezkg p=0,047), przy jednoczesnie istotnie wyzszych stezeniach C-peptydu u
chorych z rozpoznaniem tagodnej DKA (test Wilcoxona, p=0,006; stezenie C-peptydu 3 miesigc choroby:
chorzy z tagodng DKA mediana 0,585 ng/ml vs. chorzy z ciezkg DKA 0,24 ng/ml). Natomiast w kolejnych
miesigcach obserwacji, przy analizie kazdej z obu podgrup pojedynczo, nie wykazywano juz znamiennych
réznic w rozktadach stezen C-peptydu (test Wilcoxona, grupa z fagodng DKA: miesigc choroby 3 vs. 6
p=0,057; 6 vs. 9 p=0,084; 9 vs. 12 p=0,252; grupa z ciezkg DKA: miesigc choroby 3 vs. 6 p=0,062; 6 vs. 9
p=0,422; 9 vs. 12 p=0,109). (ryc.4.19)
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Rycina 4.19. Ocena dynamiki zmian funkcji resztkowej komérek B trzustki w pierwszym roku trwania
T1DM wsréd pacjentow z rozpoznang DKA na poczatku choroby, w zaleznosci od stopnia ciezkosci DKA
(klasyfikacja wedtug kryteriow ISPAD)

DKA — cukrzycowa kwasica ketonowa

ISPAD — International Society for Pediatric and Adolescent Diabetes
analizy statystyczne przeprowadzone w oparciu o test Wilcoxona, na rycinie zaznaczono zaleznosci istotne statystycznie (p<0,05)

Jednoczesnie u pacjentdw z ciezkg DKA, pomimo znamiennego wzrostu wartosci stezen C-peptydu w 3
miesigcu trwania T1DM, resztkowa insulinosekrecja utrzymywata sie przez caty okres obserwacji na statym
poziomie, w zakresie stosunkowo niskich wartosci stezerr C-peptydu (0,206 — 0,308 ng/ml) (ryc.4.19).
Natomiast w podgrupie chorych z tagodng DKA do 6 miesigca trwania TIDM stwierdzano utrzymywanie
sie istotnie wyzszych wartosci stezen C-peptydu w odniesieniu do poziomoéw C-peptydu przy rozpoznaniu
T1DM (test Wilcoxona, miesigc choroby 0 vs. 6 p=0,009), a znamienne obnizenie sie wartosci C-peptydu w
poréwnaniu z maksymalnymi poziomami obserwowanymi w 3 miesigcu choroby nastepowato po 9
miesigcach od zachorowania (test Wilcoxona, miesigc choroby 3 vs. 6 p=0,057; 3 vs. 9 p=0,011; 3 vs. 12
p=0,039). (ryc.4.19)
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13.1.7. Ocena potencjalnej zaleznos$ci pomiedzy dynamika zmian funkcji resztkowej komorek
B trzustki w pierwszym roku trwania a wystepowaniem DKA w momencie rozpoznania
T1DM, w powiagzaniu z plcig pacjenta

Od momentu rozpoznania TIDM do 9 miesigca trwania obserwacji stwierdzano znamiennie nizsze
stezenia C-peptydu u chtopcdw z rozpoznang DKA w okresie ujawniania sie choroby w poréwnaniu z
wydzielaniem C-peptydu u dziewczat z nieobcigzonym wywiadem w kierunku DKA (test Wilcoxona,
poczatek choroby p<0,001; 3 miesigc choroby p=0,011; 6 miesigc choroby p=0,003; 9 miesigc choroby
p=0,049). Od 9 miesigca obserwacji stwierdzano réwniez istotnie nizsze wartosci resztkowej
insulinosekrecji u dziewczat ze stwierdzong DKA na poczatku choroby w odniesieniu do chtopcéow bez
rozpoznanej DKA (test Wilcoxona, 9 miesigc choroby p=0,037; 12 miesigc choroby p=0,023). Powyisze
réznic wyraznie wykazaty istnienie zréznicowania czasowego w modulujgcym oddziatywaniu DKA na
dynamike zmian funkcji resztkowej komorek B trzustki w obrebie kazdej z ptci: u chtopcow —w 3-6
miesigcu trwania TIDM, natomiast u dziewczynek —w 9-12 miesigcu choroby. (ryc.4.20)
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Rycina 4.20. Ocena dynamiki zmian funkcji resztkowej komoérek B trzustki w pierwszym roku trwania
T1DM w populacji badanej, w zaleznosci od ptci chorego oraz wystepowania DKA u pacjenta w
momencie rozpoznania choroby

DKA — cukrzycowa kwasica ketonowa

Celem czytelnego odzwierciedlenia zmian zachodzacych w resztkowej insulinosekrecji podczas rocznej obserwacji w poszczegélnych
podgrupach pacjentéw, na wykresie przedstawiono $rednie stezenia C-peptydu, ktére odnotowano w kolejnych punktach czasowych
obserwacji w kazdej z analizowanych podgrup. Analizy statystyczne przeprowadzono w oparciu o nieparametryczny test Wilcoxona,
poréwnujac rozktady stezen C-peptydu i ich mediany (opis zaleznosci umieszczono w tekscie rozprawy).

U chtopcdw, u ktérych doszto do rozwoju DKA w okresie ujawniania sie choroby, stwierdzano
znamiennie nizszy wzrost wydzielania C-peptydu w 3 miesigcu trwania TIDM w odniesieniu do chtopcéw z
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negatywnym wywiadem w kierunku DKA (test Wilcoxona, p=0,022; stezenie C-peptydu: chtopcy bez DKA
mediana 0,514 ng/ml; chtopcy z DKA mediana 0,415 ng/ml). W obu podgrupach w 6 miesigcu obserwacji
dochodzito do stopniowego, nie wykazujgcego cech znamiennosci obnizenia sie resztkowe;j
insulinosekrecji (test Wilcoxona, chtopcy bez DKA p=0,409; chtopcy z DKA p=0,103), przy czym nadal u
chtopcow z rozpoznang DKA poziomy C-peptydu pozostawaty istotnie nizsze niz u chtopcéw bez DKA (test
Wilcoxona, p=0,004; stezenie C-peptydu: chtopcy bez DKA mediana 0,394 ng/ml; chtopcy z DKA mediana
0,292 ng/ml). (ryc.4.20)

Natomiast u dziewczat znamiennie nizsze stezenia C-peptydu w zwigzku z dodatnim wywiadem w
kierunku DKA w momencie rozpoznania TIDM obserwowano dopiero od 9 miesigca choroby (test
Wilcoxona, 9 miesigc choroby p=0,036; stezenie C-peptydu: dziewczeta bez DKA mediana 0,431g/ml;
dziewczeta z DKA mediana 0,17 ng/ml; 12 miesigc choroby p=0,024; stezenie C-peptydu: dziewczeta bez
DKA mediana 0,393 ng/ml; dziewczeta z DKA mediana 0,112 ng/ml), pomimo iz w obrebie kazdej z
podgrup stwierdzany zanik resztkowej insulinosekrecji byt stopniowy i nie wykazywat cech istotnosci (test
Wilcoxona, dziewczeta bez DKA: miesigc choroby 6 vs.9 p=0,109, 9 vs. 12 p=0,182; dziewczeta z DKA:
miesigc choroby 6 vs.9 p=0,177, 9 vs. 12 p=0,129). (ryc.4.20)

13.1.8. Ocena potencjalnej zaleznos$ci pomiedzy dynamika zmian funkcji resztkowej komorek
B trzustki w pierwszym roku trwania a wystepowaniem DKA w momencie rozpoznania
T1DM, w powigzaniu z wiekiem pacjenta

W badanej populacji jedynie w ciggu pierwszych 6 miesiecy trwania choroby obserwowano
modulujgce oddziatywanie uktadu dwdéch zmiennych: DKA wystepujgcej w okresie ujawniania sie TIDM —
wiek pacjenta, na dynamike zmian resztkowej insulinosekrecji.

Od momentu rozpoznania TIDM do 6 miesigca obserwacji u chorych z mtodszych grup wiekowych
(wiek wczesnodzieciecy + wiek przedszkolny), u ktorych stwierdzono DKA w okresie ujawniania sie
choroby, wykazano znamiennie nizsze wartosci C-peptydu w odniesieniu do pacjentéw w tej samej
kategorii wiekowej, z nieobcigzonym wywiadem w kierunku DKA (test Wilcoxona, poczgtek choroby
p=0,22; 3 miesigc choroby p=0,014; 6 miesigc choroby p=0,012; stezenie C-peptydu na poczatku choroby:
grupa bez DKA mediana 0,219 ng/ml; grupa z DKA mediana 0,191 ng/ml). W obu analizowanych
podgrupach chorych obserwowano istotny wzrost wydzielania C-peptydu w 3 miesigcu trwania TIDM
(test Wilcoxona, grupa bez DKA p=0,002; stezenie C-peptydu mediana 0,401 ng/ml; grupa z DKA p=0,038;
stezenie C-peptydu mediana 0,24 ng/ml), po czym jedynie w grupie ze stwierdzong DKA w momencie
diagnozy T1DM wykazany w 6 miesigcu zanik funkcji resztkowej komoérek B trzustki posiadat cechy
istotnosci (test Wilcoxona, grupa bez DKA p=0,052; stezenie C-peptydu mediana 0,31 ng/ml; grupa z DKA
p=0,032; stezenie C-peptydu mediana 0,116 ng/ml). (ryc.4.21)

Natomiast w starszych grupach wiekowych (wiek szkolny + wiek mtodzieficzy) modulujgce
oddziatywanie DKA na dynamike zmian resztkowej insulinosekrecji obserwowano w 6 miesigcu trwania
T1DM (test Wilcoxona, p=0,046). Wéwczas wsrdd pacjentow z pozytywnym wywiadem w kierunku DKA
stwierdzano bardziej dynamiczny zanik funkcji resztkowej komaorek B trzustki w poréwnaniu z grupg
chorych bez DKA w wywiadzie (stezenie C-peptydu w 3 miesigcu choroby: grupa bez DKA mediana 0,702
ng/ml; grupa z DKA mediana 0,614 ng/ml; stezenie C-peptydu w 6 miesigcu choroby: grupa bez DKA
mediana 0,667 ng/ml; grupa z DKA mediana 0,535 ng/ml). Jednoczesnie w obrebie kazdej z analizowanych
podgrup obnizenie sie stezenia C-peptydu w 6 miesigcu pozostawato nieznamienne w odniesieniu do
poziomow obserwowanych w 3 miesigcu trwania TIDM (test Wilcoxona, grupa bez DKA p=0,453; grupa z
DKA p=0,181). (ryc.4.21)
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Rycina 4.21. Ocena dynamiki zmian funkcji resztkowej komoérek B trzustki w pierwszym roku trwania

T1DM w populacji badanej, w zaleznosci od wieku chorego oraz wystepowania DKA u pacjenta w

momencie rozpoznania choroby

DKA — cukrzycowa kwasica ketonowa

Celem czytelnego odzwierciedlenia zmian zachodzacych w resztkowej insulinosekrecji podczas rocznej obserwacji w poszczegdlnych

podgrupach pacjentéw, na wykresie przedstawiono Srednie stezenia C-peptydu, ktére odnotowano w kolejnych punktach czasowych

obserwacji w kazdej z analizowanych podgrup. Analizy statystyczne przeprowadzono w oparciu o nieparametryczny test Wilcoxona,

poréwnujgc rozktady stezen C-peptydu i ich mediany (opis zaleznosci umieszczono w tekscie rozprawy).

13.2. Ocena zaleznos$ci pomiedzy aktywnoscia humoralnej odpowiedzi autoimmunologicznej

a funkcja resztkowa komorek f trzustki w pierwszym roku trwania T1IDM

Analiza aktywnosci humoralnej odpowiedzi autoimmunologicznej skierowanej przeciw dekarboksylazie

kwasu glutaminowego (GAD) nie wykazata znamiennych réznic w stezeniach C-peptydu na poczatku

choroby w zaleznosci od oceny jakosciowej miana autoprzeciwciat GAD (- Materiaty i metody pkt.6.3

str.68) (test Wilcoxona, p=0,082; stezenie C-peptydu u pacjentow z ujemnym mianem GAD: mediana

0,215 ng/ml; stezenie C-peptydu u chorych z dodatnim mianem GAD: mediana 0,311 ng/ml). Jednoczesnie

podczas dalszej rocznej obserwacji pacjentéw, poza 9 miesigcem trwania T1DM, nadal nie stwierdzano

istotnych réznic w stezeniach C-peptydu w powigzaniu z jakosciowa oceng miana autoprzeciwciat GAD

(test Wilcoxona, 3 miesigc choroby p=0,48; 6 miesigc choroby p=0,464; 9 miesigc choroby p=0,04; 12
miesigc choroby p=0,357). (ryc.4.22)
W obu grupach pacjentéw, z dodatnim, jak i ujemnym mianem autoprzeciwciat GAD, w 3 miesigcu

trwania choroby dochodzito do znamiennego wzrostu resztkowej insulinosekrecji (test Wilcoxona, chorzy
ujemnym mianem GAD: p=0,002, stezenie C-peptydu mediana 0,495 ng/ml; pacjenci z dodatnim mianem
GAD: p<0,001; stezenie C-peptydu mediana 0,542 ng/ml). Nastepnie u chorych z dodatnim mianem
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autoprzeciwciat GAD obserwowano stopniowy oraz znamienny zanik funkcji resztkowej komoérek
trzustki w kolejnych miesigcach trwania TIDM (test Wilcoxona, miesigc choroby: 3 vs. 6 p=0,004; 6 vs. 9
p=0,015; 9 vs. 12 p<0,001), przy czym w 12 miesigcu choroby nadal stezenia C-peptydu pozostawaty
istotnie wyzsze od stezen stwierdzanych w momencie rozpoznania T1IDM (test Wilcoxona, p=0,044;
stezenie C-peptydu mediana 0,314 ng/ml). Natomiast u pacjentéw z ujemnym mianem autoprzeciwciat
GAD, pomimo utrzymujacej sie do 6 miesigca trwania TIDM stabilnej resztkowej insulinosekrecji (test
Wilcoxona, miesigc choroby 3 vs. 6 p=0,188), w 9 miesigcu dochodzito do gwattownego zaniku funkcji
resztkowej komorek B trzustki (test Wilcoxona, miesigc choroby 6 vs. 9 p=0,147; 3 vs. 9 p=0,008), do
poziomu poréwnywalnego z poczgtkowym okresem choroby (test Wilcoxona, miesigc choroby 0 vs. 9
p=0,326; stezenie C-peptydu w 9 miesigcu choroby mediana 0,14 ng/ml). (ryc.4.22)
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Rycina 4.22. Ocena dynamiki zmian funkcji resztkowej komoérek B trzustki w pierwszym roku trwania
T1DM w populacji badanej, w zaleznosci od aktywnos$ci humoralnej odpowiedzi autoimmunologicznej
skierowanej przeciw GAD

autoprzeciwciata GAD — autoprzeciwciata przeciw dekarboksylazie kwasu glutaminowego w klasie IgG
analizy statystyczne przeprowadzone w oparciu o test Wilcoxona, na rycinie zaznaczono zaleznosci istotne statystycznie (p<0,05)

Podczas analizy aktywnosci humoralnej odpowiedzi autoimmunologicznej skierowanej przeciw
natywnej insulinie (IAA) nie stwierdzono znamiennych réznic w stezeniach C-peptydu na poczatku
choroby w zaleznosci od oceny jakosSciowej miana autoprzeciwciat IAA (= Materiaty i metody pkt.6.5
str.70) (test Wilcoxona, p=0,374; stezenie C-peptydu u pacjentéw z ujemnym mianem IAA: mediana 0,266
ng/ml; stezenie C-peptydu u chorych z dodatnim mianem IAA: mediana 0,293 ng/ml). W kolejnych
miesigcach rocznej obserwacji pacjentéw réwniez nie wykazano istotnych réznic w stezeniach C-peptydu
pomiedzy grupa chorych z dodatnim mianem |IAA oraz pacjentami z ujemng odpowiedzig humoralng
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przeciw natywnej insulinie (test Wilcoxona, 3 miesigc choroby p=0,185; 6 miesigc choroby p=0,227; 9
miesigc choroby p=0,435; 12 miesigc choroby p=0,253). (ryc.4.23)
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Rycina 4.23. Ocena dynamiki zmian funkcji resztkowej komoérek B trzustki w pierwszym roku trwania
T1DM w populacji badanej, w zaleznosci od aktywnosci humoralnej odpowiedzi autoimmunologicznej
skierowanej przeciw IAA

autoprzeciwciata IAA — autoprzeciwciata przeciwinsulinowe w klasie 1gG
analizy statystyczne przeprowadzone w oparciu o test Wilcoxona, na rycinie zaznaczono zaleznosci istotne statystycznie (p<0,05)

W 3 miesigcu trwania choroby, niezaleznie od oceny jakoSciowej miana autoprzeciwciat IAA u
pacjenta, obserwowano znamienny wzrost funkcji resztkowej komorek B trzustki (test Wilcoxona, chorzy z
ujemnym mianem IAA: p<0,001, stezenie C-peptydu mediana 0,569 ng/ml; pacjenci z dodatnim mianem
IAA: p<0,001; stezenie C-peptydu mediana 0,52 ng/ml). Nastepnie u chorych z ujemnym mianem
autoprzeciwciat IAA dochodzito do stopniowego i znamiennego zaniku resztkowej insulinosekrecji w
kolejnych miesigcach trwania TIDM (test Wilcoxona, miesigc choroby: 3 vs. 6 p=0,014; 6 vs. 9 p=0,004; 9
vs. 12 p=0,002), przy czym w momencie zakonczenia rocznej obserwacji stezenia C-peptydu utrzymywaty
sie na istotnie wyzszym poziomie w odniesieniu do stezen stwierdzanych na poczatku choroby (test
Wilcoxona, p=0,044; stezenie C-peptydu mediana 0,339 ng/ml). (ryc.4.23) U pacjentéw z dodatnim
mianem autoprzeciwciat IAA nie stwierdzano istotnych réznic pomiedzy rozktadami stezen C-peptydu od 3
do 9 miesigca obserwacji (test Wilcoxona, miesigc choroby 3 vs. 6 p=0,084; 6 vs. 9 p=0,078; 3 vs. 9
p=0,08), ale w 12 miesigcu dochodzito do znaczacej utraty funkcji resztkowej komorek B trzustki (test
Wilcoxona, miesigc choroby 9 vs. 12 p=0,039), do wartosci porownywalnych z poczagtkowym okresem
choroby (test Wilcoxona, miesigc choroby 0 vs. 12 p=0,274; stezenie C-peptydu w 12 miesigcu choroby
mediana 0,242 ng/ml). (ryc.4.23)
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W dalszej analizie nie wykazano znamiennych réznic pomiedzy stezeniami C-peptydu w grupie chorych
z dodatnim mianem obu swoistych autoprzeciwciat (GAD oraz IAA) w porownaniu ze stezeniami
C-peptydu obserwowanymi u pacjentow z dodatnim mianem jednego z autoprzeciwciat (GAD lub IAA)
(ocena statystyczna przeprowadzona w oparciu o test Wilcoxona).

W grupie chorych z izolowang odpowiedzig przeciw antygenom wysp trzustki (ICA), przy ujemnym
mianie autoprzeciwciat GAD oraz IAA, w 3 miesigcu trwania T1DM dochodzito do nieznamiennego wzrostu
stezenia C-peptydu (test Wilcoxona, miesigc choroby 0 vs. 3 p=0,062; stezenie C-peptydu: poczatek
choroby mediana 0,2 ng/ml; 3 miesigc choroby mediana 0,425 ng/ml), a w kolejnych miesigcach
obserwacji stwierdzano stopniowy, niewykazujgcy cech istotnosci, zanik funkcji resztkowej komorek
trzustki (test Wilcoxona, miesigc choroby 3 vs. 6 p=0,25; 6 vs. 9 p=0,5; 9 vs. 12 p=0,125).

13.3. Ocena potencjalnej zalezno$ci pomiedzy rodzajem prowadzonej insulinoterapii a
dynamika zaniku funkcji resztkowej komoérek f trzustki w pierwszym roku trwania
T1DM

W momencie rozpoznania TIDM nie stwierdzano znamiennych réznic pomiedzy rozktadami stezen
C-peptydu w zaleznosci od rodzaju wtaczonej insulinoterapii (= Materiaty i metody pkt.2.1.3 str.39), przy
czym najwyzsze $rednie stezenia C-peptydu obserwowano wsréd pacjentéw leczonych za pomoca
insulinoterapii zintensyfikowanej (mediana 0,622 ng/ml), a najnizsze — u dzieci leczonych wytgcznie za
pomocg osobistej pompy insulinowej (mediana 0,222 ng/ml). (ryc.4.24)
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Rycina 4.24. Ocena dynamiki zmian funkcji resztkowej komoérek B trzustki w pierwszym roku trwania
T1DM w populacji badanej, w zaleznosci od rodzaju stosowanej insulinoterapii

analizy statystyczne przeprowadzone w oparciu o test Wilcoxona, na rycinie zaznaczono zaleznosci istotne statystycznie (p<0,05)
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U pacjentéw leczonych wytgcznie za pomoca osobistej pompy insulinowej w okresie rocznej
obserwacji chorych odnotowywano istotnie nizsze stezenia C-peptydu w odniesieniu do grupy leczonej
intensywnie z wykorzystaniem wytgcznie pendw (test Wilcoxona, 3 miesigc choroby p=0,014; 6 miesigc
choroby p=0,01; 9 miesigc choroby p=0,012; 12 miesigc choroby p=0,026), jak réwniez przy poréwnaniu z
grupa pacjentow leczonych za pomocg insulinoterapii zintensyfikowanej (test Wilcoxona, 3 miesigc
choroby p=0,027; 6 miesigc choroby p=0,002; 9 miesigc choroby p<0,001; 12 miesigc choroby p=0,002).
0Od 6 do 12 miesigca obserwacji stwierdzano dodatkowo wystepowanie istotnych réznic pomiedzy
rozktadami stezen C-peptydu wsrdd pacjentdw leczonych wytgcznie za pomocg osobistej pompy
insulinowej i w grupie leczonej intensywnie poczatkowo za pomocg pendw, a nastepnie za pomoca
osobistej pompy insulinowej (test Wilcoxona, 6 miesigc choroby p=0,007; 9 miesigc choroby p=0,013; 12
miesigc choroby p=0,026). (ryc.4.24)

W ciggu rocznej obserwacji nie wykazano natomiast istotnych réznic w dynamice zaniku funkcji
resztkowej komorek B trzustki pomiedzy grupa chorych leczonych intensywnie wytacznie za pomocg
pendw oraz pacjentdw leczonych intensywnie w sposéb sekwencyjny — poczatkowo za pomocg pendw, a
nastepnie za pomocg osobistej pompy insulinowej (test Wilcoxona, 3 miesigc choroby p=0,1; 6 miesigc
choroby p=0,444; 9 miesigc choroby p=0,361; 12 miesigc choroby p=0,447). (ryc.4.24)

W grupie pacjentéw leczonych intensywnie wytgcznie za pomocg pendw, po znamiennym wzroscie
stezenia C-peptydu w 3 miesigcu choroby, do najwyzszych wartosci obserwowanych w tej grupie w
pierwszym roku trwania TIDM (test Wilcoxona, p<0,001; stezenie C-peptydu: poczgtek choroby mediana
0,312 ng/ml; 3 miesigc choroby 0,598 ng/ml), stwierdzano nastepnie stopniowy, istotny zanik funkcji
resztkowej komorek B trzustki (test Wilcoxona, miesigc choroby 3 vs. 6 p=0,014; 6 vs. 9 p=0,037).
Odnotowywane pomiedzy 6 a 12 miesigcem obserwacji stezenia C-peptydu pozostawaty istotnie nizsze w
poréwnaniu do maksymalnych poziomdw stwierdzanych w 3 miesigcu trwania TIDM (test Wilcoxona,
miesigc choroby 3 vs. 6 p=0,014; 3 vs. 9 p=0,003; 3 vs. 12 p<0,001), a jednoczesnie dopiero od 12 miesigca
choroby obnizaty sie do wartosci poréwnywalnych z poziomami oznaczonymi w momencie rozpoznania
T1DM (test Wilcoxona, miesigc choroby 0 vs. 6 p<0,001; 0 vs. 9 p=0,007; 0 vs. 12 p=0,168; stezenie
C-peptydu 12 miesigc choroby mediana 0,28 ng/ml). (ryc.4.24)

Zblizong dynamike zmian funkcji resztkowej komorek {3 trzustki obserwowano wsréd pacjentow
leczonych intensywnie w sposéb sekwencyjny — poczatkowo za pomocg pendw, a nastepnie za pomocg
osobistej pompy insulinowej. W tej grupie stezenia C-peptydu w 3 i 6 miesigcu trwania TLDM byty
poréownywalne (test Wilcoxona, p=0,193) i odpowiadaty maksymalnym wartosciom C-peptydu
oznaczanym wsréd tych chorych podczas catorocznej obserwacji (stezenie C-peptydu: 3 miesigc choroby
mediana 0,506 ng/ml; 6 miesigc choroby mediana 0,535 ng/ml). Od 6 miesigca w analizowanej grupie
dochodzito do stopniowego i znamiennego zaniku funkcji resztkowej komoérek B trzustki (test Wilcoxona,
miesigc choroby 6 vs. 9 p=0,021; 9 vs. 12 p<0,001), ale stezenia C-peptydu obserwowane w 12 miesigcu
trwania T1DM pozostawaty nadal istotnie wyzsze od wartosci oznaczonych w momencie rozpoznania
choroby (test Wilcoxona, miesigc choroby 0 vs. 6 p<0,001; 0 vs. 9 p=0,004; 0 vs.12 p=0,034; stezenie
C-peptydu: 12 miesigc choroby 0,317 ng/ml). (ryc.4.24)

Wsrod chorych leczonych intensywnie wytgcznie za pomocg osobistej pompy insulinowej, po
nieistotnym wzroscie stezenia C-peptydu w 3 miesigcu obserwacji (test Wilcoxona, p=0,125), do
maksymalnych wartosci stwierdzanych podczas catorocznej obserwacji (stezenie C-peptydu 3 miesigc
choroby mediana 0,335 ng/ml), nastepowat stopniowy, nieznamienny zanik resztkowej insulinosekrecji w
kolejnych miesigcach trwania TIDM (test Wilcoxona, miesigc choroby 3 vs. 6 p=0,078; 6 vs. 9 p=0,295; 9
vs. 12 p=0,14). (ryc.4.24)

Zupetnie odmienna dynamika zmian funkcji resztkowej komérek B trzustki wystepowata w grupie
poczatkowo leczonej za pomoca zintensyfikowanej insulinoterapii. Po istotnym wzroscie stezenia
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C-peptydu w 3 miesigcu choroby (test Wilcoxona, p=0,011; stezenie C-peptydu 3 miesigc choroby
mediana 0,529 ng/ml), nastepnie do 6 miesigca trwania TIDM obserwowano dalszy, choé niezamienny
wzrost resztkowej insulinosekrecji (test Wilcoxona, miesigc choroby 3 vs. 6 p=0,148; stezenie C-peptydu 6
miesigc choroby mediana 0,674 ng/ml). Pomiedzy 6 a 12 miesigcem choroby w analizowanej grupie
dochodzito do nieistotnego obnizenia sie stezenia C-peptydu (test Wilcoxona, miesigc choroby 6 vs. 9
p=0,445; 9 vs. 12 p=0,323; stezenie C-peptydu: 9 miesigc choroby mediana 0,565 ng/ml; 12 miesigc
choroby mediana 0,59 ng/ml). Jednoczesnie od 12 miesigca trwania TLDM nie stwierdzano istotnych
réznic pomiedzy rozktadami stezen C-peptydu w odniesieniu do momentu rozpoznania choroby (test
Wilcoxona, miesigc choroby 0 vs. 6 p=0,034; 0 vs. 9 p=0,04; 0 vs. 12 p=0,156). (ryc.4.24)

13.4. Ocena potencjalnego wplywu poziomu edukacji pacjenta/opiekunéw chorego na temat
choroby na funkcje resztkowa komorek f trzustki w pierwszym roku trwania choroby

Pacjentéw bioracych udziat w badaniu w zaleznosci od poziomu edukacji na temat choroby
kwalifikowano do 4 grup (poziom wiedzy bardzo dobry, dobry, zadowalajacy, niezadowalajacy), zgodnie z
kryteriami oceny badania ankietowego przedstawionymi w punkcie 2.1.6.1 rozdziatu Materiaty i metody
(= Materiaty i metody pkt.2.1.6.1 str.42).

Podczas rocznej obserwacji pacjentdw nie wykazano znamiennych réznic pomiedzy rozktadami stezen
C-peptydu w zaleznosci od stopnia edukacji chorego/ opiekunéw na temat TIDM (analizy statystyczne
przeprowadzone w oparciu o test Wilcoxona).

13.5. Ocena potencjalnego zwiazku wybranych polimorfizméw genéw CTLA-4, PTPN22 oraz
INS z dynamika zmian funkcji resztkowej komorek f trzustki w pierwszym roku trwania
choroby

13.5.1. Ocena potencjalnego zwiazku polimorfizmu c.49A>G genu CTLA-4 z dynamika zmian
funkcji resztkowej komoérek 8 trzustki w pierwszym roku trwania choroby

W momencie rozpoznania T1DM, jak réwniez przez caty okres rocznej obserwacji nie stwierdzono
znamiennych réznic pomiedzy rozktadami stezen C-peptydu w zaleznosci od rodzaju genotypu
polimorfizmu c.49A>G genu CTLA-4 (genotypy AA, AG, GG) (analizy statystyczne przeprowadzone w
oparciu o test Wilcoxona). Dalsza analiza, z uwzglednieniem stratyfikacji genotypow co do ryzyka rozwoju
T1DM (genotyp o niskim ryzyku rozwoju TIDM — AA; genotypy zwigzane z podwyzszonym ryzykiem
wystgpienia TLDM — GG oraz AG), réwniez nie wykazata istotnych réoznic pomiedzy rozktadami stezen
C-peptydu w pierwszym roku trwania choroby (analizy statystyczne przeprowadzone w oparciu o test
Wilcoxona).

Jednoczes$nie u pacjentéw posiadajgcych genotyp CTLA-4 c.49AA, jak rdwniez w grupie chorych z
genotypami zwigzanymi z wyzszym ryzykiem rozwoju TIDM — CTLA-4 c.49GG oraz CTLA-4 c.49AG,
stwierdzono podobng dynamike zmian funkcji resztkowej komérek B w pierwszym roku trwania choroby.
W obu grupach w 3 miesigcu choroby obserwowano typowy, znamienny wzrost resztkowej
insulinosekrecji (test Wilcoxona p<0,001; genotyp CTLA-4 c.49AA — stezenie C-peptydu: poczatek choroby
mediana 0,215 ng/ml; 3 miesigc choroby mediana 0,52 ng/ml; genotypy CTLA-4 c.49GG+AG — stezenie
C-peptydu: poczatek choroby mediana 0,314 ng/ml; 3 miesigc choroby mediana 0,552 ng/ml). W
kolejnych miesigcach trwania TLDM postepowat stopniowy, ale nie wykazujgcy cech istotnosci, zanik
funkcji resztkowej komarek B trzustki (analizy statystyczne przeprowadzone w oparciu o test Wilcoxona),
prowadzgcy w kazdej z analizowanych grup do znamiennego obnizenia sie resztkowej insulinosekrecji w 9
miesigcu w odniesieniu do maksymalnego wydzielania stwierdzanego w 3 miesigcu choroby (test
Wilcoxona, genotyp CTLA-4 c.49AA: miesigc choroby 3 vs. 9 p=0,047; stezenie C-peptydu w 9 miesigcu
choroby mediana 0,35 ng/ml; genotypy CTLA-4 c.49GG+AG: miesigc choroby 3 vs. 9 p=0,005; stezenie
C-peptydu w 9 miesigcu choroby mediana 0,34 ng/ml). Jednoczesnie w obu grupach pacjentéw od 9
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miesigca trwania choroby rozktady stezen C-peptydu byty poréwnywalne z poziomami C-peptydu
stwierdzanymi w momencie rozpoznania T1IDM (test Wilcoxona, genotyp CTLA-4 c.49AA p=0,21; genotypy
CTLA-4 c.49GG+AG p=0,066).

13.5.1.1. Ocena potencjalnego zwiazku polimorfizmu c.49A>G genu CTLA-4 z dynamika zmian
funkcji resztkowej komoérek B trzustki w pierwszym roku trwania choroby, z
uwzglednieniem ptci i wieku pacjenta

Analiza potencjalnego zwigzku polimorfizmu c.49A>G genu CTLA-4 z dynamikg zmian funkcji
resztkowej komérek B trzustki w pierwszym roku trwania T1DM, z uwzglednieniem ptci i wieku pacjenta,
nie wykazata modulujgcego oddziatywania badanego polimorfizmu genetycznego na resztkowa
insulinosekrecje podczas rocznej obserwacji chorych (analizy statystyczne przeprowadzone w oparciu o
test Wilcoxona).

13.5.1.2. Ocena potencjalnego zwiazku polimorfizmu c.49A>G genu CTLA-4 z dynamika zmian
funkcji resztkowej komoérek B trzustki w pierwszym roku trwania choroby, z
uwzglednieniem wystepowania DKA w momencie rozpoznania T1DM

Przez caty okres rocznej obserwacji, w obrebie poszczegdlnych grup oséb o tym samym genotypie
polimorfizmu c.49A>G genu CTLA-4 nie wykazano znamiennych réznic pomiedzy stezeniami C-peptydu, w
zaleznosci od wystepowania DKA w okresie ujawniania sie choroby (analizy statystyczne przeprowadzone
W oparciu o test Wilcoxona).

Natomiast podczas analizy przeprowadzonej wytgcznie wéréd pacjentdw z nieobcigzonym wywiadem
w kierunku DKA, obserwowano znamienne réznice w rozktadach stezen C-peptydu w poczatkowym
okresie trwania TIDM w zaleznosci od genotypu polimorfizmu c.49A>G genu CTLA-4, stratyfikowanego
wzgledem ryzyka rozwoju choroby (test Wilcoxona , poczatek choroby p=0,032). Powyzsza zalezno$¢
wykazywata cechy znamiennosci rowniez w okresie od 6 do 12 miesigca trwania choroby (test Wilcoxona,
6 miesigc choroby p<0,001; 9 miesigc choroby p=0,008; 12 miesigc choroby p=0,007). Paradoksalnie
istotnie mniejsze wydzielanie C-peptydu w poszczegdlnych punktach czasowych stwierdzano w podgrupie
pacjentéw bedgcych homozygotami AA badanego polimorfizmu (stezenie C-peptydu w grupie bez DKA
poczatek choroby: genotyp CTLA-4 c.49AA mediana 0,214 ng/ml; genotypy CTLA-4 c.49GG+AG mediana
0,336 ng/ml; 12 miesigc trwania TIDM: genotyp CTLA-4 c.49AA mediana 0,16 ng/ml; genotypy CTLA-4
¢.49GG+AG mediana 0,433 ng/ml).

13.5.1.3. Dynamika zmian funkcji resztkowej komoérek B trzustki w pierwszym roku trwania
choroby a potencjalne oddzialywanie modelu strukturalnego /polimorfizm c.49A>G
genu CTLA-4 - DKA w momencie rozpoznania T1DM - pte¢/

W zwigzku z wykazanym w badanej populacji istotnym modulujgcym wptywem ptci na zaleznosé
pomiedzy dystrybucja genotypdw polimorfizmu c.49A>G genu CTLA-4, stratyfikowanych wzgledem ryzyka
rozwoju T1DM, a wystepowaniem DKA w momencie rozpoznania choroby (= Wyniki pkt. 11.1 str.93),
przeprowadzono kolejng analize — dotyczaca potencjalnego oddziatywania powyzszego uktadu trzech
zmiennych na dynamike zmian resztkowej insulinosekrecji w pierwszym roku trwania TLDM. Powyzsza
ocena nie potwierdzita modulujgcego wptywu badanego uktadu strukturalnego na dynamike zaniku
funkcji resztkowej komorek B trzustki podczas rocznej obserwacji pacjentow (analizy statystyczne
przeprowadzone w oparciu o test Wilcoxona).

13.5.2. Ocena potencjalnego zwigzku polimorfizmu c¢.1858T>C genu PTPN22 z dynamika
zmian funkcji resztkowej komorek f trzustki w pierwszym roku trwania choroby

W momencie rozpoznania T1DM, jak i w kolejnych miesigcach trwania choroby, nie obserwowano
znamiennych réznic pomiedzy rozktadami stezenia C-peptydu w grupach pacjentéw posiadajacych
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poszczegdlne genotypy (CC, TC, TT) polimorfizmu c.1858T>C genu PTPN22 (analizy statystyczne
przeprowadzone w oparciu o test Wilcoxona).

W dalszej analizie, uwzgledniajacej stratyfikacje genotypdw badanego polimorfizmu co do ryzyka
rozwoju T1DM (genotyp zwigzany z niskim ryzykiem rozwoju TIDM — CC; genotypy zwigzane z
podwyzszonym ryzykiem wystgpienia TIDM — TT oraz TC), wykazano znamienng rdznice pomiedzy
rozktadami stezen C-peptydu w 6 miesigcu trwania TLDM w zaleznosci od wystepowania u chorego
podwadjnej dawki allelu C (test Wilcoxona, p=0,046; stezenie C-peptydu: genotyp PTPN22 c.1858CC
mediana 0,484 ng/ml; genotypy PTPN22 c.1858TT+TC mediana 0,442 ng/ml) (ryc.4.25).
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Rycina 4.25. Ocena dynamiki zmian funkcji resztkowej komoérek B trzustki w pierwszym roku trwania
T1DM w populacji badanej, w zaleznosci od genotypu polimorfizmu c.1858T>C genu PTPN22,
stratyfikowanego wzgledem ryzyka rozwoju T1DM

Celem czytelnego odzwierciedlenia zmian zachodzacych w resztkowej insulinosekrecji podczas rocznej obserwacji w poszczegdlnych
podgrupach pacjentéw, na wykresie przedstawiono $rednie stezenia C-peptydu, ktére odnotowano w kolejnych punktach czasowych

obserwacji w kazdej z analizowanych podgrup. Analizy statystyczne przeprowadzono w oparciu o nieparametryczny test Wilcoxona,
poréwnujac rozktady stezen C-peptydu i ich mediany (opis zaleznosci umieszczono w tekscie rozprawy).

Jednoczesnie u pacjentéw posiadajgcych genotyp PTPN22 ¢.1858CC obserwowano odmienng
dynamike zmian funkcji resztkowej komoérek B trzustki w poréwnaniu z grupa chorych, u ktérych
stwierdzono wystepowanie genotypdw zwigzanych z podwyzszonym ryzykiem rozwoju T1DM (PTPN22
¢.1858TT+TC) (ryc.4.25).

W obu podgrupach chorych w 3 miesigcu trwania TIDM dochodzito do typowego, istotnego wzrostu
wydzielania C-peptydu (test Wilcoxona, p<0,001 dla obu analizowanych grup). Nastepnie u oséb
posiadajacych genotyp PTPN22 c.1858CC okres maksymalnej resztkowej insulinosekrecji ulegat
przedtuzeniu do 6 miesigca obserwacji (test Wilcoxona, miesigc choroby 3 vs. 6 p=0,32; stezenie
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C-peptydu: 3 miesigc choroby mediana 0,53 ng/ml; 6 miesigc choroby mediana 0,484 ng/ml), po czym
dochodzito do stopniowego, niewykazujgcego cech istotnosci, obnizenia sie poziomu C-peptydu (test
Wilcoxona, miesigc choroby 6 vs. 9 p=0,064; miesigc choroby 9 vs. 12 p=0,061). Stezenia C-peptydu
poréwnywalne z wartosciami notowanymi na poczatku choroby w tej podgrupie pacjentéw stwierdzano
dopiero w 12 miesigcu trwania obserwacji (test Wilcoxona, miesigc choroby 0 vs. 12 p=0,478; stezenie
C-peptydu: 12 miesigc choroby mediana 0,252 ng/ml). (ryc.4.25)

Natomiast wsrdd chorych posiadajgcych genotypy zwigzane z podwyzszonym ryzykiem rozwoju T1DM
(PTPN22 c.1858TT+TC), w 6 miesigcu trwania TLDM obserwowano znamienne obnizenie sie resztkowej
insulinosekrecji (test Wilcoxona, miesigc choroby 3 vs. 6 p=0,038; stezenie C-peptydu: 3 miesigc choroby
mediana 0,558 ng/ml; 6 miesigc choroby mediana 0,442 ng/ml), a stezenia C-peptydu poréwnywalne z
poziomami wykazanymi na poczatku choroby stwierdzano juz od 9 miesigca trwania obserwacji (test
Wilcoxona, miesigc choroby 0 vs. 9 p=0,218; stezenie C-peptydu: 9 miesigc choroby mediana 0,314
ng/ml). (ryc.4.25)

13.5.2.1. Ocena potencjalnego zwiazku polimorfizmu c.1858T>C genu PTPN22 z dynamika
zmian funkcji resztkowej komorek f trzustki w pierwszym roku trwania choroby,
w powigzaniu z wystepowaniem DKA w momencie rozpoznania T1DM

W momencie rozpoznania TIDM wykazano znamienne réznice w poziomach C-peptydu, w zaleznosci
od wystepowania DKA, jedynie wsréd pacjentéw posiadajgcych genotypy o podwyzszonym ryzyku
rozwoju TIDM — PTPN22 c.1858TT oraz PTPN22 c.1858TC (test Wilcoxona p=0,025; stezenie C-peptydu:
pacjenci bez DKA mediana 0,359 ng/ml; chorzy z DKA mediana 0,214 ng/ml). Podobnych réznic w
wartosciach resztkowej insulinosekrecji na poczgtku choroby nie obserwowano w grupie chorych
bedacych homozygotami CC analizowanego polimorfizmu (test Wilcoxona p=0,096; stezenia C-peptydu:
pacjenci bez DKA mediana 0,32 ng/ml; chorzy z DKA mediana 0,202 ng/ml). (ryc.4.26)

W 3 miesigcu choroby we wszystkich analizowanych grupach dochodzito do typowego i znamiennego
wzrostu stezenia C-peptydu, przy czym najwyzsze poziomy C-peptydu stwierdzono wsréd pacjentéw, u
ktérych nie obserwowano DKA w momencie rozpoznania T1IDM, niezaleznie od posiadanego genotypu
polimorfizmu c.1858T>C genu PTPN22 (test Wilcoxona, pacjenci bez DKA: PTPN22 c.1858CC vs. PTPN22
€.1858TT+TC p=0,399). Jednoczesnie wsrdd chorych z genotypem PTPN22 ¢.1858CC wykazano istotne
réznice w wartosciach resztkowej insulinosekrecji w zaleznosci od obcigzonego wywiadu w kierunku DKA
(test Wilcoxona p=0,049; stezenie C-peptydu: chorzy bez DKA mediana 0,58 ng/ml; pacjenci z DKA
mediana 0,448 ng/ml). Natomiast w przypadku pacjentow z grupy zwiekszonego ryzyka genetycznego
powyzsze rdznice w wydzielaniu C-peptydu pozostawaty nieznamienne (test Wilcoxona p=0,076; stezenie
C-peptydu: chorzy bez DKA mediana 0,637 ng/ml; pacjenci z DKA mediana 0,485 ng/ml). (ryc.4.26)

W 6 miesigcu trwania choroby w badanej populacji znamienny zanik funkcji resztkowej komaérek
trzustki obserwowano jedynie wsrdd chorych z obcigzonym wywiadem w kierunku DKA, nalezgcych do
grupy podwyzszonego ryzyka genetycznego (PTPN22 c.1858TT+TC) (test Wilcoxona p=0,025; stezenie
C-peptydu mediana 0,242 ng/ml), co powodowato wystgpienie istotnych réznic w wydzielaniu C-peptydu
w poréwnaniu z chorymi o genotypie PTPN22 c.1858CC, u ktérych rdwniez rozpoznano DKA w okresie
ujawniania sie TIDM (test Wilcoxona p=0,004; stezenie C-peptydu mediana 0,372 ng/ml). (ryc.4.26)

W tym samym okresie choroby najkorzystniejszg dynamike zmian resztkowej insulinosekrecji
obserwowano u pacjentdéw z nieobcigzonym wywiadem w kierunku DKA, bedacych homozygotami CC
analizowanego polimorfizmu. W tej podgrupie chorych stwierdzano jedynie minimalne obnizenie sie
wartosci C-peptydu w stosunku do poziomu stwierdzanego w 3 miesigcu trwania TIDM (test Wilcoxona
p=0,427; stezenie C-peptydu mediana 0,535 ng/ml). (ryc.4.26)

W kolejnych miesigcach trwania choroby wykazano dalsze utrzymywanie sie znamiennie nizszych
stezen C-peptydu u pacjentdw z obcigzonym wywiadem w kierunku DKA i nalezacych do grupy
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podwyzszonego ryzyka genetycznego (test Wilcoxona, 9 miesigc choroby p=0,005; 12 miesigc choroby
p=0,009). Natomiast w tym samym okresie obserwacji, wsréd chorych posiadajgcych genotyp PTPN22
¢.1858CC nie stwierdzano istotnych réznic w zaleznosci od wystepowania DKA w momencie diagnozy
T1DM (test Wilcoxona, 9 miesigc choroby p=0,2; 12 miesigc choroby p=0,207). (ryc.4.26)
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Rycina 4.26. Ocena dynamiki zmian funkcji resztkowej komérek B trzustki w pierwszym roku trwania
T1DM w populacji badanej, w zaleznosci od genotypu polimorfizmu c.1858T>C genu PTPN22,
stratyfikowanego wzgledem ryzyka rozwoju T1DM, w powigzaniu z wystepowaniem DKA w momencie
rozpoznania choroby

DKA — cukrzycowa kwasica ketonowa

Celem czytelnego odzwierciedlenia zmian zachodzacych w resztkowej insulinosekrecji podczas rocznej obserwacji w poszczegdlnych
podgrupach pacjentéw, na wykresie przedstawiono Srednie stezenia C-peptydu, ktére odnotowano w kolejnych punktach czasowych
obserwacji w kazdej z analizowanych podgrup. Analizy statystyczne przeprowadzono w oparciu o nieparametryczny test Wilcoxona,
poréwnujac rozktady stezen C-peptydu i ich mediany (opis zaleznosci umieszczono w tekscie rozprawy).

13.5.2.2. Ocena potencjalnego zwiazku polimorfizmu ¢.1858T>C genu PTPN22 z dynamika
zmian funkcji resztkowej komorek 8 trzustki w pierwszym roku trwania choroby,
w powigzaniu z plcig pacjenta

Analiza zwigzku pomiedzy poszczegdlnymi genotypami (CC, TC, TT) polimorfizmu ¢.1858T>C genu
PTPN22 a funkcja resztkowg komérek B trzustki w momencie rozpoznania choroby, w powigzaniu z ptcig
pacjenta, wykazata istotnie nizsze stezenia C-peptydu u chtopcdédw w grupie pacjentéw bedacych
homozygotami TT (test Wilcoxona p=0,029; stezenie C-peptydu: chtopcy mediana 0,195 ng/ml; dziewczeta
mediana 0,336 ng/ml). W przypadku pozostatych genotypdw — CC oraz TC, nie stwierdzono znamiennych
réznic w poziomach C-peptydu na poczatku choroby pomiedzy chtopcami i dziewczetami (test Wilcoxona,
genotyp PTPN22 ¢.1858CC p=0,058; genotyp PTPN22 c.1858TC p=0,352). (ryc.4.27)
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W kolejnych miesigcach rocznej obserwacji chorych nie wykazano istotnych réznic w dynamice zmian
funkcji resztkowej komarek B trzustki pomiedzy poszczegdlnymi genotypami polimorfizmu c.1858T>C
genu PTPN22, w powigzaniu z ptcig pacjenta (analizy statystyczne przeprowadzone w oparciu o test
Wilcoxona). (ryc.4.27)

Jednoczesnie podczas analizy zmian resztkowej insulinosekrecji w pierwszym roku trwania TILDM w
poszczegdlnych uktadach genotyp polimorfizmu ¢.1858T>C genu PTPN22 — pte¢, u dziewczat
posiadajacych genotyp PTPN22 c.1858CC zaobserwowano przedtuzony az do 6 miesigca obserwacji wzrost
stezenia C-peptydu, niewykazujacy cech znamiennosci w stosunku do poziomu C-peptydu odnotowanego
w 3 miesigcu trwania choroby (test Wilcoxona, p=0,484; stezenie C-peptydu: 3 miesigc choroby mediana
0,536 ng/ml; 6 miesigc choroby mediana 0,548 ng/ml). W tym samym okresie trwania choroby w
pozostatych podgrupach stwierdzano stabilizacje (chtopcy bedacy heterozygotami TC analizowanego
polimorfizmu) lub niewykazujacy cech istotnosci zanik resztkowej insulinosekrecji (pozostate z ocenianych
podgrup) (analizy statystyczne przeprowadzone w oparciu o test Wilcoxona). (ryc.4.27)
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Rycina 4.27. Ocena dynamiki zmian funkcji resztkowej komoérek B trzustki w pierwszym roku trwania
T1DM w populacji badanej, w zaleznosci od genotypu polimorfizmu c.1858T>C genu PTPN22, w
powigzaniu z picig chorego

Celem czytelnego odzwierciedlenia zmian zachodzacych w resztkowej insulinosekrecji podczas rocznej obserwacji w poszczegdlnych
podgrupach pacjentéw, na wykresie przedstawiono $rednie stezenia C-peptydu, ktére odnotowano w kolejnych punktach czasowych

obserwacji w kazdej z analizowanych podgrup. Analizy statystyczne przeprowadzono w oparciu o nieparametryczny test Wilcoxona,
poréwnujac rozktady stezen C-peptydu i ich mediany (opis zaleznosci umieszczono w tekscie rozprawy).

Dalsza analiza dynamiki zmian funkcji resztkowej komarek B w pierwszym roku trwania choroby w
uktadach genotyp polimorfizmu ¢.1858T>C genu PTPN22 — pte¢, uwzgledniajgcych stratyfikacje
genotypdéw co do ryzyka rozwoju T1DM, wykazata w momencie rozpoznania TLDM bardzo wyrazne
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pogrupowanie pacjentow na: grupe chtopcow, u ktérych niezaleznie od rodzaju genotypu (CC lub TT+TC)
obserwowano prawie identyczne rozktady stezenia C-peptydu z mediang rzedu 0,21 ng/ml oraz grupe
dziewczynek, w ktorej réwniez, niezaleznie od rodzaju genotypu (CC lub TT+TC), rozktady stezen C-
peptydu pozostawaty zblizone, z mediang o wartosci w granicach 0,31 — 0,32 ng/ml. Tak wyrazne
grupowanie stezen C-peptydu na poczatku choroby ze wzgledu na pte¢ pacjenta obserwowano jedynie
podczas analizy rozktadéw stezen C-peptydu przeprowadzonej dla catej badanej populacji (= Wyniki
pkt.13.1.1 str.115). (ryc.4.28)

Kontynuujac powyzszg analize w poszczegdlnych uktadach, w 6 miesigcu trwania TIDM stwierdzono
znamiennie wyzsze stezeniach C-peptydu u dziewczat bedacych homozygotami CC analizowanego
polimorfizmu (podwdjna dawka allelu C zwigzanego z niskim ryzykiem rozwoju T1DM) w odniesieniu do
chtopcéw posiadajgcych genotypy PTPN22 c.1858TT oraz PTPN22 c.1858TC (genotypy o podwyzszonym
ryzyku rozwoju TIDM) (test Wilcoxona, p=0,039; stezenie C-peptydu: dziewczeta o genotypie PTPN22
€.1858CC mediana 0,548 ng/ml; chtopcy o genotypach PTPN22 c.1858TT+TC mediana 0,436 ng/ml).
(ryc.4.28)
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Rycina 4.28. Ocena dynamiki zmian funkcji resztkowej komérek B trzustki w pierwszym roku trwania
T1DM w populacji badanej, w zaleznosci od genotypu polimorfizmu c.1858T>C genu PTPN22,
stratyfikowanego wzgledem ryzyka rozwoju T1DM, w powigzaniu z ptcig chorego

Celem czytelnego odzwierciedlenia zmian zachodzacych w resztkowej insulinosekrecji podczas rocznej obserwacji w poszczegélnych
podgrupach pacjentéw, na wykresie przedstawiono Srednie stezenia C-peptydu, ktére odnotowano w kolejnych punktach czasowych

obserwacji w kazdej z analizowanych podgrup. Analizy statystyczne przeprowadzono w oparciu o nieparametryczny test Wilcoxona,
poréwnujac rozktady stezen C-peptydu i ich mediany (opis zaleznosci umieszczono w tekscie rozprawy).
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13.5.2.3. Dynamika zmian funkcji resztkowej komoérek  trzustki w pierwszym roku trwania
choroby a potencjalne oddzialywanie modelu strukturalnego /polimorfizm
¢.1858T>C genu PTPN22 - DKA w momencie rozpoznania T1DM - pte¢ pacjenta/

W zwigzku z wykazanym w badanej populacji istotnym modulujgcym wptywem ptci na zaleznosé
pomiedzy dystrybucja genotypdw polimorfizmu ¢.1858T>C genu PTPN22, stratyfikowanych wzgledem
ryzyka rozwoju T1DM, a wystepowaniem DKA w momencie rozpoznania choroby (= Wyniki pkt.11.1
str.93), przeprowadzono analize dotyczgcg potencjalnego oddziatywania powyzszego modelu
strukturalnego na dynamike zmian resztkowej insulinosekrecji w pierwszym roku trwania TIDM. (ryc.4.29)
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Rycina 4.29. Ocena oddziatywania modelu strukturalnego / polimorfizmu ¢.1858T>C genu PTPN22 —
DKA w momencie rozpoznania TIDM — pte¢ pacjenta/ na dynamike zmian funkcji resztkowej komoérek B
trzustki w pierwszym roku trwania choroby w populacji badanej

DKA — cukrzycowa kwasica ketonowa

Celem czytelnego odzwierciedlenia zmian zachodzacych w resztkowej insulinosekrecji podczas rocznej obserwacji w poszczegdlnych
podgrupach pacjentéw, na wykresie przedstawiono $rednie stezenia C-peptydu, ktére odnotowano w kolejnych punktach czasowych
obserwacji w kazdej z analizowanych podgrup. Analizy statystyczne przeprowadzono w oparciu o nieparametryczny test Wilcoxona,
poréwnujac rozktady stezen C-peptydu i ich mediany (opis zaleznosci umieszczono w tekscie rozprawy).

W momencie rozpoznania T1IDM nie obserwowano znamiennych réznic w rozktadach stezen
C-peptydu w zaleznosci od uktadu poszczegdlnych zmiennych w analizowanym modelu strukturalnym,
ktore to réznice mogtyby wskazywaé na istotne oddziatywanie powyzszego modelu na funkcje resztkowa
komorek B trzustki w poczatkowym okresie choroby. Wsrdd pacjentéw bedacych homozygotami CC
badanego polimorfizmu stwierdzano nieznamiennie nizsze stezenia C-peptydu u chtopcéw, przy czym w
obrebie kazdej ptci poziomy C-peptydu byty poréwnywalne w grupie z DKA i bez DKA (stezenie C-peptydu:
chtopcy bez DKA mediana 0,22 ng/ml, z DKA mediana 0,2 ng/ml; dziewczeta bez DKA mediana 0,35 ng/ml,
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z DKA mediana 0,32 ng/ml). (ryc.4.29) Natomiast w grupie chorych posiadajgcych genotypy PTPN22
¢.1858TT oraz PTPN22 ¢.1858TC, szczegdlnie niskie wartosci C-peptydu wykazano u chtopcéw, u ktorych w
okresie ujawniania sie choroby doszto do rozwoju DKA (stezenie C-peptydu: chtopcy z DKA mediana 0,191
ng/ml; chtopcy bez DKA mediana 0,386 ng/ml). Jednoczesnie byty to najnizsze stezenia C-peptydu
stwierdzane w badanej populacji w momencie diagnozy. U dziewczat z grupy podwyzszonego ryzyka
genetycznego obserwowano stabiej wyrazone réznice w poziomach C-peptydu w zaleznosci od
wystepowania DKA w momencie rozpoznania T1DM (stezenie C-peptydu: dziewczeta z DKA mediana
0,274 ng/ml; dziewczeta bez DKA mediana 0,332 ng/ml). (ryc.4.29)

W 3 miesigcu trwania choroby w poszczegdlnych uktadach zmiennych analizowanego modelu
strukturalnego stwierdzano typowy wzrost wydzielania C-peptydu, przy czym pozostawat on
nieznamienny w poréwnaniu z wartosciami C-peptydu obserwowanymi w momencie rozpoznania T1DM
w dwaéch grupach chorych: u chtopcédw z genotypami PTPN22 c.1858TT oraz PTPN22 c.1858TC i DKA w
okresie ujawniania sie choroby (test Wilcoxona p=0,145) oraz u dziewczat z genotypem PTPN22 c.1858CC i
DKA w momencie rozpoznania T1DM (test Wilcoxona p=0,169). W tym okresie choroby u dziewczat
posiadajgcych genotypy PTPN22 c.1858TT oraz PTPN22 c.1858TC, u ktérych w momencie diagnozy T1IDM
wystepowata DKA, obserwowano szczegdlnie wysokie stezenia C-peptydu (stezenia C-peptydu w grupie z
DKA: chtopcy z genotypem PTPN22 ¢.1858CC mediana 0,427 ng/ml; dziewczeta z genotypem PTPN22
€.1858CC mediana 0,47 ng/ml; chtopcy z genotypami PTPN22 c.1858TT+TC mediana 0,415 ng/ml;
dziewczeta z genotypami PTPN22 ¢.1858TT+TC mediana 0,558 ng/ml), poréwnywalne z wartosciami
stwierdzanymi w grupach z nieobcigzonym wywiadem w kierunku DKA, niezaleznie od ptci i genotypu
polimorfizmu c.1858T>C genu PTPN22 (stezenia C-peptydu w grupie z bez DKA: chtopcy z genotypem
PTPN22 c.1858CC mediana 0,669 ng/ml; dziewczeta z genotypem PTPN22 ¢.1858CC mediana 0,563 ng/ml;
chtopcy z genotypami PTPN22 c.1858TT+TC mediana 0,596 ng/ml; dziewczeta z genotypami PTPN22
€.1858TT+TC mediana 0,686 ng/ml). Wykazane powyzej réznice pozostawaty nieznamienne statystycznie
(analizy statystyczne przeprowadzone w oparciu o test Wilcoxona). (ryc.4.29)

U dziewczat z genotypem PTPN22 ¢.1858CC i DKA w okresie ujawniania sie choroby obserwowano
przedtuzony, trwajgcy az do 6 miesigca choroby wzrost stezenia C-peptydu, umozliwiajgcy ostatecznie
réwniez i tej grupie pacjentow osiggniecie istotnego wzrostu resztkowej insulinosekrecji w poréwnaniu z
poziomem C-peptydu stwierdzanym w momencie rozpoznania T1DM (test Wilcoxona, miesigc choroby 0
vs. 6 p=0,044). (ryc.4.29) Jednoczesnie obserwowane w tej grupie stezenia C-peptydu pozostawaty
istotnie wyzsze w odniesieniu do tozsamych poziomdw C-peptydu odnotowywanych w grupach chorych
podwyzszonego ryzyka genetycznego, u ktérych rowniez doszto do rozwoju DKA w momencie rozpoznania
T1DM (test Wilcoxona, dziewczeta z genotypem PTPN22 c.1858CC vs. pacjenci z genotypami PTPN22
€.1858TT+TC: chtopcy p=0,017; dziewczeta p=0,027). Dodatkowo poziom resztkowej insulinosekrecji
stwierdzany u dziewczat z pozytywnym wywiadem w kierunku DKA, bedgcych homozygotami CC
analizowanego polimorfizmu, byt poréwnywalny do wydzielania C-peptydu w pozostatych grupach
pacjentéw posiadajgcych genotyp PTPN22 ¢.1858CC, niezaleznie od ptci oraz wystepowania DKA w okresie
ujawniania sie TIDM (test Wilcoxona, dziewczeta z genotypem PTPN22 ¢.1858CC oraz DKA vs. pacjenci z
genotypem PTPN22 c.1858CC: chtopcy bez DKA p=0,287; chtopcy z DKA p=0,058; dziewczeta bez DKA
p=0,241). (ryc.4.29)

Zupetnie odmienng dynamike zmian funkcji resztkowej komoérek B trzustki w 6 miesigcu trwania TIDM
wykazano wsréd dziewczat z pozytywnym wywiadem w kierunku DKA w momencie rozpoznania choroby,
posiadajacych genotypy PTPN22 ¢.1858TT oraz PTPN22 c.1858TC. W tej grupie pacjentéw, jako jedynej w
analizowanym modelu strukturalnym, dochodzito do znamiennego obnizenia sie wartosci C-peptydu w
stosunku do stezern odnotowywanych w 3 miesigcu choroby (test Wilcoxona, miesigc choroby 3 vs. 6
p=0,026), do wartosci porownywalnych z poziomem resztkowej insulinosekrecji w momencie rozpoznania
T1DM (test Wilcoxona, miesigc choroby 0 vs. 6 p=0,465). Jednoczesnie obserwowany u tych dziewczat
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poziom C-peptydu w 6 miesigcu trwania TIDM byt najnizszym stezeniem odnotowanym przy poréwnaniu
wszystkich grup badanego modelu strukturalnego (stezenie C-peptydu mediana 0,231 ng/ml). (ryc.4.29)
Wykazano rowniez istotne statystycznie rdéznice pomiedzy rozktadami stezen C-peptydu w tej grupie
dziewczat w odniesieniu do dziewczat o podobnym, podwyzszonym ryzyku genetycznym rozwoju T1DM, u
ktérych nie stwierdzono wystepowania DKA w momencie rozpoznania choroby (test Wilcoxona, p=0,036;
stezenie C-peptydu u dziewczat bez DKA posiadajacych genotypy PTPN22 ¢.1858TT+TC mediana 0,583
ng/ml). Ta znamienna réznica pomiedzy powyzszymi grupami dziewczat utrzymywata sie do korca rocznej
obserwacji chorych (test Wilcoxona, 9 miesigc choroby p=0,009; 12 miesigc choroby p=0,005). (ryc.4.29)

Natomiast znamienne réznice wykazywane w 6 miesigcu choroby u chtopcédw, wskazywaty na
szczegodlnie dekompensujgce oddziatywanie DKA na funkcje resztkowg komarek B trzustki w przypadku
ptci meskiej, zaréwno u 0séb posiadajacych genotyp PTPN22 ¢.1858CC (test Wilcoxona, chtopcy bez DKA
vs. z DKA p=0,02), jak i nalezgcych do grupy zwiekszonego ryzyka genetycznego - genotypy PTPN22
¢.1858TT oraz PTPN22 c.1858TC (test Wilcoxona, chtopcy bez DKA vs. z DKA p=0,024). (ryc.4.29)

W 9 i 12 miesigcu trwania TIDM, poza opisang powyzej znamienng réznicg w rozktadach stezen C-
peptydu wsréd dziewczat z grupy podwyzszonego ryzyka genetycznego, w zaleznosci od wystepowania
DKA, nie obserwowano istotnych réznic w poziomach C-peptydu w zaleznosci od uktadu poszczegdlnych
zmiennych w analizowanym modelu strukturalnym, ktére to réznice mogtyby wskazywaé na dalsze
modulujgce oddziatywanie powyzszego modelu na funkcje resztkowa komorek B trzustki w badanej
populacji. (ryc.4.29)

W przypadku ocenianego modelu strukturalnego wykazane w powyzszych analizach istotne réznice w
dynamice zmian funkcji resztkowej komérek B trzustki w badanej populacji nie wynikaty z ewentualnych
znamiennych réznic w rodzaju stosowanej insulinoterapii (doktadny test Fishera p=0,488).

13.5.2.4. Ocena potencjalnego zwigzku polimorfizmu c.1858T>C genu PTPN22 z dynamika
zmian funkcji resztkowej komorek f trzustki w pierwszym roku trwania choroby,
w powigzaniu z wiekiem pacjenta

Analiza potencjalnego zwigzku polimorfizmu ¢.1858T>C genu PTPN22 z dynamikg zmian funkcji
resztkowej komorek B trzustki w pierwszym roku trwania T1DM, z uwzglednieniem wieku pacjenta, nie
wykazata modulujgcego oddziatywania badanego polimorfizmu genetycznego na resztkowa
insulinosekrecje podczas rocznej obserwacji chorych w ocenianym uktfadzie strukturalnym (analizy
statystyczne przeprowadzone w oparciu o test Wilcoxona).

13.5.2.5. Dynamika zmian funkcji resztkowej komoérek  trzustki w pierwszym roku trwania
choroby a potencjalne oddzialywanie modelu strukturalnego /polimorfizm
¢.1858T>C genu PTPN22 - DKA w momencie rozpoznania T1DM - wiek pacjenta/

W zwigzku z wykazanym w badanej populacji istotnym modulujgcym wptywem wieku pacjenta na
zaleznos¢ pomiedzy dystrybucja genotypéw polimorfizmu ¢.1858T>C genu PTPN22, stratyfikowanych
wzgledem ryzyka rozwoju T1DM, a wystepowaniem DKA w momencie rozpoznania choroby (= Wyniki
pkt. 11.2 str.97), przeprowadzono analize dotyczacg potencjalnego oddziatywania powyzszego modelu
strukturalnego na dynamike zmian resztkowej insulinosekrecji w pierwszym roku trwania T1DM. (ryc.4.30)

Juz w momencie rozpoznania TIDM obserwowano modulujgce oddziatywanie analizowanego modelu
strukturalnego na stezenia C-peptydu, szczegdlnie wsrdd pacjentédw bedacych homozygotami CC
badanego polimorfizmu. W mtodszej grupie wiekowej (wiek wczesnodzieciecy + wiek przedszkolny), u
chorych posiadajacych genotyp PTPN22 c.1858CC, wykazano znamiennie nizsze stezenia C-peptydu w
podgrupie z pozytywnym wywiadem w kierunku DKA w odniesieniu do pacjentéw, u ktérych nie
rozpoznano DKA (test Wilcoxona p=0,037; stezenie C-peptydu: grupa bez DKA mediana 0,215 ng/ml;
grupa z DKA mediana 0,148 ng/ml). Jednoczesnie w tej podgrupie obserwowane wartosci C-peptydu
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pozostawaty najnizsze w catej badanej populacji. (ryc.4.30) W starszej grupie wiekowej (wiek szkolny
+wiek mtodzienczy) nie stwierdzono podobnej zaleznosci (test Wilcoxona p=0,245; stezenie C-peptydu:
grupa bez DKA mediana 0,378 ng/ml; grupa z DKA mediana 0,282 ng/ml). Réwniez w analizie dotyczacej
pacjentdw z genotypami PTPN22 c.1858TT oraz PTPN22 c.1858TC nie stwierdzano znamiennych réznic w
rozktadach stezen C-peptydu w zaleznosci od wystepowania DKA zaréwno w obrebie mtodszej (test
Wilcoxona p=0,087; stezenie C-peptydu: grupa bez DKA mediana 0,29 ng/ml; grupa z DKA mediana 0,2
ng/ml), jak i starszej grupy wiekowej (test Wilcoxona p=0,158; stezenie C-peptydu: grupa bez DKA
mediana 0,408 ng/ml; grupa z DKA mediana 0,274 ng/ml). (ryc.4.30)
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Rycina 4.30. Ocena oddziatywania modelu strukturalnego / polimorfizmu ¢.1858T>C genu PTPN22 —
DKA w momencie rozpoznania TILDM — wiek pacjenta/ na dynamike zmian funkcji resztkowej komérek
B trzustki w pierwszym roku trwania choroby w populacji badanej

DKA — cukrzycowa kwasica ketonowa

Celem czytelnego odzwierciedlenia zmian zachodzacych w resztkowej insulinosekrecji podczas rocznej obserwacji w poszczegdlnych
podgrupach pacjentéw, na wykresie przedstawiono $rednie stezenia C-peptydu, ktére odnotowano w kolejnych punktach czasowych
obserwacji w kazdej z analizowanych podgrup. Analizy statystyczne przeprowadzono w oparciu o nieparametryczny test Wilcoxona,
poréwnujac rozktady stezen C-peptydu i ich mediany (opis zaleznosci umieszczono w tekscie rozprawy).

W 3 miesigcu trwania TIDM wsrdd chorych bedgcych homozygotami PTPN22 ¢.1858CC, jedynie u
pacjentéw z mtodszych kategorii wiekowych, z pozytywnym wywiadem w kierunku DKA w momencie
rozpoznania choroby, nie obserwowano znamiennego wzrostu wydzielania C-peptydu (test Wilcoxona
p=0,097; stezenie C-peptydu mediana 0,21 ng/ml). Powodowato to istotng réznice w rozktadach stezen
C-peptydu w mtodszej grupie wiekowej u 0séb posiadajgcych genotyp PTPN22 ¢.1858CC w zaleznosci od
wystepowania DKA w momencie rozpoznania T1IDM (test Wilcoxona p=0,004; stezenie C-peptydu: grupa
bez DKA mediana 0,4 ng/ml; grupa z DKA mediana 0,21 ng/ml). W starszej grupie wiekowej wérod
pacjentédw posiadajgcych ten sam genotyp badanego polimorfizmu nie wykazano znamiennych réznic w
poziomie resztkowej insulinosekrecji w zaleznosci od wywiadu w kierunku DKA w okresie ujawniania sie
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choroby (test Wilcoxona p=0,224; stezenie C-peptydu: grupa bez DKA mediana 0,689 ng/ml; grupa z DKA
mediana 0,539 ng/ml). (ryc.4.30)

Natomiast wsrdd chorych, z grupy podwyzszonego genetycznego ryzyka rozwoju T1DM (genotypy
PTPN22 c.1858TT oraz PTPN22 ¢.1858TC), nie stwierdzano istotnych réznic w rozktadach stezen C-peptydu
w poszczegdlnych kategoriach wiekowych, w zaleznosci od obcigzonego wywiadu w kierunku DKA (test
Wilcoxona, wiek wczesnodzieciecy + przedszkolny p=0,3; wiek szkolny + mtodzieniczy p=0,336).
Jednoczesnie w mtodszej grupie wiekowej obserwowany wzrost wydzielania C-peptydu w 3 miesigcu
trwania T1DM, w odrdznieniu od pacjentow ze starszych kategorii wiekowych (test Wilcoxona, grupa bez
DKA p<0,001; grupa z DKA p<0,001; stezenie C-peptydu w 3 miesigcu choroby: grupa bez DKA mediana
0,702 ng/ml; grupa z DKA mediana 0,63 ng/ml), nie wykazywat cech znamiennosci, niezaleznie od
wystepowania DKA w okresie ujawniania sie choroby (test Wilcoxona, grupa bez DKA p=0,172; grupa z
DKA p=0,085; stezenie C-peptydu w 3 miesigcu choroby: grupa bez DKA mediana 0,412 ng/ml; grupa z
DKA mediana 0,304 ng/ml). (ryc.4.30)

W 6 miesigcu choroby wsrdd pacjentéw posiadajacych genotyp PTPN22 ¢.1858CC, w mtodszej grupie
wiekowej, niezaleznie od obcigzonego wywiadu w kierunku DKA, obserwowano stopniowy, choé
nieznamienny zanik funkcji resztkowej komorek B trzustki (test Wilcoxona, grupa bez DKA p=0,239; grupa
z DKA p=0,177; stezenie C-peptydu w 6 miesigcu choroby: grupa bez DKA mediana 0,347 ng/ml; grupa z
DKA mediana 0,14 ng/ml). Jednoczesnie w powyzszej grupie chorych, nadal utrzymywaty sie istotnie
nizsze wartosci C-peptydu u pacjentéw z rozpoznang DKA w okresie ujawniania sie TLDM (test Wilcoxona,
p=0,009). (ryc.4.30)

Odmienng dynamike zmian funkcji resztkowej komorek B trzustki w 6 miesigcu obserwacji wykazano
wsrdd chorych ze starszej grupy wiekowej, bedgcych homozygotami CC badanego polimorfizmu. W tym
okresie choroby u pacjentéw z nieobcigzonym wywiadem w kierunku DKA obserwowano dalszy, cho¢
niewykazujgcy cech istotnosci, wzrost wydzielania C-peptydu (test Wilcoxona, p=0,497; stezenie
C-peptydu w 6 miesigcu choroby mediana 0,727 ng/ml). Jednoczes$nie wsrdd chorych z rozpoznang DKA w
okresie ujawniania sie TIDM rozktady stezen C-peptydu w 3 i 6 miesigcu obserwacji pozostawaty
poréwnywalne (test Wilcoxona, p=0,497; stezenie C-peptydu: 3 miesigc choroby mediana 0,539 ng/ml; 6
miesigc choroby 0,54 ng/ml). (ryc.4.30)

Natomiast w grupie chorych posiadajacych genotypy zwigzane z podwyzszonym ryzykiem rozwoju
T1DM (PTPN22 c.1858TT oraz PTPN22 c.1858TC), niezaleznie od grupy wiekowe] oraz wystepowania DKA
w momencie rozpoznania choroby, w 6 miesigcu trwania TIDM stwierdzano obnizenie sie poziomu
resztkowej insulinosekrecji. Wsrdd chorych z nieobcigzonym wywiadem w kierunku DKA, powyzsze
zmniejszenie sie wydzielania C-peptydu nie wykazywato cech znamiennosci statystycznej (test Wilcoxona,
wiek wczesnodzieciecy + przedszkolny p=0,097; wiek szkolny + mtodziericzy p=0,326). Natomiast u
pacjentow z rozpoznang DKA w okresie ujawniania sie TIDM, zaréwno w mtodszej, jak i starszej grupie
wiekowej, obserwowano istotny zanik funkcji resztkowej komérek B trzustki w odniesieniu do pozioméw
C-peptydu odnotowywanych w 3 miesigcu choroby (test Wilcoxona, wiek wczesnodzieciecy +
przedszkolny p=0,047, stezenie C-peptydu w 6 miesigcu choroby mediana 0,1 ng/ml; wiek szkolny +
mtodzienczy p=0,036, stezenie C-peptydu w 6 miesigcu choroby mediana 0,43 ng/ml). Jednoczesnie w
starszej grupie wiekowej, ze wzgledu na znaczng dynamike spadku stezenia C-peptydu wsrdd pacjentow z
obcigzonym wywiadem w kierunku DKA, wykazano istotne rdznice w poziomie resztkowej insulinosekrecji
w zaleznosci od wystepowania DKA w momencie rozpoznania TIDM (test Wilcoxona, p=0,012). (ryc.4.30)

W 9i 12 miesigcu trwania TIDM nie obserwowano istotnych réznic w poziomach C-peptydu w
zaleznosci od uktadu poszczegdlnych zmiennych w analizowanym modelu strukturalnym, mogacych
wskazywac na dalsze modulujgce oddziatywanie powyzszego modelu na funkcje resztkowg komoérek
trzustki w badanej populacji. (ryc.4.30)
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Podczas analizy kazdej z grup wiekowych pojedynczo, nie wykazano znamiennych réznic w poziomie
resztkowej insulinosekrecji przez caty okres obserwacji pomiedzy osobami posiadajgcych rézne genotypy
badanego polimorfizmu, stratyfikowane wzgledem ryzyka rozwoju TIDM (PTPN22 c.1858CC vs. PTPN22
¢.1858TT+TC), w powigzaniu z wywiadem w kierunku DKA (analizy statystyczne przeprowadzone w
oparciu o test Wilcoxona).

W przypadku ocenianego modelu strukturalnego wykazane w powyzszych analizach istotne réznice w
dynamice zmian funkcji resztkowej komdrek B trzustki w badanej populacji nie wynikaty z ewentualnych
znamiennych réznic w rodzaju stosowanej insulinoterapii (doktadny test Fishera p=0,124).

13.5.3. Ocena potencjalnego zwigzku polimorfizmu 5’'VNTR genu INS z dynamika zmian
funkcji resztkowej komorek 8 trzustki w pierwszym roku trwania choroby

Ostateczna interpretacja przeprowadzonych analiz, dotyczacych potencjalnego zwigzku pomiedzy
polimorfizmem 5’VNTR genu INS (ocena za pomocg polimorfizmu markerowego —23Hph/A>T) a dynamika
zmian funkcji resztkowej komorek B trzustki u obserwowanych pacjentéw w pierwszym roku trwania
T1DM pozostaje niemozliwa, z uwagi na dystrybucje poszczegdlnych genotypdw analizowanego
polimorfizmu w badanej populacji (= Wyniki pkt.7 str.86).

14. Ocena wyréwnania metabolicznego T1DM w pierwszym roku trwania choroby

W badanej populacji pacjentéw ocene wyréwnania metabolicznego przeprowadzono za pomocga
oznaczen poziomu hemoglobiny glikowanej (HbA.) z wykorzystaniem certyfikowanej metody HPLC (=
Materiaty i metody pkt.5.2 str.67). Analize uzyskanych wynikéw przeprowadzono zgodnie z aktualnymi
kryteriami ISPAD oraz PTD (- Materiafy i metody pkt.5.3 str.67). Z uwagi na zblizone rezultaty oceny
wyréwnania metabolicznego T1DM za pomocg powyzszych kryteriéw, w dalszej czesci rozprawy
omoéwiono gtéwnie wyniki analiz dokonanych na podstawie wytycznych ISPAD, za$ wyniki oceny wedtug
wytycznych PTD przedstawiono w przypadku wystepowania pewnych odrebnosci lub szczegdlnie
interesujgcych trendéw czasowych.

W momencie rozpoznania T1DM, z powodu istniejgcych zaburzen gospodarki kwasowo — zasadowej
oraz innych zaburzen metabolicznych typowych dla okresu ujawniania sie choroby, jedynie u 5 pacjentéw
(3,4%) wykazano poziomy hemoglobiny glikowanej HbA,. spetniajgce kryteria wyréwnania
metabolicznego T1DM wedtug ISPAD (- Materiaty i metody pkt.5.3 str.67). W 3 miesigcu obserwacji, w
zwigzku z naturalng historig choroby (wzrost resztkowej insulinosekrecji, wystepowanie zjawiska remisji
klinicznej), u okoto 75% chorych dochodzito do poprawy kontroli metabolicznej TIDM, natomiast w 22%
przypadkéw odnotowywane poziomy HbA;. nadal przekraczaty 7,5%. Od 3 miesigca trwania choroby, w
kolejnych okresach obserwacyjnych stwierdzano stopniowe, wykazujgce cechy istotnosci statystycznej,
pogarszanie sie kontroli metabolicznej TIDM. Jednoczesnie odsetek pacjentéw, u ktérych dochodzito do
dekompensacji metabolicznej choroby, pozostawat staty w kolejnych miesigcach obserwacji i wynosit
okoto 18-19%.

Podczas poréwnania stopnia wyréwnania metabolicznego choroby w badanej populacji w 3 oraz 12
miesigcu obserwacji, stabilng kontrole TIDM stwierdzono u okoto 44% chorych. Osiemnascie procent
pacjentéw, w obu punktach czasowych, nie spetniato kryteriéw wtasciwego wyréwnania metabolicznego
choroby wedtug ISPAD, natomiast u okoto 34% chorych obserwowano pogorszenie kontroli TIDM.

Szczegdtowe zestawienie danych dotyczacych wyréwnania metabolicznego choroby wedtug kryteriéw
ISPAD w badanej populacji w pierwszym roku trwania TIDM przedstawiono w tabeli 4.13
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Tabela 4.13. Ocena wyréwnania metabolicznego TIDM (wedtug kryteriow ISPAD) w pierwszym roku
choroby w badanej populacji przeprowadzona na zasadzie poréwnan dwaéch punktéw obserwacji

pacjentéw
kryteria wyréwnania metabolicznego T1DM wedtug ISPAD
HbA;1.<7,5%") HbA1:27,5%"
pun kt (T1DM wyréwnana metabolicznie) (T1DM niewyréwnana metabolicznie)
obserwacji - pacjenci o pacjenciz pacjenci, z pacjenci z analiza
poréwnanie stabilnej (TR pogorszeniem przewlekle poréwnawcza
kontroli kontr f’" i kontr f’" i niewyrownanq wartosé p*)
metabolicznej mett;'l;tl))lll‘;zne] mett;l;(;)lx"zne] metabolicznie
TiDM TiDM
Lo £ (@ patjem:.i, u ktz'ir;ycll (pncjem.:i, u ktt.irych ) tai
O dane racegorts nastqpila smiana nastqpilasmiana O e wassgont
miesigc choroby:
g : ¥ 4 104 1 31 NS
";0 (2,86%) (74,29%) (0,71%) (22,14%)
n:
miesigc choroby:
g . ¥ 76 9 25 22 0,001
V1S§2 (57,57%) (6,82%) (18,94%) (16,67%) ’
n=
miesigc choroby:
2 ] ¥ 60 10 25 34 0,001
Vlség (46,51%) (7,75%) (19,38%) (26,36%) ’
n=
miesigc choroby:
ga o ¥ 48 16 24 43 0,001
i (36,64%) (12,21%) (18,32%) (32,83%) '
miesigc choroby:
3el B >8 6 45 2 <0,001
V‘Lg (43,61%) (4,51%) (33,83%) (18,05%) ’
n:

“dane w poszczegdlnych kolumnach przedstawiono jako liczbe pacjentéw przyporzadkowanych do okreslonej kategorii, w nawiasach
podano ich udziat procentowy w analizowanej populacji przy poréwnaniu okreslonych punktéw czasowych rocznej obserwacji

) analizy statystyczne przeprowadzone w oparciu o doktadny test Fishera

n —liczba pacjentéow uwzglednionych w analizie przy poréwnaniu okreslonych punktéw czasowych rocznej obserwacji

NS — wartosci p>0,05 (nieistotne statystycznie)

14.1. Funkcja resztkowa komérek B trzustki a wyréwnanie metaboliczne T1DM w pierwszym
roku trwania choroby

Uwzgledniajgc kryteria wyréwnania metabolicznego T1DM wedtug ISPAD (= Materiaty i metody
pkt.5.3 str.67), u pacjentéw z wyréwnang T1DM (HbA.<7,5%) od 3 do 12 miesigca obserwacji
stwierdzano znamiennie wyzsze $rednie stezenia C-peptydu w poréwnaniu do tozsamych poziomdéw
C-peptydu w grupie z nieprawidtowa kontrolg metaboliczng choroby (HbA.>7,5%) (test Wilcoxona, 3
miesigc choroby p<0,001; 6 miesigc choroby p<0,001; 9 miesigc choroby p=0,002; 12 miesigc choroby
p=0,005). Jednocze$nie w momencie rozpoznania TIDM rozktady stezen C-peptydu w powyzszych
podgrupach chorych byty poréwnywalne (test Wilcoxona, p=0,324; stezenie C-peptydu poczatek choroby:
grupa z wyrdwnang T1DM mediana 0,295 ng/ml; grupa z niewyréwnang TIDM mediana 0,275 ng/ml).
(ryc.4.31)
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Rycina 4.31. Ocena zwigzku pomiedzy dynamika zmian funkcji resztkowej komarek B trzustki
a wyréwnaniem metabolicznym T1DM wedtug kryteriéw ISPAD w pierwszym roku trwania choroby w
populacji badanej

ISPAD — International Society for Pediatric and Adolescent Diabetes
analizy statystyczne przeprowadzone w oparciu o test Wilcoxona, na rycinie zaznaczono zaleznosci istotne statystycznie (p<0,05)

W grupie pacjentéw z wyréwnang T1DM po istotnym wzroscie stezenia C-peptydu w 3 miesigcu
trwania choroby (test Wilcoxona, miesigc choroby 0 vs. 3 p=0,011; stezenie C-peptydu: 3 miesigc choroby
mediana 0,6 ng/ml), w kolejnych miesigcach obserwacji stwierdzano stopniowy, ale nieznamienny zanik
funkcji resztkowej komorek B trzustki (test Wilcoxona, 3 vs. 6 p=0,096; 6 vs. 9 p=0,142; 9 vs. 12 p=0,195).
U tych chorych w 9 miesigcu obserwacji dochodzito do istotnego obnizenia sie stezen C-peptydu
wzgledem maksymalnych pozioméw C-peptydu stwierdzanych w 3 miesigcu choroby (test Wilcoxona,
p=0,01). Jednoczesnie od 6 miesigca obserwacji nie wykazywano znamiennych rdznic przy odniesieniu
rozktadow stezen C-peptydu do wartosci odnotowywanych na poczatku choroby (test Wilcoxona, miesigc
choroby 0 vs. 6 p=0,067; 0 vs. 9 p=0,191; 0 vs. 12 p=0,286). (ryc.4.31)

Wsrod pacjentow z niewyréwnang T1DM nie obserwowano typowego istotnego wzrostu stezenia
C-peptydu w 3 miesigcu trwania choroby (test Wilcoxona, p=0,271; stezenie C-peptydu: 3 miesigc choroby
mediana 0,24 ng/ml). Stwierdzano natomiast przesuniecie czasu osiggniecia maksymalnych wartosci
C-peptydu az do 6 miesigca trwania TIDM, przy czym pozostawaty one nieznamiennie wyzsze od stezen
C-peptydu na poczatku choroby (test Wilcoxona, p=0,495; stezenie C-peptydu: 6 miesigc choroby mediana
0,294 ng/ml). W kolejnych miesigcach obserwacji réwniez nie wykazywano istotnych zmian w wydzielaniu
C-peptydu (test Wilcoxona, miesigc choroby 6 vs. 9 p=0,24; 9 vs. 12 p=0,236), a stwierdzane wartosci
resztkowej insulinosekrecji nie réznity sie znamiennie od maksymalnych warto$ci w 6 miesigcu trwania
T1DM (test Wilcoxona, miesigc choroby 3 vs. 6 p=0,303; 6 vs. 12 p=0,091). Dopiero w 12 miesigcu choroby
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obserwowano znamienne obnizenie sie poziomu C-peptydu wzgledem wartosci oznaczonych w momencie
rozpoznania T1DM (test Wilcoxona, p=0,022). (ryc.4.31)

Analiza stezen C-peptydu z uwzglednieniem kryteriow wyréwnania metabolicznego wedtug PTD (=
Materiaty i metody pkt.5.3 str.67) wykazata bardzo stabilny przebieg choroby w grupie z wyréwnana
T1DM (HbA.<6,5%). W podgrupie tej nie stwierdzono znamiennych réznic pomiedzy rozktadami stezen
C-peptydu w poszczegdlnych miesigcach trwania TIDM, a maksymalne stezenia C-peptydu w pierwszym
roku choroby odnotowano w 9 miesigcu obserwacji (stezenie C-peptydu: poczatek choroby mediana
0,462 ng/ml; 9 miesigc choroby mediana 0,823 ng/ml). Jednoczesnie w okresie od 3 do 9 miesigca
obserwacji poziomy C-peptydu w tej grupie chorych pozostawaty istotnie wyzsze niz u pacjentéw z
nieprawidtowg kontrolg metaboliczng TIDM (HbA1.26,5%) (test Wilcoxona, poczatek choroby p=0,225; 3,
6 i 9 miesigc choroby p<0,001, 12 miesigc choroby p=0,052).

Natomiast w podgrupie z niewyréwnang metabolicznie TIDM, po istotnym wzroscie stezenia
C-peptydu w 3 miesigcu choroby do maksymalnych wartosci odnotowywanych w pierwszym roku trwania
T1DM (test Wilcoxona p<0,001; stezenie C-peptydu: poczatek choroby mediana 0,275 ng/ml; 3 miesigc
choroby mediana 0,484 ng/ml), do znamiennego obnizenia sie resztkowej insulinosekrecji dochodzito juz
w 6 miesigcu choroby (test Wilcoxona p=0,037; stezenie C-peptydu: 6 miesigc choroby mediana 0,38
ng/ml). W kolejnych miesigcach obserwacji zanik funkcji resztkowej komérek B trzustki byt stopniowy i nie
wykazywat cech istotnosci (test Wilcoxona, miesigc choroby: 6 vs. 9 p=0,169; 9 vs. 12 p=0,159), a
odnotowywane wartosci stezen C-peptydu pozostawaty znamiennie nizsze w odniesieniu do
maksymalnych stezen w 3 miesigcu choroby (test Wilcoxona, miesigc choroby: 3 vs. 9 p=0,003; 3 vs. 12
p<0,001). Jednoczes$nie od 9 miesigca trwania TIDM rozktady stezen C-peptydu byty poréwnywalne z
wartosciami C-peptydu oznaczonymi w momencie zachorowania (test Wilcoxona, miesigc choroby: 0 vs. 9
p=0,307; 0 vs. 12 p=0,159).

14.2. Ocena potencjalnego zwigzku pomiedzy picig pacjenta a wyréwnaniem metabolicznym
choroby w pierwszym roku trwania T1DM

Podczas rocznej obserwacji pacjentow nie stwierdzono istotnego zwigzku pomiedzy ptcig chorego a
wyréwnaniem metabolicznym choroby, ocenianym zgodnie z kryteriami ISPAD oraz PTD (> Materiaty i
metody pkt.5.3 str.67) (analizy statystyczne przeprowadzone w oparciu o doktadny test Fishera).

14.3. Ocena potencjalnego zwigzku pomiedzy wiekiem pacjenta a wyréwnaniem
metabolicznym choroby w pierwszym roku trwania T1DM

Podczas rocznej obserwacji pacjentéw w poczatkowej jej fazie (3 — 6 miesigc) stwierdzano znamienne
rédznice w czestosci wystepowania prawidtowego wyréwnania T1DM, definiowanego zgodnie z kryteriami
ISPAD (= Materiaty i metody pkt.5.3 str.67), w zaleznosci od wieku pacjenta. W 3 miesigcu trwania TLDM
powyzsze rdznice wynikaty gtéwnie z mniejszego odsetka dzieci w wieku wczesnodzieciecym i
przedszkolnym, ktére osiggnety poprawe kontroli metabolicznej po wstepnej fazie niewyréwnania w
okresie ujawniania sie choroby, w poréwnaniu z grupg chorych w wieku szkolnym i mtodziericzym
(doktadny test Fishera p=0,003). W 6 miesigcu obserwowano zmniejszenie sie odsetka pacjentéw z
prawidtowg kontrolg metaboliczng TIDM w podobnym stopniu w mtodszej (wiek wczesnodzieciecy i
przedszkolny), jak i starszej grupie wiekowej, a stwierdzane istotne réznice w odsetku chorych z
wyréwnang T1DM wynikaty prawdopodobnie z réznic wykazanych w 3 miesigcu choroby (doktadny test
Fishera, 6 miesigc choroby p=0,015). (ryc.4.32)

W drugiej potowie obserwacji (9 — 12 miesigc) nie stwierdzano istotnych réznic w czestosci
wystepowania prawidtowego wyréwnania TLDM w powigzaniu z wiekiem chorego (doktadny test Fishera,
9 miesigc choroby p=0,301; 12 miesigc choroby p=0,09). Jednoczesnie w mtodszej grupie wiekowej,
pomiedzy 6 oraz 9 miesigcem trwania T1DM, nie obserwowano zmian w rozktadzie procentowym w
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zaleznosci od kontroli metabolicznej choroby, po czym w 12 miesigcu choroby dochodzito do kolejnego
obnizenia sie odsetka pacjentéw z prawidtowo wyréwnangT1DM. Natomiast w starszej grupie wiekowej
stwierdzono przesuniecie sie okresu stabilizacji w proporcji pacjentéw w zaleznosci od kontroli
metabolicznej TIDM na 9 — 12 miesigc choroby. (ryc.4.32)

W badanej populacji opisane powyzej zmiany w czesto$ci wystepowania prawidtowego wyréwnania
metabolicznego T1IDM w zaleznosci od wieku, w znacznym stopniu korespondowaty z dynamikg zmian
funkcji resztkowej komarek B trzustki w poszczegélnych grupach wiekowych podczas rocznej obserwac;ji
(= Wyniki pkt.13.1.2 str.117).
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Rycina 4.32. Ocena wyréwnania metabolicznego T1DM wedtug kryteriow ISPAD w pierwszym roku
trwania choroby w populacji badanej w zaleznosci od wieku pacjenta

ISPAD — International Society for Pediatric and Adolescent Diabetes
analizy statystyczne przeprowadzone w oparciu o doktadny test Fishera

14.4. Ocena potencjalnego oddzialywania zaburzen gospodarki kwasowo - zasadowej,
wystepujacych u chorego w momencie rozpoznania T1DM, na wyréwnanie
metaboliczne choroby w pierwszym roku jej trwania

Analiza wyréwnania metabolicznego T1DM, z uwzglednieniem kryteriow ISPAD (= Materiaty i metody
pkt.5.3 str.67) wykazata istotnie czestszg mozliwos¢ osiggniecia prawidtowe] kontroli metabolicznej
choroby w pierwszym pétroczu jej trwania u pacjentdw z nieobcigzonym wywiadem w kierunku DKA w
momencie diagnozy TIDM. Natomiast w drugim pétroczu trwania obserwacji, w grupie pacjentéw, u
ktérych nie rozpoznano DKA w okresie ujawniania sie TLDM, dochodzito do znamiennego pogorszenia
kontroli metabolicznej (doktadny test Fishera; miesigc choroby 3 vs. 6 p=0,004; 6 vs.9 p<0,001; 9 vs. 12
p=0,012), co powodowato wyrédwnanie obserwowanych wczesniej réznic w kontroli metabolicznej TIDM
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w zaleznosci od wystepowania zaburzen gospodarki kwasowo — zasadowej u chorego w momencie
rozpoznania T1DM. (ryc.4.33)
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Rycina 4.33. Ocena wyréwnania metabolicznego TIDM wedtug kryteriow ISPAD w pierwszym roku
trwania choroby w populacji badanej w zalezno$ci od wystepowania DKA u pacjenta w momencie
rozpoznania TIDM

DKA — cukrzycowa kwasica ketonowa

ISPAD — International Society for Pediatric and Adolescent Diabetes
analizy statystyczne przeprowadzone w oparciu o doktadny test Fishera

Jednoczesnie opisane powyzej zmiany w czestosci wystepowania prawidtowego wyréwnania
metabolicznego T1DM, w zaleznosci od rozpoznania DKA w okresie ujawniania sie choroby, w znacznym
stopniu korespondowaty z dynamikg zmian funkcji resztkowej komérek  trzustki w poszczegdlnych,
analizowanych podgrupach (= Wyniki pkt.13.1.6 str.121).

Poréwnanie dobowego zapotrzebowania na insuline w zaleznosci od wystepowania zaburzen
gospodarki kwasowo — zasadowej w momencie ujawniania sie TILDM, z uwzglednieniem wytycznych
ISPAD (= Materiaty i metody pkt.2.1.4 str.40), nie wykazato znamiennych réznic pomiedzy analizowanymi
grupami w okresie rocznej obserwacji (doktadny test Fishera, 3 miesigc choroby p=0,098; 6 miesigc
choroby p=0,104; 9 miesigc choroby p=0,095; 12 miesigc choroby p=0,236).

14.4.1. Ple¢ pacjenta jako moderator oddzialywan zaburzen gospodarki kwasowo -
zasadowej, wystepujacych u chorego w momencie rozpoznania T1DM, na wyréwnanie
metaboliczne choroby w pierwszym roku jej trwania

W badanej populacji pte¢, jako czynnik modulujgcy wyréwnanie metaboliczne choroby w zaleznosci od
wystepowania DKA w momencie rozpoznania T1DM, odgrywata istotng role w pierwszej potowie rocznej
obserwacji pacjentéw. W 3 miesigcu choroby wsréd pacjentéw z nieobcigzonym wywiadem w kierunku
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DKA, prawidtowg kontrole metaboliczng TIDM stwierdzano w poréwnywalnym odsetku u chtopcéw i
dziewczat (chtopcy 89,48%; dziewczeta 82,98%). Natomiast w grupie chorych, u ktérych doszto do
rozwoju DKA w okresie ujawniania sie TLDM, prawidtowe wyréwnanie metaboliczne obserwowano
czesciej u dziewczat (chtopcy 58,62%; dziewczeta 68,42%). Przedstawione powyzej réznice w czestosci
wystepowania prawidtowej kontroli metabolicznej TLDM w 3 miesigcu obserwacji w zaleznosci od
rozwoju DKA na poczatku choroby, w powigzaniu z ptcig pacjenta, wykazywaty cechy istotnosci (doktadny
test Fishera, p=0,014) (ryc.4.34). W 6 miesigcu trwania TIDM obserwowane réznice w czestosci
wystepowania prawidtowego wyréwnania choroby w analizowanych podgrupach pacjentéw pozostawaty
na granicy znamiennosci (doktadny test Fishera, p=0,05). W tym okresie obserwacji wsréd dziewczat z
rozpoznang DKA w okresie ujawniania sie TLDM odsetek osdb z prawidtowo wyrdéwnang chorobg byt
zblizony do proporcji stwierdzanych u chtopcédw oraz dziewczat z nieobcigzonym wywiadem w kierunku
DKA (dziewczeta z DKA 63,15%; chtopcy bez DKA 70,27%; dziewczeta bez DKA 72,09%) (ryc.4.34).
Natomiast w grupie chtopcow, u ktérych doszto do rozwoju DKA na poczatku choroby, prawidtowg
kontrole metaboliczng TIDM wykazano jedynie u 40,74% oséb.

W drugiej potowie rocznej obserwacji (9 — 12 miesigc choroby) nie stwierdzano istotnych réznic w
rozktadach czestosci wystepowania prawidtowe] kontroli metabolicznej TIDM w zaleznosci od wywiadu w
kierunku DKA na poczatku choroby, w powigzaniu z ptcig pacjenta (doktadny test Fishera, 9 miesigc
choroby p=0,309; 12 miesigc choroby p=0,584). (ryc.4.34)
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Czas obserwacji

T1DM wyréwnana wg |SPAD (HhA<7,5%) T1DM niewyréwnana wg ISPAD (HbAq, = 7,5%)
B dziewczgta bez DKA B driewczeta bez DKA
B chlopecy bez DKA B chlopey bez DEA
B dziewczgta z DEA B driewczgta z DKA
B chlopoy z DKA B chlopcy zDEA

Rycina 4.34. Ocena wyréwnania metabolicznego T1DM wedtug kryteriow ISPAD w pierwszym roku
trwania choroby w populacji badanej w zalezno$ci od pici chorego oraz wystepowania DKA u pacjenta
W momencie rozpoznania TIDM

DKA — cukrzycowa kwasica ketonowa

ISPAD — International Society for Pediatric and Adolescent Diabetes
analizy statystyczne przeprowadzone w oparciu o doktadny test Fishera
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Opisane powyzej zmiany w czesto$ci wystepowania prawidtowego wyréwnania metabolicznego TIDM
podczas rocznej obserwacji badanej grupy, w zaleznosci od pfci i rozwoju DKA w okresie ujawniania sie
choroby, korespondowaty z dynamika zmian funkcji resztkowej komérek B trzustki w analizowanych
podgrupach pacjentéw (= Wyniki pkt.13.1.7 str.124)

14.4.2. Wiek pacjenta jako moderator oddzialywan zaburzen gospodarki kwasowo -
zasadowej, wystepujacych u chorego w momencie rozpoznania T1DM, na wyréwnanie
metaboliczne choroby w pierwszym roku jej trwania

W badanej populacji réwniez wiek chorego petnit funkcje moderatora w przypadku zaleznosci
pomiedzy stopniem wyréwnania metabolicznego TIDM a wystepowaniem DKA na poczatku choroby, przy
czym jego istotne modulujgce oddziatywanie stwierdzano w pierwszej potowie rocznej obserwacji
pacjentéw.

WSsréd pacjentéw z nieobcigzonym wywiadem w kierunku DKA, w 3 miesigcu trwania TIDM
prawidtowe wyréwnanie metaboliczne choroby, wedtug kryteridw ISPAD (- Materiaty i metody pkt.5.3
str.67), osiggato ponad 80% chorych, niezaleznie od grupy wiekowej (wiek wczesnodzieciecy +
przedszkolny 81,48%, wiek szkolny + mtodziericzy 87,93%). Zblizony odsetek pacjentéw z prawidtowq
kontrolg metaboliczng choroby wykazano réwniez wéréd chorych z rozpoznang DKA w okresie ujawniania
sie T1IDM, nalezacych do starszej kategorii wiekowej (wiek szkolny + mtodzieniczy 77,78% pacjentéw).
Natomiast w grupie mtodszych dzieci (wiek wczesnodzieciecy + przedszkolny), z obcigzonym wywiadem w
kierunku DKA, jedynie 42,86% pacjentdéw osiggato w tym okresie choroby wtasciwg kontrole TIDM.
(ryc.4.35) Jednoczesnie powyzsze rdznice w czestosciach wystepowania prawidtowego wyréwnania
metabolicznego choroby, w zaleznosci od stwierdzonej DKA w momencie diagnozy T1DM, w powigzaniu z
wiekiem pacjenta, wykazywaty cechy znamiennosci statystycznej (doktadny test Fishera, p<0,001).

W 6 miesigcu trwania obserwacji dochodzito do zmniejszenia sie odsetka pacjentéw z prawidtowo
wyréwnang metabolicznie TIDM — do okoto 70% chorych w grupie bez obcigzonego wywiadu w kierunku
DKA, niezaleznie od kategorii wiekowej (pacjenci bez DKA: wiek wczesnodzieciecy + przedszkolny 72,0%,
wiek szkolny + mtodziericzy 70,91%), a takze wsrdd pacjentdw z rozpoznang DKA na poczatku choroby,
nalezacych do starszej kategorii wiekowej (pacjenci z DKA: wiek szkolny + mtodzienczy 69,23%). W grupie
mtodszych dzieci (wiek wczesnodzieciecy + przedszkolny) z obcigzonym wywiadem w kierunku DKA
odsetek 0s6b z prawidtowo kontrolowang choroba wynosit jedynie 25%, co powodowato utrzymywanie
sie istotnych réznic w czestosci wystepowania wiasciwego wyrownania TIDM w analizowanych
podgrupach pacjentéw (doktadny test Fishera, p=0,002). (ryc.4.35)

W drugiej potowie rocznej obserwacji nie wykazywano znamiennych réznic pomiedzy ocenianymi
podgrupami w czestosci prawidtowej kontroli metabolicznej choroby (doktadny test Fishera, 9 miesiac
choroby p=0,409; 12 miesigc choroby p=0,643). Jednoczesnie dopiero w 12 miesigcu trwania TIDM
obserwowano wyrdwnanie sie odsetka pacjentéw z prawidtowo wyréwnang chorobg w obrebie
poszczegdlnych kategorii wiekowych, niezaleznie od wywiadu w kierunku DKA w momencie diagnozy
T1DM (wiek wczesnodzieciecy + przedszkolny: chorzy bez DKA 44,0% vs. z DKA 40,0%; wiek szkolny +
mtodzienczy: chorzy bez DKA 54,54% vs. z DKA 50,0%). (ryc.4.35)
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Czas obserwaciji

T10M wyrawnana wg ISPAD (HbA<7,5%) T1DM niewyrdwnana wg ISPAD (HbA,, 2 7,5%)

wigk szkalny | mlodziernczy bez DKA

wiek woezesnodziecigey | przedszkolny bez DEA
wiek szkolny | mlodziefczy z DKA

wiek wozesnodziecigcy | preedszkolny z DKA

wigk szkolny | mlodziernczy bez DKA

wigk woezesnodziecigey | preedszkolny bez DHA
wigk szkolny | miodzienczy z DKA

wiek wezesnodzieciecy | przedszkalny z DKA

Rycina 4.35. Ocena wyréwnania metabolicznego T1DM wedtug kryteriow ISPAD w pierwszym roku
trwania choroby w populacji badanej w zaleznosci od wieku chorego oraz wystepowania DKA u
pacjenta w momencie rozpoznania TIDM

DKA — cukrzycowa kwasica ketonowa

ISPAD — International Society for Pediatric and Adolescent Diabetes
analizy statystyczne przeprowadzone w oparciu o doktadny test Fishera

14.5. Poziom edukacji pacjenta na temat wlasnej choroby a wyréwnanie metaboliczne T1DM
w pierwszym roku trwania choroby

Nie wykazano znamiennych réznic pomiedzy poziomem edukacji pacjenta na temat wtasnej choroby,
ocenianym na podstawie badania ankietowego, a wyréwnaniem metabolicznym T1DM (wedtug kryteridw
ISPAD oraz PTD) podczas rocznej obserwacji pacjentow (analizy statystyczne przeprowadzone w oparciu o
doktadny test Fishera oraz test Wilcoxona).

14.6. Ocena potencjalnego zwiazku wybranych polimorfizméw genéw CTLA-4, PTPN22 oraz
INS z wyréwnaniem metabolicznym choroby w pierwszym roku trwania T1DM

14.6.1. Ocena potencjalnego zwigzku polimorfizmu c.49A>G genu CTLA-4 z wyréwnaniem
metabolicznym choroby w pierwszym roku trwania T1DM

Analiza dotyczaca wyréwnania metabolicznego T1DM, definiowanego zgodnie z kryteriami ISPAD oraz
PTD (= Materiaty i metody pkt.5.3 str.67), nie wykazata zwigzku pomiedzy poszczegdlnymi genotypami
polimorfizmu c.49A>G genu CTLA-4, w tym réwniez genotypami stratyfikowanymi wzgledem ryzyka
rozwoju T1DM, a kontrolg metaboliczng choroby w badanej populacji w pierwszym roku trwania T1DM
(analizy statystyczne przeprowadzone w oparciu o doktadny test Fishera).
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14.6.1.1. Wyréwnanie metaboliczne choroby w pierwszym roku trwania T1DM a potencjalne
oddzialywanie modelu strukturalnego /polimorfizm c.49A>G genu CTLA-4 - DKAw
momencie rozpoznania T1DM - plec¢ pacjenta/

W zwigzku z wykazanym w badanej populacji istotnym modulujgcym wptywem ptci na zaleznosé
pomiedzy dystrybucja genotypdw polimorfizmu c.49A>G genu CTLA-4, stratyfikowanych wzgledem ryzyka
rozwoju T1DM, a wystepowaniem DKA w momencie rozpoznania choroby (= Wyniki pkt.11.1 str.93),
przeprowadzono analize dotyczaca potencjalnego oddziatywania powyzszego uktadu strukturalnego na
czestos¢ wystepowania prawidtowej kontroli metabolicznej choroby, definiowanej zgodnie z kryteriami
ISPAD oraz PTD (- Materiaty i metody pkt.5.3 str.67) w pierwszym roku trwania TIDM. Powyzsza ocena
nie potwierdzita modulujgcego wptywu analizowanego uktadu strukturalnego na czestos$¢ wystepowania
prawidtowego wyrédwnania metabolicznego T1DM w populacji badanej podczas rocznej obserwacji
chorych (analizy statystyczne przeprowadzone w oparciu o doktadny test Fishera). Nie wykazano rowniez
modulujgcego wptywu na kontrole metaboliczng choroby nastepujacych par zmiennych tworzgcych
badany uktfad strukturalny: polimorfizm c.49A>G genu CTLA-4 — pte¢, polimorfizm c.49A>G genu CTLA-4 —
wystepowanie DKA w momencie rozpoznania TIDM (analizy statystyczne przeprowadzone w oparciu o
doktadny test Fishera).

14.6.2. Ocena potencjalnego zwiazku polimorfizmu c.1858T>C genu PTPN22 z wyr6wnaniem
metabolicznym choroby w pierwszym roku trwania T1DM

Ocena wyréwnania metabolicznego T1DM, definiowanego zgodnie z kryteriami ISPAD oraz PTD (=
Materiaty i metody pkt.5.3 str.67), nie wykazata istotnego zwigzku pomiedzy poszczegdlnymi genotypami
polimorfizmu ¢.1858T>C genu PTPN22, w tym réwniez genotypami stratyfikowanymi wzgledem ryzyka
rozwoju T1DM, a kontrolg metaboliczng choroby w badanej populacji w pierwszym roku trwania TIDM
(analizy statystyczne przeprowadzone w oparciu doktadny test Fishera).

14.6.2.1. Wyréwnanie metaboliczne choroby w pierwszym roku trwania T1DM a potencjalne
oddzialywanie polimorfizm c.1858T>C genu PTPN22, w zalezno$ci od wystepowania
DKA w momencie rozpoznania T1DM

W badanej populacji istotny modulujacy wptyw poszczegdlnych genotypdéw polimorfizmu ¢.1858T>C
genu PTPN22, stratyfikowanych wzgledem ryzyka rozwoju T1DM, na czestos¢ wystepowania prawidtowe;j
kontroli metabolicznej TIDM, w zaleznosci od rozpoznania DKA w okresie ujawniania sie choroby
wykazano w 3 miesigcu trwania obserwacji (doktadny test Fishera, p=0,009). Wsrdd pacjentow bez
obcigzonego wywiadu w kierunku DKA w momencie diagnozy T1DM, niezaleznie od genotypu
polimorfizmu ¢.1858T>C genu PTPN22, stwierdzano porownywalny odsetek chorych z prawidtowo
wyréwnang metabolicznie TIDM (pacjenci bez DKA: genotyp PTPN22 c.1858CC 87,5%; genotypy PTPN22
c.1858TT+TC 82,76%, cata badana populacja 85,88%). Natomiast w grupie chorych z rozpoznang DKA na
poczatku T1DM, wsréd pacjentdw z genotypami PTPN22 c.1858TT oraz PTPN22 c.1858TC wykazano
znacznie nizszy odsetek pacjentdw z prawidtowg kontrolg metaboliczng choroby w odniesieniu do oséb
bedacych homozygotami CC analizowanego polimorfizmu (pacjenci z DKA: genotyp PTPN22 ¢c.1858CC
70,37%; genotypy PTPN22 c.1858TT+TC 52,38%, cata badana populacja 62,5%). (ryc.4.36)

Opisane powyzej zmiany w czestosci wystepowania prawidtowego wyréwnania metabolicznego T1IDM
podczas rocznej obserwacji badanej grupy w znacznym stopniu korespondowaty z dynamikg zmian
resztkowej insulinosekrecji w analizowanych podgrupach pacjentéw (= Wyniki pkt.13.5.2.1 str.134).
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Czas obserwaciji

T10OM wyrownana wg ISPAD (HbA.<7,5%) T1DM niewyrownana wg ISPAD (HbAy, 2 7,5%)
® genotyp PTPN22 c.1858CC bez DKA | genotyp PTPN22 c.1858CC bez DKA

m genotyp PTPN22 ¢ 1858TT+TC bez DKA m genotyp PTPN22 c1858TT+TC bez DKA
B genotyp PTPN22 ¢.1858CC z DKA m genotyp PTPN22 ¢.1858CC z DKA

B genotyp PTPN22 ¢ 1858TT+TC z DKA m genotyp PTPNZ2 c1858TT+TC zDKA

Rycina 4.36. Ocena wyréwnania metabolicznego T1DM wedtug kryteriow ISPAD w pierwszym roku
trwania choroby w populacji badanej w zaleznosci od genotypu polimorfizmu ¢.1858T>C genu PTPN22,
stratyfikowanego wzgledem ryzyka rozwoju T1DM, w powigzaniu z wystepowaniem DKA w momencie
rozpoznania choroby

DKA — cukrzycowa kwasica ketonowa

ISPAD — International Society for Pediatric and Adolescent Diabetes
analizy statystyczne przeprowadzone w oparciu o doktadny test Fishera

14.6.2.2. Wyréwnanie metaboliczne choroby w pierwszym roku trwania T1DM a potencjalne
oddzialywanie polimorfizm c.1858T>C genu PTPN22, z uwzglednieniem plci pacjenta

Nie stwierdzono znamiennego zwigzku pomiedzy wystepowaniem prawidtowego wyréwnania
metabolicznego T1DM podczas rocznej obserwacji chorych a oddziatywaniem poszczegdlnych genotypow
polimorfizmu ¢.1858T>C genu PTPN22, stratyfikowanych wzgledem ryzyka rozwoju TIDM, w powigzaniu z
picig pacjenta (analizy statystyczne przeprowadzone w oparciu o doktadny test Fishera).

14.6.2.3. Wyréwnanie metaboliczne choroby w pierwszym roku trwania T1DM a potencjalne
oddzialywanie modelu strukturalnego /polimorfizm c.1858T>C genu PTPN22 - DKA
w momencie rozpoznania T1DM - pte¢ pacjenta/

W zwigzku z wykazanym w badanej populacji istotnym modulujgcym wptywem ptci na zaleznos¢
pomiedzy dystrybucja genotypdw polimorfizmu ¢.1858T>C genu PTPN22, stratyfikowanych wzgledem
ryzyka rozwoju T1DM, a wystepowaniem DKA w momencie rozpoznania choroby (= Wyniki pkt.11.1
str.93), przeprowadzono analize dotyczgcg potencjalnego oddziatywania powyzszego uktadu
strukturalnego na czestos¢ wystepowania prawidtowego wyréwnania metabolicznego choroby w
pierwszym roku jej trwania. Z uwagi na zbiezne wyniki oceny kontroli metabolicznej choroby wedtug



Wyniki | 154

kryteriow ISPAD oraz PTD (= Materiaty i metody pkt.5.3 str.67), ponizej przedstawiono rezultaty analiz
przeprowadzonych zgodnie z wytycznymi ISPAD.

Analiza dotyczaca oddziatywania badanego modelu strukturalnego /polimorfizm ¢.1858T>C genu
PTPN22 — DKA w momencie rozpoznania TIDM — pte¢ pacjenta/ na czesto$¢ wystepowania prawidtowego
wyréwnania metabolicznego choroby, potwierdzita jego modulujacy wptyw w pierwszej potowie trwania
rocznej obserwacji pacjentow. (ryc.4.37)
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Czas obserwacii

T1DM wyrdwnana wg ISPAD (HbA <7 5%)

genotyp PTPN22 ¢.1858CC + dziewczeta hez DKA
genotyp PTPNZZ2 ¢ 1858TT+TC + dziewczgta bez DKA
genotyp PTPN22 ¢.1858CC + chlopey bez DKA
genotyp PTPNZZ ¢ 1858TT+TC + chlopey bez DEA
genotyp PTPNZZ2 ¢ 1858CC + dziewczeta z DKA
genotyp PTPN2Z c.1858TT+TC + dziewczgta z DKA
genotyp PTPN22 c.1858CC + chlopcy z DKA

T1DM niewyrdwnana wg ISPAD (HbA,, 2 7,5%)

genotyp PTPN22 ¢.1858CC + dziewczeta bez DKA
genotyp PTPN2Z ¢ 1858TT+TC + dziewczeta bez DKA
genotyp PTPNZ2 ¢.1858CC + chlopey bez DKA
genotyp PTPNZZ ¢ 1858TT+TC + chlopey bez DA
genotyp PTPNZ2 ¢ 1858CC + dziewczeta z DKA
genotyp PTPNZZ c.1858TT+TC + dziewczgta z DKA
genotyp PTPNZ22 ¢.1858CC 4+ chlopey z DKA

genotyp PTPN2Z c 1858TT+TC + chlopoy z DKA genotyp PTPNZZ ¢ 1858TT+TC + chlopoy z DKA

Rycina 4.37. Ocena oddziatywania modelu strukturalnego / polimorfizmu c.1858T>C genu PTPN22 -
DKA w momencie rozpoznania TLDM - pteé pacjenta/ na wyréwnanie metaboliczne TLDM wedtug
kryteriow ISPAD w pierwszym roku trwania choroby w populacji badanej

DKA — cukrzycowa kwasica ketonowa

ISPAD — International Society for Pediatric and Adolescent Diabetes
analizy statystyczne przeprowadzone w oparciu o doktadny test Fishera

W 3 miesigcu choroby stwierdzono znamienne rdznice w czestosci wystepowania prawidtowej kontroli
metabolicznej w poszczegdlnych uktadach zmiennych analizowanego modelu strukturalnego (doktadny
test Fishera, p=0,046). W tym okresie choroby wsrdd pacjentéw z nieobcigzonym wywiadem w kierunku
DKA w momencie rozpoznania T1DM, najwiekszg czestos¢ prawidtowego wyréwnania metabolicznego
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choroby obserwowano u chtopcéw bedacych homozygotami CC analizowanego polimorfizmu, a najnizsza
— u dziewczat posiadajgcych genotypy PTPN22 c.1858TT oraz PTPN22 c.1858TC (pacjenci bez DKA: chtopcy
z genotypem PTPN22 ¢.1858CC 90,91%; dziewczeta z genotypami PTPN22 ¢.1858TT+TC 76,92%).
Natomiast u dziewczat bedgcych homozygotami CC badanego polimorfizmu i u chtopcéw z grupy
zwiekszonego ryzyka genetycznego (genotypy PTPN22 c.1858TT+TC) odsetek oséb z prawidtowo
wyréwnang T1DM byt poréwnywalny i odpowiadat udziatowi procentowemu obserwowanemu w catej
populacji badanej (pacjenci bez DKA: dziewczeta z genotypem PTPN22 c.1858CC 85,29%; chtopcy z
genotypami PTPN22 c.1858TT+TC 87,5%, cata badana populacja 85,88%). (ryc.4.37)

W powyzszych podgrupach pacjentéw rozktady stezen C-peptydu w tym okresie choroby nie rdznity sie
istotnie statystycznie, a najwyzsze wartosci mediany dla analizowanych stezen C-peptydu odnotowano u
dziewczat posiadajgcych genotypy PTPN22 c.1858TT oraz PTPN22 c.1858TC (stezenie C-peptydu mediana
0,686 ng/ml) oraz u chtopcéw z genotypem PTPN22 c.1858CC (stezenie C-peptydu mediana 0,669 ng/ml)
(= Wyniki pkt.13.5.2.3 str.138 - ryc.4.29). W ocenianych podgrupach pacjentéw nie wykazano takze
znamiennych réznic w dobowym zapotrzebowaniu na insuline (TDID) (= Materiaty i metody pkt.2.1.4
str.40) (analizy statystyczne przeprowadzone w oparciu o test Wilcoxona). Jednoczesnie najnizsze
wartosci TDID stwierdzano w podgrupach chorych, w ktérych obserwowano réwniez najwyzsze stezenia
C-peptydu (3 miesigc choroby: TDID — pacjenci bez DKA: dziewczeta z genotypami PTPN22 ¢c.1858TT+TC
mediana 0,37 j/kg m.c./dobe; chtopcy z genotypem PTPN22 c.1858CC mediana 0,38 j/kg m.c./dobe).

Natomiast wsrdd pacjentéw z rozpoznang DKA w okresie ujawniania sie choroby, najczesciej
prawidtowe wyréwnanie T1DM stwierdzano u dziewczat bedgcych homozygotami CC polimorfizmu
¢.1858T>C genu PTPN22. U chtopcdéw posiadajgcych ten sam genotyp badanego polimorfizmu odsetek
prawidtowej kontroli metabolicznej byt obserwowany znacznie rzadziej (pacjenci z DKA: dziewczeta z
genotypem PTPN22 c.1858CC 75,0%, chtopcy z genotypem PTPN22 ¢.1858CC 68,42%, cata badana
populacja 62,5%). Szczegdlng sytuacje wykazano rowniez wsrdd chorych nalezgcych do podgrupy
podwyzszonego ryzyka genetycznego (osoby posiadajace genotypy PTPN22 c.1858TT oraz PTPN22
€.1858TC): u chtopcow odnotowywano najnizszy odsetek prawidtowej kontroli metabolicznej TIDM
sposrdad wszystkich pacjentéw z obcigzonym wywiadem w kierunku DKA, natomiast u dziewczat czestoscé
wystepowania prawidtowego wyréwnania T1DM byta porownywalna z czestoscig obserwowang w
podgrupie z rozpoznang DKA w catej populacji badanej (pacjenci z DKA: chtopcy z genotypami PTPN22
¢.1858TT+TC 40,0%, dziewczeta z genotypami PTPN22 ¢.1858TT+TC 63,64%, cata badana populacja
62,5%). (ryc.4.37)

Jednoczesnie w powyzszych podgrupach pacjentéw rozktady stezen C-peptydu w tym okresie choroby
nie réznity sie istotnie statystycznie, a najwyzsze wartosci mediany dla analizowanych stezen C-peptydu
odnotowano u dziewczat posiadajacych genotypy PTPN22 ¢.1858TT oraz PTPN22 ¢.1858TC (stezenie C-
peptydu mediana 0,558 ng/ml) oraz u dziewczat z genotypem PTPN22 c.1858CC (stezenie C-peptydu
mediana 0,47 ng/ml) (= Wyniki pkt.13.5.2.3 str.138 - ryc.4.29).

Wsrod pacjentdw z rozpoznang DKA w okresie ujawniania sie choroby najnizsze dobowe
zapotrzebowanie na insuline (TDID) wykazano w grupie chorych bedgcych homozygotami CC
analizowanego polimorfizmu (3 miesigc choroby: TDID — pacjenci z DKA: dziewczeta z genotypem PTPN22
¢.1858CC mediana 0,53 j/kg m.c./dobe; chtopcy z genotypem PTPN22 ¢.1858CC mediana 0,45 j/kg
m.c./dobe). Jednoczesnie u chtopcédw z obcigzonym wywiadem w kierunku DKA obserwowano znamienne
réznice w wartosciach TDID w zaleznosci od genotypu badanego polimorfizmu (test Wilcoxona p=0,045; 3
miesigc choroby: chtopcy z DKA — TDID: genotyp PTPN22 ¢.1858CC mediana 0,45 j/kg m.c./dobe; genotypy
PTPN22 c.1858TT+TC mediana 0,56 j/kg m.c./dobe). Natomiast u dziewczat powyzsze réznice pozostawaty
nieistotne statystycznie (test Wilcoxona p=0,241; 3 miesigc choroby: dziewczeta z DKA — TDID: genotyp
PTPN22 c.1858CC mediana 0,53 j/kg m.c./dobe; genotypy PTPN22 c.1858TT+TC mediana 0,62 j/kg
m.c./dobe).
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W 6 miesigcu trwania obserwacji wykazywane réznice w czestosci wystepowania prawidtowej kontroli
metabolicznej TIDM pomiedzy poszczegdlnymi uktadami zmiennych analizowanego modelu
strukturalnego pozostawaty nieistotne statystycznie (doktadny test Fishera,p=0,154), ale nadal w
znacznym stopniu korespondowaty ze zmianami dynamiki funkcji resztkowej komorek B trzustki w
analizowanych podgrupach chorych (= Wyniki pkt.13.5.2.3 str.138).

W podgrupie pacjentéw z nieobcigzonym wywiadem w kierunku DKA obserwowano zblizone czestosci
wystepowania prawidtowego wyréwnania metabolicznego T1DM, przy czym najczesciej prawidtowa
kontrole choroby stwierdzano u dziewczat posiadajgcych genotypy PTPN22 c.1858TT oraz PTPN22
¢.1858TC. Natomiast wsréd chtopcéw z tym samym uktadem genetycznym, odnotowany odsetek oséb z
prawidtowo wyrownang chorobg pozostawat najnizszy (pacjenci bez DKA: genotyp PTPN22 c.1858CC:
chtopcy 71,43%, dziewczeta 70,0%; genotypy PTPN22 c.1858TT+TC: chtopcy 68,75%, dziewczeta 76,92%;
cata badana populacja 71,25%). (ryc.4.37)

Jednoczesnie w obu powyzszych podgrupach stwierdzano najwyzsze wartosci mediany dla
analizowanych stezen C-peptydu (genotypy PTPN22 ¢.1858TT+TC — stezenie C-peptydu: chtopcy mediana
0,619 ng/ml; dziewczeta mediana 0,583 ng/ml), przy czym rozktady stezen C-peptydu w grupie pacjentow
bez rozpoznanej DKA na poczatku choroby nie wykazywaty istotnych statystycznie réznic w zaleznosci od
genotypu badanego polimorfizmu, w powigzaniu z ptcig pacjenta (test Wilcoxona, 6 miesigc choroby —
chtopcy bez DKA: genotyp PTPN22 ¢.1858CC vs. genotypy PTPN22 ¢.1858TT+TC p=0,282; dziewczeta bez
DKA: genotyp PTPN22 c.1858CC vs. genotypy PTPN22 c.1858TT+TC p=0,494) (> Wyniki pkt.13.5.2.3
str.138). W powyzszych podgrupach pacjentéw nie wykazano takze znamiennych réznic w dobowym
zapotrzebowaniu na insuline (TDID) (analizy statystyczne przeprowadzone w oparciu o test Wilcoxona).
Jednoczesnie w podgrupach chorych, w ktérych odnotowano najwyzsze stezenia C-peptydu, wartosci
TDID pozostawaty najnizsze (6 miesigc choroby: TDID — pacjenci bez DKA: dziewczeta z genotypami
PTPN22 c.1858TT+TC mediana 0,46 j/kg m.c./dobe; chtopcy z genotypami PTPN22 ¢.1858TT+TC mediana
0,45 j/kg m.c./dobe).

Natomiast wsrdd pacjentédw z rozpoznang DKA w okresie ujawniania sie T1DM, szczegdlnie wysoki
odsetek chorych z prawidtowo wyréwnang chorobg obserwowano u dziewczat bedacych homozygotami
CC analizowanego polimorfizmu, ktéry byt poréwnywalny z wartosciami procentowymi stwierdzanymi
wsrod chorych z nieobcigzonym wywiadem w kierunku DKA. Z kolei najnizszy odsetek oséb z prawidtowo
wyréwnang chorobg odnotowano wsrdd chtopcow nalezgcych do grupy podwyzszonego ryzyka
genetycznego (genotypy PTPN22 c.1858TT+TC) (pacjenci z DKA: genotyp PTPN22 c.1858CC: chtopcy
50,0%, dziewczeta 75,0%; genotypy PTPN22 c.1858TT+TC: chtopcy 22,22%, dziewczeta 54,54%,; cata
badana populacja 50,0%). (ryc.4.37)

Opisane powyzej zmiany w czestosci wystepowania prawidtowego wyréwnania metabolicznego T1DM
w 6 miesigcu obserwacji w podgrupie z rozpoznang DKA w znacznym stopniu korespondowaty z dynamika
zmian resztkowej insulinosekrecji w analizowanym modelu strukturalnym (= Wyniki pkt.13.5.2.3 str.138
- ryc.4.29). W tym okresie choroby wsrdd pacjentéw z obcigzonym wywiadem w kierunku DKA najwyzsze
wartosci mediany stezen C-peptydu stwierdzano u dziewczat bedgcych homozygotami PTPN22 ¢.1858CC
(6 miesigc choroby: dziewczeta PTPN22 c.1858CC z DKA — stezenie C-peptydu mediana 0,817 ng/ml).
Jednoczesnie powyzsze poziomy C-peptydu pozostawaty istotnie wyzsze w pordwnaniu ze stezeniami
obserwowanymi w podgrupie chorych z genotypami PTPN22 c.1858TT oraz PTPN22 c.1858TC, niezaleznie
od ptci, a w odniesieniu do wartosci odnotowywanych w podgrupie chtopcéw o tym samym genotypie —
utrzymywaty sie na granicy istotnosci (test Wilcoxona, 6 miesigc choroby — dziewczeta PTPN22 ¢c.1858CC z
DKA: vs. genotypy PTPN22 c.1858TT+TC z DKA — chtopcy p=0,017; dziewczeta p=0,027; vs. genotyp
PTPN22 ¢.1858CC z DKA: chtopcy p=0,058). Natomiast analiza dobowego zapotrzebowania na insuline
(TDID) w 6 miesigcu trwania TIDM wsrod pacjentow z obcigzonym wywiadem w kierunku DKA wykazata
znamiennie nizsze wartosci TDID u chtopcéw o genotypie PTPN22 ¢.1858CC w odniesieniu do dziewczat,
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niezaleznie od genotypu badanego polimorfizmu (test Wilcoxona 6 miesigc choroby — pacjenci z DKA:
chtopcy PTPN22 ¢.1858CC vs. dziewczeta PTPN22 ¢.1858CC p=0,01; chtopcy PTPN22 c.1858CC vs.
dziewczeta PTPN22 ¢.1858TT+TC p=0,006; chtopcy PTPN22 c.1858CC vs. chtopcy PTPN22 ¢.1858TT+TC
p=0,128).

14.6.2.4. Wyréwnanie metaboliczne choroby w pierwszym roku trwania T1DM a potencjalne
oddzialywanie polimorfizm c¢.1858T>C genu PTPN22, z uwzglednieniem wieku
pacjenta

W badanej populacji modulujgce oddziatywanie poszczegdlnych genotypdéw polimorfizmu c.1858T>C
genu PTPN22, stratyfikowanych wzgledem ryzyka rozwoju T1DM, na stopien wyréwnania metabolicznego
choroby, z uwzglednieniem wieku pacjenta, wykazano jedynie w 3 miesigcu trwania obserwacji (doktadny
test Fishera p=0,011). W tym okresie choroby wsréd pacjentéw zakwalifikowanych do starszej grupy
wiekowej (wiek szkolny + mtodzienczy), niezaleznie od genotypu badanego polimorfizmu, odsetek
chorych z prawidtowo kontrolowang T1DM przekraczat 80% (3 miesigc choroby — wiek szkolny +
mtodzienczy: genotyp PTPN22 c.1858CC 86,44%; genotypy PTPN22 c.1858TT+TC 82,75%). Natomiast
wsrdod mtodszych dzieci (wiek wezesnodzieciecy + przedszkolny) czestos¢ wystepowania prawidtowego
wyréwnania choroby wyraznie réznita sie w zaleznosci od genotypu analizowanego polimorfizmu (3
miesigc choroby — wiek wczesnodzieciecy + przedszkolny: genotyp PTPN22 c.1858CC 72,41%; genotypy
PTPN22 c.1858TT+TC 50,17%). (ryc.4.38)
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Czas obserwaciji
T1DM wyrownana wg ISPAD (HbA <7 5%) T1DOM niewyrownana wg ISPAD (HbA = 7,5%)
® FPTPN22c.1858CC + wisk szkolny | mlodzisnczy B FTPN22 c18580C + wisk szkolny i mlodzienczy
m FPTPN22 c1858T1+TC + wiek szkolny | mlodzienczy m PTPN22 c1858TT+TC + wiek szholny | mlodzienczy
B PTPN22 c1858CC + wisk wozesnodziscigey | przedszkolny | PTPM22 c.1858CC + wisk wozesnodziecigoy | preedszkolny
B FPTPN22 c1858TT+TC + wigk wozesnodziecigey | przedszkolny | | @ PTPN22 c.1858TT+TC + wisk wozesnodziecigey | przedszkolny

Rycina 4.38. Ocena wyréwnania metabolicznego TIDM wedtug kryteriow ISPAD w pierwszym roku
trwania choroby w populacji badanej w zalezno$ci od genotypu polimorfizmu ¢.1858T>C genu PTPN22,
stratyfikowanego wzgledem ryzyka rozwoju T1DM, w powigzaniu z wiekiem chorego

ISPAD — International Society for Pediatric and Adolescent Diabetes
analizy statystyczne przeprowadzone w oparciu o doktadny test Fishera
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14.6.2.5. Wyréwnanie metaboliczne choroby w pierwszym roku trwania T1DM a potencjalne
oddzialywanie modelu strukturalnego /polimorfizm c.1858T>C genu PTPN22 - DKA
w momencie rozpoznania T1DM - wiek pacjenta/

W zwigzku z wykazanym w badanej populacji istotnym modulujgcym wptywem wieku na zalezno$¢
pomiedzy dystrybucja genotypdw polimorfizmu ¢.1858T>C genu PTPN22, stratyfikowanych wzgledem
ryzyka rozwoju T1DM, a wystepowaniem DKA w momencie rozpoznania choroby (= Wyniki pkt.11.2
str.97), przeprowadzono analize dotyczgcg potencjalnego oddziatywania powyzszego uktadu
strukturalnego na czestos¢ wystepowania prawidtowego wyréwnania metabolicznego choroby w
pierwszym roku jej trwania. W dalszej czesci omdéwienia przedstawiono rezultaty analiz
przeprowadzonych zgodnie z wytycznymi ISPAD, ze wzgledu na duzg zbieznos$¢ wynikow oceny kontroli
metabolicznej choroby dokonanej na podstawie kryteriéw ISPAD oraz PTD (- Materiaty i metody pkt.5.3
str.67).

Analiza dotyczgca oddziatywania badanego modelu strukturalnego /polimorfizm c.1858T>C genu
PTPN22 — DKA w momencie rozpoznania TIDM — wiek pacjenta/ na czesto$¢ wystepowania prawidtowego
wyréwnania metabolicznego choroby, wykazata jego istotny modulujgcy wptyw od 3 do 6 miesigca
trwania rocznej obserwacji pacjentéw (doktadny test Fishera, 3 miesigc choroby p=0,01; 6 miesigc
choroby p=0,012). (ryc.4.39)

W 3 miesigcu trwania choroby, u pacjentéw z nieobcigzonym wywiadem w kierunku DKA, nalezgcych
do starszej grupy wiekowej (wiek szkolny + mtodzienczy), czestos¢ wystepowania prawidtowej kontroli
metabolicznej TIDM byta porédwnywalna, niezaleznie od genotypu analizowanego polimorfizmu i
przekraczata 80%. Wsrdd mtodszych dzieci (wiek wezesnodzieciecy + przedszkolny), bez stwierdzonych
cech DKA w momencie diagnozy T1DM, odsetek osdb z prawidtowym wyréwnaniem metabolicznym
choroby pozostawat zblizony do wartosci obserwowanych w starszej kategorii wiekowej u pacjentéw
posiadajacych genotyp PTPN22 c.1858CC, a w podgrupie zwiekszonego ryzyka genetycznego (genotypy
PTPN22 c.1858TT+TC) wynosit okoto 78% (pacjenci bez DKA: wiek wczesnodzieciecy + przedszkolny:
genotyp PTPN22 ¢.1858CC 83,33%; genotypy PTPN22 c.1858TT+TC 77,78%; wiek szkolny + mtodzienczy:
genotyp PTPN22 c.1858CC 89,47%; genotypy PTPN22 c.1858TT+TC 85,0%; cata badana populacja 85,88%).
(ryc.4.39)

Jednoczesnie w tym samym okresie obserwacji, wsrdd chorych z nieobcigzonym wywiadem w kierunku
DKA, stezenia C-peptydu w kazdej z kategorii wiekowych pozostawaty poréwnywalne, niezaleznie od
genotypu badanego polimorfizmu (pacjenci bez DKA: wiek wczesnodzieciecy + przedszkolny — test
Wilcoxona p=0,334; stezenie C-peptydu genotyp PTPN22 c.1858CC mediana 0,4 ng/ml; genotypy PTPN22
€.1858TT+TC mediana 0,412 ng/ml; wiek szkolny + mtodzienczy — test Wilcoxona p=0,313; stezenie C-
peptydu genotyp PTPN22 c.1858CC mediana 0,689 ng/ml; genotypy PTPN22 c.1858TT+TC mediana 0,702
ng/ml) (> Wyniki pkt.13.5.2.5 str.140 = ryc.4.30 str.141) Natomiast analiza dobowego zapotrzebowania
na insuline (TDID) w 3 miesigcu trwania TIDM wsrdd pacjentow z nieobcigzonym wywiadem w kierunku
DKA wykazata istotne, ale rozbiezne w poszczegdlinych grupach wiekowych zaleznosci. Wsréd mtodszych
dzieci (wiek wczesnodzieciecy + przedszkolny) stwierdzono znamiennie nizsze TDID u os6b bedgcych
homozygotami CC badanego polimorfizmu (test Wilcoxona p=0,008; TDID — genotyp PTPN22 c.1858CC
mediana 0,33 j/kg m.c./dobe; genotypy PTPN22 c.1858TT+TC mediana 0,53 ng/ml). U pacjentéw o
genotypie PTPN22 ¢.1858CC, zakwalifikowanych do starszych kategorii wiekowych odnotowano natomiast
istotnie wyzsze wartosci TDID w porédwnaniu z chorymi z grupy podwyzszonego ryzyka genetycznego (test
Wilcoxona p=0,014; TDID — genotyp PTPN22 c.1858CC mediana 0,49 j/kg m.c./dobe; genotypy PTPN22
€.1858TT+TC mediana 0,37 ng/ml).
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Czas ohserwaciji
T1DM wyrdwnana wg ISPAD (HbAj«7,5%) T1DM niewyrdwnana wg ISPAD (HbAy. 2 7,5%)
@ PTPN22c.1858CC + wiek szkolny | mlodziernczy bez DKA W PTPN22 c.1858CC + wiek szkolny i mlodziericzy bez DKA
B PTPN22 c1B58TT+TC + wiek szkolny | mlodzienczy bez DKA B PTPN22 c.1858TT+TC + wiek szkolny | mlodzienczy bez DKA
W PTPN22 185800 + wisk wozssnodziscigey | przsdszkalny bez DKA W FPTPN2Z ¢.18580C + wisk wozesnodziecigey | przedszkolny bez DKA
B PTPN22 c.1858TT+TC + wiek wezesnodziecigey | przedszkolny bez DKA B FPTPN22c.1858TT+TC + wiek wozesnodziecigey | przedszkolny bez DKA
m PTPN22 ¢ 1858CC + wiek szkolny i mlodzisnczy z DKA m PTPN22c.1858CC + wiek szkelny i mlodzienczy z DKA
W FPTPN22 c1858TT+TC + wiek szkolny | mlodziefczy z DKA W FPTPN22 c1858TT+TC + wiek szkolny i mlodziefczy z DKA
B PTPN22 c.1858CC + wisk wezesnodziecigcy | przedszholny z DKA B PTPN22c.1858CC + wisk wozesnodziecigey | przedszhkalny z DKA
B PTPN22 c1858TT+TC + wiek wozesnodziecigey | przsdszkolny z DKA W PTPN2Z ¢ 1858TT+TC + wisk woezesnodziscigey | przsdszhkolny z DKA

Rycina 4.39. Ocena oddziatywania modelu strukturalnego / polimorfizmu ¢.1858T>C genu PTPN22 -
DKA w momencie rozpoznania TILDM — wiek pacjenta/ na wyréwnanie metaboliczne TLDM wedtug
kryteriow ISPAD w pierwszym roku trwania choroby w populacji badanej

DKA — cukrzycowa kwasica ketonowa

ISPAD — International Society for Pediatric and Adolescent Diabetes
analizy statystyczne przeprowadzone w oparciu o doktadny test Fishera

W tym samym okresie choroby wsrdd pacjentédw z obcigzonym wywiadem w kierunku DKA, czestos¢
wystepowania prawidtowe]j kontroli metabolicznej T1DM, zblizong do wartosci obserwowanych w grupie
bez cech DKA na poczatku choroby, stwierdzano jedynie w starszych kategoriach wiekowych, niezaleznie
od genotypu polimorfizmu ¢.1858T>C genu PTPN22. Natomiast u mtodszych dzieci, po poczatkowym
okresie dekompensacji spowodowanym wystepowaniem DKA, rzadziej dochodzito do wyréwnania
metabolicznego T1DM, a najsilniejsze oddziatywanie DKA na kontrole metaboliczng choroby
obserwowano wsréd pacjentéw o genotypach PTPN22 ¢c.1858TT oraz PTPN22 ¢.1858TC (pacjenci z DKA:
wiek wczesnodzieciecy + przedszkolny: genotyp PTPN22 ¢.1858CC 50,0%; genotypy PTPN22 c.1858TT+TC
38,46%; wiek szkolny + mfodzienczy: genotyp PTPN22 c.1858CC 78,95%; genotypy PTPN22 c.1858TT+TC
75,0%; cata badana populacja 62,5%). (ryc.4.39)

Wsrod chorych z obcigzonym wywiadem w kierunku DKA, najlepiej z poziomami C-peptydu
korespondowata ocena wyréwnania metabolicznego TIDM przeprowadzona u pacjentéw
zakwalifikowanych do starszych kategorii wiekowych, niezaleznie od genotypu badanego polimorfizmu.
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Jednoczesnie obserwowane w obrebie kazdej kategorii wiekowej rozktady stezen C-peptydu nie
wykazywaty istotnych statystycznie réoznic w zaleznosci od genotypu badanego polimorfizmu (pacjenci z
DKA: wiek wczesnodzieciecy + przedszkolny — test Wilcoxona p=0,182; stezenie C-peptydu genotyp
PTPN22 c.1858CC mediana 0,21 ng/ml; genotypy PTPN22 c.1858TT+TC mediana 0,304 ng/ml; wiek szkolny
+ miodzienczy — test Wilcoxona p=0,313; stezenie C-peptydu genotyp PTPN22 c.1858CC mediana 0,539
ng/ml; genotypy PTPN22 c.1858TT+TC mediana 0,63 ng/ml) (> Wyniki pkt.13.5.2.5 str.140 = ryc.4.30
str.141). Analiza dobowego zapotrzebowania na insuline (TDID) w 3 miesigcu obserwacji wsréd chorych z
obcigzonym wywiadem w kierunku DKA nie wykazata znamiennych réznic w TDID u mtodszych dzieci w
zaleznosci od genotypu badanego polimorfizmu (test Wilcoxona p=0,5; TDID — genotyp PTPN22 c.1858CC
mediana 0,53 j/kg m.c./dobe; genotypy PTPN22 c.1858TT+TC mediana 0,56 ng/ml). Natomiast w starszej
grupie wiekowej stwierdzono istotnie nizsze TDID wsrdd pacjentdw posiadajgcych genotyp PTPN22
€.1858CC (test Wilcoxona p=0,008; TDID — genotyp PTPN22 c.1858CC mediana 0,44 j/kg m.c./dobe;
genotypy PTPN22 c.1858TT+TC mediana 0,65 ng/ml).

W 6 miesigcu trwania TLDM w grupie chorych z nieobcigzonym wywiadem w kierunku DKA, najwyzszy
odsetek pacjentéw z prawidtowo wyréwnang metabolicznie TIDM obserwowano u oséb
zakwalifikowanych do starszej kategorii wiekowej i posiadajgcych genotypy PTPN22 c.1858TT oraz PTPN22
¢.1858TC, a takze wsrdd miodszych dzieci bedgcych homozygotami CC badanego polimorfizmu. W
pozostatych analizowanych podgrupach wykazano nieco nizszg czestosé wystepowania prawidtowe;j
kontroli metabolicznej choroby, nieprzekraczajacg 70% (pacjenci bez DKA: wiek wczesnodzieciecy +
przedszkolny: genotyp PTPN22 c.1858CC 75,0%; genotypy PTPN22 c.1858TT+TC 66,67%; wiek szkolny +
mtodzienczy: genotyp PTPN22 c.1858CC 68,57%; genotypy PTPN22 c.1858TT+TC 75,0%; cata badana
populacja 71,25%). (ryc.4.39)

Jednoczesnie w tym samym okresie trwania TIDM, wsrdd chorych z nieobcigzonym wywiadem w
kierunku DKA, w obrebie kazdej z kategorii wiekowych nie stwierdzano istotnych réznic w rozktadach
stezen C-peptydu, w zaleznosci od genotypu badanego polimorfizmu. Najwyzsze wartosci mediany dla
analizowanych stezen C-peptydu obserwowano w starszej grupie wiekowej, natomiast poziomy C-peptydu
odnotowane wsréd mtodszych dzieci lepiej korespondowaty z wykazanymi czestosciami prawidtowego
wyréwnania metabolicznego choroby (pacjenci bez DKA: wiek wczesnodzieciecy + przedszkolny — test
Wilcoxona p=0,108; stezenie C-peptydu genotyp PTPN22 c.1858CC mediana 0,347 ng/ml; genotypy
PTPN22 c.1858TT+TC mediana 0,206 ng/ml; wiek szkolny + mtodzienczy — test Wilcoxona p=0,449;
stezenie C-peptydu genotyp PTPN22 c.1858CC mediana 0,727 ng/ml; genotypy PTPN22 c.1858TT+TC
mediana 0,647 ng/ml) (> Wyniki pkt.13.5.2.5 str.140 - ryc.4.30 str.141). Podczas analizy dobowego
zapotrzebowania na insuline (TDID) w powyzszych podgrupach nie wykazano istotnych réznic w TDID w
mtodszych kategoriach wiekowych, w zaleznosci od genotypu badanego polimorfizmu (test Wilcoxona
p=0,072; TDID — genotyp PTPN22 c.1858CC mediana 0,47 j/kg m.c./dobe; genotypy PTPN22 c.1858TT+TC
mediana 0,64 ng/ml). Natomiast u pacjentéw o genotypie PTPN22 c.1858CC, zakwalifikowanych do
starszej grupy wiekowej stwierdzono istotnie wyzsze wartosci TDID w odniesieniu do podgrupy chorych
podwyzszonego ryzyka genetycznego (test Wilcoxona p=0,036; TDID — genotyp PTPN22 c.1858CC mediana
0,52 j/kg m.c./dobe; genotypy PTPN22 c.1858TT+TC mediana 0,42 ng/ml).

Wsrod pacjentow z obcigzonym wywiadem w kierunku DKA, najwiekszy odsetek chorych o
prawidtowym wyréwnaniu metabolicznym T1DM odnotowano u oséb bedacych homozygotami CC
badanego polimorfizmu genu PTPN22 i nalezgcych do starszej kategorii wiekowej. Jednoczesnie
stwierdzana w tej podgrupie chorych czestos¢ wtasciwej kontroli metabolicznej TLDM pozostawata
najwyzsza w catej badanej populacji w tym okresie obserwacji. Natomiast w mtodszej grupie wiekowej, u
0s6b posiadajgcych genotyp PTPN22 ¢.1858CC dochodzito do znacznego pogorszenia wyréwnania
metabolicznego choroby w odniesieniu do oceny przeprowadzonej w 3 miesigcu trwania TIDM, podczas
gdy w tym samym okresie obserwacji poziom prawidtowej kontroli metabolicznej w podgrupie
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zwiekszonego ryzyka genetycznego pozostawat bardzo stabilny (pacjenci z DKA: wiek wczesnodzieciecy +
przedszkolny: genotyp PTPN22 c.1858CC 12,5%; genotypy PTPN22 c.1858TT+TC 33,33%; wiek szkolny +
mtodzienczy: genotyp PTPN22 c.1858CC 77,78%; genotypy PTPN22 c.1858TT+TC 50,0%; cata badana
populacja 50,0%). (ryc.4.39)

W grupie chorych z obcigzonym wywiadem w kierunku DKA, u pacjentéw zakwalifikowanych do
starszych kategorii wiekowych, niezaleznie od genotypu badanego polimorfizmu, stwierdzano najwyzsze
wartosci median dla analizowanych stezen C-peptydu, ktére najlepiej korespondowaty z ocenianym
wyréwnaniem metabolicznym T1DM. Jednoczes$nie w obrebie kazdej grupy wiekowej nie wykazano
istotnych statystycznie réznic w rozktadach stezent C-peptydu w zaleznosci od genotypu badanego
polimorfizmu (pacjenci z DKA: wiek wczesnodzieciecy + przedszkolny — test Wilcoxona p=0,357; stezenie
C-peptydu genotyp PTPN22 c.1858CC mediana 0,14 ng/ml; genotypy PTPN22 c.1858TT+TC mediana 0,1
ng/ml; wiek szkolny + mtodziericzy — test Wilcoxona p=0,13; stezenie C-peptydu genotyp PTPN22
€.1858CC mediana 0,54 ng/ml; genotypy PTPN22 c.1858TT+TC mediana 0,43 ng/ml) (> Wyniki
pkt.13.5.2.5 str.140-> ryc.4.30 str.141). Analiza dobowego zapotrzebowania na insuline (TDID) w$réd
pacjentdw z obcigzonym wywiadem w kierunku DKA, podobnie jak w 3 miesigcu obserwacji, nie
potwierdzita wystepowania znamiennych réznic w TDID u mtodszych dzieci w zaleznosci od genotypu
badanego polimorfizmu (test Wilcoxona p=0,35; TDID — genotyp PTPN22 c.1858CC mediana 0,65 j/kg
m.c./dobe; genotypy PTPN22 c.1858TT+TC mediana 0,58 ng/ml). Natomiast w starszej kategorii wiekowej
wykazano istotnie nizsze TDID wsréd pacjentéw bedgcych homozygotami CC analizowanego polimorfizmu
(test Wilcoxona p=0,035; TDID — genotyp PTPN22 c.1858CC mediana 0,53 j/kg m.c./dobe; genotypy
PTPN22 c.1858TT+TC mediana 0,58 ng/ml).

14.6.3. Ocena potencjalnego zwiazku polimorfizmu 5’VNTR genu INS z wyréwnaniem
metabolicznym choroby w pierwszym roku trwania T1DM

Ostateczna interpretacja przeprowadzonych analiz, dotyczacych potencjalnego zwigzku pomiedzy
polimorfizmem 5’VNTR genu INS (ocena za pomocg polimorfizmu markerowego —23Hph/A>T) a
wyréwnaniem metabolicznym T1DM, wedtug kryteriow ISPAD i PTD (= Materiaty i metody pkt.5.3 str.67),
u obserwowanych pacjentéw w pierwszym roku trwania choroby pozostaje niemozliwa, z uwagi na
dystrybucje poszczegdlnych genotypdw analizowanego polimorfizmu w badanej populacji (= Wyniki pkt.7
str.86).

15. Ocena czesto$ci wystepowania remisji klinicznej w badanej populacji z uwzglednieniem
czynnikéw potencjalnie modyfikujacych jej wystapienie

Ocene czestosci wystepowania remisji klinicznej w badanej populacji w poszczegdinych miesigcach
rocznej obserwacji przeprowadzono u wszystkich pacjentéw, ktérzy posiadali komplet danych klinicznych
umozliwiajgcych kwalifikacje chorego do odpowiedniej grupy wedtug kryteriéw remisji klinicznej ISPAD (=
Materiaty i metody pkt.5.3 str.67). Szczegdtowe dane dotyczgce powyzszego zagadnienia przedstawiono
w tabeli 4.14.

W grupie 128 pacjentéw (87,07%) z kompletng roczng obserwacjg oraz petnym zestawieniem danych
klinicznych, umozliwiajagcym ocene kryteridow remisji klinicznej wedtug ISPAD, dokonano analizy czestosci
wystepowania wejscia w remisje w okreslonym punkcie rocznej obserwacji. U 66 chorych (51,56%)
podlegajacych ocenie, w okresie rocznej obserwacji nigdy nie stwierdzono wystgpienia remisji klinicznej.
Wsréd pacjentédw spetniajgcych kryteria remisji klinicznej wedtug ISPAD oceniono réwniez dtugosc
utrzymywania sie remisji. Szczegétowe wyniki powyzszych analiz zamieszczono w tabeli 4.15.
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Tabela 4.14. Ocena czestosci wystepowania remisji klinicznej wedtug kryteriéw ISPAD podczas rocznej
obserwacji badanych pacjentéw

(e e pacjenci spetniajqgcy pacjenci niespetniajqcy
punkt obserwacji T e kryteria remisji kryteriow remisji
analizie klinicznej wedtug klinicznej wedtug
ISPAD? ISPAD"

mome::];‘r’ézsz”a”'a 147 3 (2,04%) 144 (97,96%)
) 140 55 (39,29%) 85 (60,71%)
e, 529574 5571434
('g x‘ize‘gzck::;:‘;';;) 128 22 (17,19%) 106 (82,81%)
s 13 (0704 121150309

" dane w poszczegdlnych kolumnach przedstawiono jako liczbe pacjentéw przyporzadkowanych do okreslonej kategorii, w nawiasach

podano ich udziat procentowy w analizowanej populacji w danym punkcie rocznej obserwacji

Tabela 4.15. Ocena czestosci wystepowania wejscia w remisje kliniczng wedtug kryteriow ISPAD
w okreslonym punkcie rocznej obserwacji z uwzglednieniem dtugosci utrzymywania sie remisji

w populacji badanej

liczba p a9 entov.v p e{.m.a] acy ch udziat procentowy pacjentow
kryteria remisji klinicznej . . ol
wedtug ISPAD w analizowanej spetniajqcych kryteria remisji
populacji klinicznej wedtug ISPAD
(n=128) w analizowanej populacji
czesto$¢ wystepowania pierwszego wejscia w remisje kliniczng
moment rozpoznania choroby 2 1,56%
| wizyta kontrolna 0
(3 miesigc choroby) >0 39,06%
Il wizyta kontrolna
7 5,479
(6 miesigc choroby) Rl
Il wizyta kontrolna o
(9 miesigc choroby) ! 0,78%
IV wizyta kontrolna o
(12 miesigc choroby) 2 Lecl
dtugosc¢ utrzymywania sie remisji klinicznej
do 3 miesiecy 30 23,44%
do 6 miesiecy 16 12,5%
do 9 miesiecy 7 5,47%
do 12 miesiecy 8 6,25%
od momen'fu roz.poznama T1.I.DM 1 0,78%
do zakoniczenia obserwacji

Ocena statystyczna przeprowadzona w oparciu o uproszczong analize taricuchéw Markowa
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15.1. Funkcja resztkowa komérek f trzustki a wystepowanie remisji klinicznej w pierwszym
roku trwania T1DM

W momencie rozpoznania T1IDM nie stwierdzano istotnych réznic w stezeniu C-peptydu w grupie
badanej w zaleznosci od wystepowania remisji klinicznej definiowanej wedtug kryteriéw ISPAD (=
Materiaty i metody pkt.5.3 str.67) (test Wilcoxona, p=0,201). Natomiast od 3 miesigca trwania choroby do
zakonczenia rocznej obserwacji u chorych spetniajgcych kryteria rozpoznania remisji klinicznej
obserwowano istotnie wyzsze stezenia C-peptydu w poréwnaniu z pacjentami bez cech remisji (analizy
statystyczne przeprowadzone w oparciu test Wilcoxona) (ryc.4.40).
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Rycina 4.40. Ocena zwigzku pomiedzy dynamikg zmian funkcji resztkowej komoérek B trzustki
a wystepowaniem remisji klinicznej TADM wedtug kryteriow ISPAD w pierwszym roku trwania choroby
w populacji badanej

ISPAD — International Society for Pediatric and Adolescent Diabetes
analizy statystyczne przeprowadzone w oparciu o test Wilcoxona, na rycinie zaznaczono zaleznosci istotne statystycznie (p<0,05)

Jednoczesnie w grupie pacjentdw z rozpoznang remisjg kliniczng obserwowano zupetnie odmienng
dynamike zaniku funkcji resztkowej komorek B trzustki w pierwszym roku trwania TIDM. Od poczgtku
choroby az do 9 miesigca obserwacji dochodzito do stopniowego, nie wykazujacego cech istotnosci,
wzrostu wydzielania C-peptydu (test Wilcoxona, miesigc choroby: 0 vs. 3 p=0,08; 3 vs.6 p=0,136; 6 vs. 9
p=0,432). Stwierdzane w 9 miesigcu trwania TIDM wartosci resztkowej insulinosekrecji byty
maksymalnymi poziomami obserwowanymi w pierwszym roku choroby (stezenia C-peptydu: poczatek
choroby mediana 0,35 ng/ml; 9 miesigc choroby mediana 0,823 ng/ml). W okresie od 9 do 12 miesigca
trwania TIDM w analizowanej grupie pacjentéw dochodzito do nieistotnego statystycznie obnizenia sie
wydzielania C-peptydu (test Wilcoxona, p=0,154; stezenie C-peptydu: 12 miesigc choroby mediana 0,522
ng/ml). (ryc.4.40)
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Natomiast wsrdd pacjentéw, ktérzy nie spetniali kryteridw rozpoznania remisji klinicznej po istotnym
wzroscie stezen C-peptydu w 3 miesigcu trwania TIDM (test Wilcoxona, p<0,001; stezenie C-peptydu:
poczatek choroby mediana 0,274 ng/ml; 3 miesigc choroby mediania 0,458 ng/ml), dochodzito do
znacznego i znamiennego obnizenia sie wartosci resztkowej insulinosekrecji juz w 6 miesigcu obserwacji
(test Wilcoxona, p=0,044; stezenie C-peptydu mediana 0,375 ng/ml). W kolejnych miesigcach postepowat
stopniowy zanik funkcji resztkowej komorek B trzustki, niewykazujgcy cech istotnosci statystycznej (test
Wilcoxona, miesigc choroby: 6 vs. 9 p=0,118; 9 vs. 12 p=0,22). Jednoczesnie obserwowane od 6 miesigca
trwania T1DM poziomy C-peptydu pozostawaty poréwnywalne ze stezeniami na poczatku choroby (test
Wilcoxona, miesigc choroby: 0 vs.6 p=0,062; 0 vs. 9 p=0,452; 0 vs. 12 p=0,254). (ryc.4.40)

15.2. Ocena czestosci wystepowania remisji klinicznej w pierwszym roku trwania T1IDM w
badanej populacji w zaleznosci od pici i wieku pacjenta

Podczas rocznej obserwacji pacjentéw nie stwierdzono istotnego zwigzku pomiedzy ptcig chorego a
czestoscig wystepowania remis;ji klinicznej, definiowanej wedtug kryteriow ISPAD (= Materiaty i metody
pkt.5.3 str.67) (analizy statystyczne przeprowadzone w oparciu o dokfadny test Fishera).

Jednoczesnie w badanej populacji wykazano istotne modulujgce oddziatywanie wieku na czestos¢
wystepowania remisji klinicznej w 6 miesigcu trwania TIDM (ryc.4.41).
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Rycina 4.41. Ocena czestosci wystepowania remisji klinicznej TIDM wedtug kryteriow ISPAD
w pierwszym roku trwania choroby w populacji badanej w zalezno$ci od wieku pacjenta
ISPAD — International Society for Pediatric and Adolescent Diabetes

analizy statystyczne przeprowadzone w oparciu o doktadny test Fishera

W 3 miesigcu obserwacji odsetek remisji klinicznej stwierdzany w mtodszej grupie wiekowej
pozostawat na nieco nizszym, cho¢ porownywalnym poziomie jak wsrdd pacjentow nalezgcych do
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starszych kategorii wiekowych (doktadny test Fishera p=0,147; czesto$¢ wystepowania remisji: wiek
wczesnodzieciecy + przedszkolny 32,69%; wiek szkolny + mtodzienczy 43,18%). (ryc.4.41) Natomiast w 6
miesigcu choroby wéréd mtodszych dzieci remisje kliniczng obserwowano praktycznie dwukrotnie rzadziej
niz w starszej grupie wiekowej, w ktérej odsetek stwierdzanej remisji utrzymywat sie na poziomie
zblizonym do wartosci wykazanych w 3 miesigcu obserwacji (doktadny test Fishera p=0,013; czestos¢
wystepowania remisji: wiek wczesnodzieciecy + przedszkolny 16,33%; wiek szkolny + mtodzienczy
35,71%). (ryc.4.41)

Powyzsze rdznice w czestosci wystepowania remis;ji klinicznej w zaleznosci od wieku chorego
korespondowaty z wykazanymi zmianami w dynamice funkcji resztkowej komdrek B trzustki w badanej
populacji w poszczegdlnych grupach wiekowych (= Wyniki pkt.13.1.2 str.117).

15.3. Ocena czestosci wystepowania remisji klinicznej w pierwszym roku trwania TIDM w
badanej populacji w zalezno$ci od wystepowania zaburzen gospodarki kwasowo -
zasadowej w momencie rozpoznania choroby

W badanej populacji, u pacjentéw z rozpoznang DKA na poczatku choroby rzadziej stwierdzano
wystepowanie remisji klinicznej, definiowanej zgodnie z kryteriami ISPAD (= Materiaty i metody pkt.5.3
str.67). Powyzszy trend utrzymywat sie praktycznie przez caty okres rocznej obserwacji, a szczegdlnie
istotne oddziatywanie DKA na czestos¢ wystgpienia remisji klinicznej wykazano w 3 oraz 6 miesigcu
trwania T1IDM (doktadny test Fishera, 3 miesigc choroby p=0,018; 6 miesigc choroby p=0,002). (ryc.4.42)
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Rycina 4.42. Ocena czestosci wystepowania remisji klinicznej TIDM wedtug kryteriéw ISPAD

w pierwszym roku trwania choroby w populacji badanej w zaleznosci od wystepowania DKA u pacjenta
w momencie rozpoznania TIDM

DKA — cukrzycowa kwasica ketonowa

ISPAD — International Society for Pediatric and Adolescent Diabetes
analizy statystyczne przeprowadzone w oparciu o doktadny test Fishera
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W 3 miesigcu obserwacji remisje kliniczng w grupie chorych z obcigzonym wywiadem w kierunku DKA
stwierdzano prawie dwukrotnie rzadziej niz wéréd pacjentdow bez rozpoznanej DKA w okresie ujawniania
sie choroby (3 miesigc choroby - czestos¢ wystepowania remisji: pacjenci bez DKA 44,71%; pacjenci z DKA
25%). W 6 miesigcu trwania TIDM stwierdzane rdznice byty jeszcze wieksze — chorzy z nieobcigzonym
wywiadem w kierunku DKA prawie trzykrotnie czesciej pozostawali w fazie remisji klinicznej niz pacjenci z
uprzednio rozpoznang DKA (6 miesigc choroby - czestos¢ wystepowania remisji: pacjenci bez DKA 37,5%;
pacjenci z DKA 13,04%). Podobng czestosci wystepowania remisji w obu podgrupach wykazano dopiero w
12 miesigcu (12 miesigc choroby - czestos¢ wystepowania remisji: pacjenci bez DKA 9,88%; pacjenci z DKA
8,7%). (ryc.4.42)

Powyzsze rdznice w czestosci wystepowania remisji w zaleznosci od stanu klinicznego chorego w
momencie rozpoznania T1DM, korespondowaty ze zmianami w dynamice resztkowej insulinosekrecji,
ktére obserwowano w analizowanych podgrupach (= Wyniki pkt.13.1.6 str.121).

15.3.1. Ocena potencjalnego oddzialywania zaburzen gospodarki kwasowo - zasadowej,
stwierdzanych u pacjenta na poczatku choroby, na czestos¢ wystepowania remisji
klinicznej T1DM w pierwszym roku jej trwania, z uwzglednieniem ptci pacjenta

W badanej populacji nie stwierdzono istotnego modulujgcego oddziatywania ptci na zaleznos¢
pomiedzy czestoscig wystepowania remisji klinicznej w pierwszym roku trwania choroby, a rozpoznaniem
DKA w okresie ujawniania sie TIDM (analizy statystyczne przeprowadzone w oparciu o doktadny test
Fishera).

15.3.2. Ocena potencjalnego oddzialywania zaburzen gospodarki kwasowo - zasadowej,
stwierdzanych u pacjenta na poczatku choroby, na czesto$¢ wystepowania remisji
klinicznej T1DM w pierwszym roku jej trwania, z uwzglednieniem wieku pacjenta

Znamienne, modulujgce oddziatywanie wieku na zalezno$¢ pomiedzy czestoscig wystepowania remisji
klinicznej w badanej populacji w pierwszym roku choroby, a stwierdzeniem cech DKA w momencie
diagnozy T1DM wykazano w 6 miesigcu prowadzonej obserwacji.

W 3 miesigcu choroby wsrdd pacjentow z nieobcigzonym wywiadem w kierunku DKA w mtodszej i
starszej kategorii wiekowej obserwowano poréwnywalne czestosci wystepowania remisji klinicznej TIDM.
W grupie chorych z rozpoznang DKA w okresie ujawniania sie TLDM wystepowanie remisji klinicznej
wsrod mtodszych dzieci obserwowano praktycznie dwukrotnie rzadziej niz u pacjentéw zakwalifikowanych
do starszej kategorii wiekowej. Powyzsze réznice pozostawaty jednak nieistotne statystycznie (doktadny
test Fishera p=0,064; czestos¢ wystepowania remisji: pacjenci bez DKA: wiek wczesnodzieciecy +
przedszkolny 44,44%; wiek szkolny + mtodzienczy 44,83%; pacjenci bez DKA: wiek wczesnodzieciecy +
przedszkolny 14,29%; wiek szkolny + mtodziericzy 33,33%). (ryc.4.43)

W 6 miesigcu trwania choroby, w grupie pacjentdéw bez stwierdzonych cech DKA w momencie
diagnozy T1DM i nalezacych do starszej kategorii wiekowej odsetek obserwowanej remisji klinicznej
pozostawat porownywalny z czestoscig wykazang w 3 miesigcu choroby. Nieco nizszg czestosé
wystepowania remisji odnotowano wsréd pacjentéw z tej samej grupy wiekowej, ale z obcigzonym
wywiadem w kierunku DKA. Najsilniejsze modulujgce oddziatywanie DKA wykazano wsréd mtodszych
dzieci — w tej podgrupie nikt nie spetniat kryteridw rozpoznania remisji klinicznej wedtug ISPAD. Natomiast
w przypadku negatywnego wywiadu w kierunku DKA czestos¢ remisji obserwowana w mtodszej grupie
wiekowej wynosita 28%. Opisane powyzej roznice w odsetku pacjentdw spetniajgcych kryteria remisji, w
zaleznosci od wzajemnego oddziatywania DKA rozpoznanej na poczatku choroby i wieku chorego,
pozostawaty znamienne statystycznie (doktadny test Fishera p<0,001; czesto$¢ wystepowania remisji:
pacjenci bez DKA: wiek wczesnodzieciecy + przedszkolny 28,0%; wiek szkolny + mtodzienczy 41,82%;
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pacjenci bez DKA: wiek wczesnodzieciecy + przedszkolny nie odnotowano przypadkéw; wiek szkolny +
mitodzienczy 23,08%). (ryc.4.43)

Powyzsze rdznice w czestosci wystepowania remisji w zaleznosci od stanu klinicznego chorego w
momencie rozpoznania TIDM, w powigzaniu z wiekiem pacjenta, korespondowaty ze zmianami w
dynamice resztkowej insulinosekrecji, ktére obserwowano w analizowanych podgrupach (= Wyniki
pkt.13.1.8 str.125).
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Rycina 4.43. Ocena czestosci wystepowania remisji klinicznej TIDM wedtug kryteriéw ISPAD
w pierwszym roku trwania choroby w populacji badanej w zaleznosci od wieku chorego oraz
wystepowania DKA u pacjenta w momencie rozpoznania TILDM

DKA — cukrzycowa kwasica ketonowa

ISPAD — International Society for Pediatric and Adolescent Diabetes
analizy statystyczne przeprowadzone w oparciu o doktadny test Fishera

15.4. Ocena potencjalnego zwiazku wybranych polimorfizméw genéw CTLA-4, PTPN22 oraz
INS z czestos$cig wystepowania remisji klinicznej w pierwszym roku trwania T1IDM w
badanej populacji

15.4.1. Ocena potencjalnego zwiazku polimorfizm c.49A>G genu CTLA-4 z czestoScia
wystepowania remisji klinicznej w pierwszym roku trwania T1DM w badanej
populacji

Na podstawie analizy statystycznej przeprowadzonej w oparciu o doktadny test Fishera nie wykazano
istotnego oddziatywania polimorfizmu c.49A>G genu CTLA-4 na czesto$¢ wystepowania remisji klinicznej
w pierwszym roku trwania TILDM w badanej populacji.
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15.4.1.1. Czestos¢ wystepowania remisji klinicznej w pierwszym roku trwania choroby
a potencjalne oddzialywanie modelu strukturalnego /polimorfizm c.49A>G genu
CTLA-4 - DKA w momencie rozpoznania T1DM - pte¢/

W zwigzku z wykazanym w badanej populacji istotnym modulujgcym wptywem ptci na zaleznosé
pomiedzy dystrybucja genotypdw polimorfizmu c.49A>G genu CTLA-4, stratyfikowanych wzgledem ryzyka
rozwoju T1DM, a wystepowaniem DKA w momencie rozpoznania choroby (= Wyniki pkt.11.1 str.93),
przeprowadzono kolejng analize — dotyczaca potencjalnego oddziatywania powyzszego uktadu
strukturalnego na czestos¢ wystepowania remisji klinicznej, definiowanej zgodnie z kryteriami ISPAD (=
Materiaty i metody pkt.5.3 str.67) w pierwszym roku trwania TIDM. Powyzsza ocena nie potwierdzita
modulujgcego wptywu badanego uktadu strukturalnego na czesto$¢ wystepowania remisji klinicznej w
populacji badanej podczas rocznej obserwacji chorych (analizy statystyczne przeprowadzone w oparciu o
doktadny test Fishera).

Nie wykazano réwniez istotnego modulujgcego oddziatywania poszczegdlnych par zmiennych
tworzacych analizowany uktad strukturalny na czestos¢ wystepowania remisji klinicznej wsréd
obserwowanych pacjentdw (analizy statystyczne przeprowadzone w oparciu o doktadny test Fishera).

15.4.2. Ocena potencjalnego zwigzku polimorfizm c.1858T>C genu PTPN22 z czesto$cia
wystepowania remisji klinicznej w pierwszym roku trwania T1DM w badanej
populacji

Na podstawie analizy statystycznej przeprowadzonej w oparciu o doktadny test Fishera nie
potwierdzono modulujgcego oddziatywania polimorfizmu c.1858T>C genu PTPN22 na czestosc¢
wystepowania remisji klinicznej w pierwszym roku trwania TIDM w badanej populacji.

15.4.2.1. Czestos¢ wystepowania remisji klinicznej w pierwszym roku trwania choroby
a potencjalne oddzialywanie modelu strukturalnego /polimorfizm c.1858T>C genu
PTPN22 - DKA w momencie rozpoznania T1DM - pte¢ pacjenta/

W zwigzku ze stwierdzonym w badanej populacji istotnym modulujgcym wptywem ptci na zaleznosé
pomiedzy dystrybucja genotypdw polimorfizmu ¢.1858T>C genu PTPN22, stratyfikowanych wzgledem
ryzyka rozwoju T1DM, a wystepowaniem DKA w momencie rozpoznania choroby (= Wyniki pkt.11.1
str.93), przeprowadzono analize dotyczgcg potencjalnego oddziatywania powyzszego uktadu
strukturalnego na czestos¢ wystepowania remisji klinicznej, definiowanej zgodnie z kryteriami ISPAD (=
Materiaty i metody pkt.5.3 str.67) w pierwszym roku trwania TLDM.

Powyzszg ocene poprzedzono analizami potencjalnego oddziatywania na czestos$¢ wystepowania
remisji klinicznej poszczegdlnych par zmiennych tworzacych uktad strukturalny. Na podstawie
przeprowadzonych analiz nie wykazano istotnych modulujgcych wptywow badanych par zmiennych na
dynamike fazy remisji w ocenianej populacji (analizy statystyczne przeprowadzone w oparciu o doktadny
test Fishera).

Natomiast w przypadku modelu strukturalnego /polimorfizm ¢.1858T>C genu PTPN22 — DKA w
momencie rozpoznania TIDM — pte¢ pacjenta/ jego istotne oddziatywanie na czesto$¢ wystepowania
remisji klinicznej obserwowano gtéwnie w 6 miesigcu trwania choroby (doktadny test Fishera p=0,039).
(ryc.4.44)

W 3 miesigcu trwania T1IDM, wsrdd pacjentéw z obcigzonym wywiadem w kierunku DKA, remisje
kliniczng stwierdzano znacznie czesciej u chorych posiadajacych genotyp PTPN22 ¢.1858CC, szczegdlnie w
podgrupie chtopcédw. Natomiast u pacjentéow z podwyzszonym ryzykiem genetycznym i rozpoznang DKA
na poczatku choroby wykazano najnizsze czestosci wystepowania remisji w badanej populacji (pacjenci z
DKA: genotyp PTPN22 c.1858CC: chtopcy 36,84%, dziewczeta 25,0%; genotypy PTPN22 c.1858TT+TC:
chtopcy 10,0%, dziewczeta 18,18%; cata badana populacja 25,0%). (ryc.4.44) Jednoczesnie u wszystkich
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chorych z nieobcigzonym wywiadem w kierunku DKA, odsetek remisji pozostawat dos¢ wysoki, niezaleznie

od genotypu analizowanego polimorfizmu oraz byt poréwnywalny w przypadku dziewczat i chtopcow

posiadajacych ten sam genotyp (pacjenci bez DKA: genotyp PTPN22 ¢.1858CC: chtopcy 45,45%,
dziewczeta 38,23%; genotypy PTPN22 c.1858TT+TC: chtopcy 50,0%, dziewczeta 53,84%; cata badana
populacja 44,71%). (ryc.4.44). Obserwowane powyzej réznice nie wykazywaty jednak cech istotnosci

statystycznej (doktadny test Fishera p=0,288), ale w znacznym stopniu korespondowaty z dynamikg zmian

funkcji resztkowej komarek B trzustki w analizowanych podgrupach w tozsamym okresie choroby (=
Wyniki pkt.13.5.2.3 str.138).
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Remisja kliniczna T1DM wg ISPAD

genotyp PTPN22 ¢.1858CC + dziewczeta bez DKA
genotyp PTPNZ2 ¢.1858TT+TC + dziewczsta bez DKA
genotyp PTPNZ2Z2 ¢.1858CC + chlopoy bez DKA
genotyp PTPNZZ2 ¢ 1858TT+TC + chlopey bez DKA
genotyp PTPN2Z2 ¢ 1858CC + dziewczeta z DKA
genotyp PTPN22 c.1858TT+TC + dziewczgta z DKA
genotyp PTPNZZ ¢.1858CC + chlopey z DKA

genotyp PTPNZZ ¢ 1858TT+TC + chlopoy z DKA

EEDOODO

Bezcech remisji klinicznej T1DM wg ISPAD

genotyp PTPNZZ ¢.1858CC + dziewczeta bez DKA
genotyp PTPNZZ c1858TT+TC + dziewczgta bez DKA
genotyp PTPNZ2 c.1858CC + chlopey bez DKA
genotyp PTPNZZ c.1858TT+TC + chlopey bez DKA
genotyp PTPNZZ ¢, 1858CC + dziewczeta z DKA
genotyp PTPNZZ c.1858TT+TC + dziewczsta z DKA
genotyp PTPNZZ ¢.1858CC + chlopoy z DKA

genotyp PTPNZZ ¢ 1858TT+TC + chlopoy z DKA

Rycina 4.44.

Ocena oddziatywania modelu strukturalnego / polimorfizmu c.1858T>C genu PTPN22 -

DKA w momencie rozpoznania TLDM - pte¢ pacjenta/ na czestos¢ wystepowania remisji klinicznej

T1DM wedtug kryteriow ISPAD w pierwszym roku trwania choroby w populacji badanej

DKA — cukrzycowa kwasica ketonowa
ISPAD — International Society for Pediatric and Adolescent Diabetes

analizy statystyczne przeprowadzone w oparciu o doktadny test Fishera

W 6 miesigcu trwania TIDM najsilniejsze oddziatywanie modulujgce badanego uktadu strukturalnego

stwierdzono w grupie pacjentéw posiadajgcych genotypy PTPN22 c.1858TT oraz PTPN22 c.1858TC, z
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obcigzonym wywiadem w kierunku DKA. U dziewczat nalezacych do powyzszej podgrupy zaobserwowano
okoto dwukrotne zmniejszenie sie odsetka remisji klinicznej w odniesieniu do czestosci wykazanej w 3
miesigcu choroby. Podobna dynamika fazy remisji wystepowata u dziewczat rowniez z obcigzonym
wywiadem w kierunku DKA, ale bedgcych homozygotami CC badanego polimorfizmu. W grupie chtopcow,
ze stwierdzong DKA na poczatku choroby, zaden z pacjentéw nalezgcych do grupy podwyzszonego ryzyka
genetycznego, nie spetniat kryteridw rozpoznania remisji klinicznej, podczas gdy w podgrupie z
genotypem PTPN22 c.1858CC odsetek remisji wynosit srednio 17,36% (pacjenci z DKA: genotyp PTPN22
¢.1858CC: chtopcy 22,22%, dziewczeta 12,5%; genotypy PTPN22 ¢.1858TT+TC: chtopcy nie odnotowano
zadnego przypadku, dziewczeta 9,09%; cata badana populacja 13,04%). (ryc.4.44)

Odmienng sytuacje obserwowano w podgrupie chorych z nieobcigzonym wywiadem w kierunku DKA.
U pacjentéw posiadajgcych genotypy PTPN22 ¢.1858TT oraz PTPN22 ¢.1858TC, niezaleznie od pfci,
stwierdzano utrzymywanie sie odsetka remisji klinicznej na poziomie poréwnywalnym z czestosciami
wykazanymi w 3 miesigcu trwania TIDM. Natomiast wsréd chorych bedacych homozygotami CC
analizowanego polimorfizmu w przypadku obu ptci remisje kliniczng obserwowano okoto 1,5-krotnie
rzadziej w odniesieniu do czestosci stwierdzonych w 3 miesigcu choroby. (pacjenci bez DKA: genotyp
PTPN22 ¢.1858CC: chtopcy 33,33%, dziewczeta 26,67%; genotypy PTPN22 c.1858TT+TC: chtopcy 50,0%,
dziewczeta 53,84%; cata badana populacja 37,5%). (ryc.4.44).

Wykazane powyzej réznice w czestosci wystepowania remisji w ocenianych podgrupach w pewnym
stopniu korespondowaty z tozsamymi zmianami w dynamice zaniku funkcji resztkowej komaérek B trzustki
(= Wyniki pkt.13.5.2.3 str.138).

15.4.2.2. Czestos¢ wystepowania remisji klinicznej w pierwszym roku trwania choroby
a potencjalne oddzialywanie modelu strukturalnego /polimorfizm c.1858T>C genu
PTPN22 - DKA w momencie rozpoznania T1DM - wiek pacjenta/

W zwigzku z obserwowanym w badanej grupie istotnym modulujgcym wptywem réwniez i wieku na
zaleznos¢ pomiedzy dystrybucja genotypow polimorfizmu ¢.1858T>C genu PTPN22, stratyfikowanych
wzgledem ryzyka rozwoju T1IDM, a wystepowaniem DKA w momencie rozpoznania choroby (= Wyniki
pkt.11.2 str.97), przeprowadzono kolejng analize, uwzgledniajgcg potencjalne oddziatywanie powyzszego
uktadu strukturalnego na czestos¢ wystepowania remisji klinicznej TLDM, definiowanej zgodnie z
kryteriami ISPAD (- Materiaty i metody pkt.5.3 str.67) w pierwszym roku trwania choroby.

Ocena potencjalnego modulujgcego wptywu poszczegdlnych par zmiennych tworzacych uktad
strukturalny na czestos¢ wystepowania remisji klinicznej w badanej populacji nie wykazata istotnych
zaleznosci (analizy statystyczne przeprowadzone w oparciu o doktadny test Fishera).

W 3 miesigcu trwania TLDM stwierdzono szczegdlnie dekompensujace oddziatywanie DKA,
rozpoznanej na poczatku choroby, na czestos¢ wystepowania remisji klinicznej TIDM gtéwnie wsréd
mtodszych dzieci, niezaleznie od genotypu badanego polimorfizmu oraz w starszych kategoriach
wiekowych, u oséb posiadajgcych genotypy PTPN22 c.1858TT oraz PTPN22 c.1858TC (pacjenci z DKA: wiek
wczesnodzieciecy + przedszkolny: genotyp PTPN22 ¢.1858CC 12,5%; genotypy PTPN22 c.1858TT+TC
15,38%; wiek szkolny + mtodzieczy: genotyp PTPN22 c.1858CC 42,1%; genotypy PTPN22 c.1858TT+TC
12,5%; cata badana populacja 25,0%). Wsréd chorych bedgcych homozygotami CC badanego
polimorfizmu, nalezgcych do starszej grupy wiekowej czestos¢ wystepowania remisji pozostawata
zblizona, niezaleznie od stwierdzonej DKA na poczatku choroby (wiek szkolny + mtodzienczy — genotyp
PTPN22 c.1858CC: bez DKA 34,21%; z DKA 42,1%). (ryc.4.45) Natomiast znaczny odsetek remisji
obserwowano w nastepujgcych podgrupach chorych z nieobcigzonym wywiadem w kierunku DKA: u
mtodszych dzieci bedgcych homozygotami PTPN22 ¢c.1858CC, wsrdd pacjentdw ze starszej grupy wiekowej
o genotypach PTPN22 c.1858TT oraz PTPN22 c.1858TC (pacjenci bez DKA: wiek wczesnodzieciecy +
przedszkolny: genotyp PTPN22 c.1858CC 55,56%; genotypy PTPN22 c.1858TT+TC 22,22%; wiek szkolny +
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mtodzieczy: genotyp PTPN22 ¢.1858CC 34,21%; genotypy PTPN22 c.1858TT+TC 65,0%; cata badana
populacja 44,71%). (ryc.4.45) Powyzsze réznice w dynamice fazy remisji obserwowane w poszczegdlnych
podgrupach analizowanego modelu strukturalnego wykazywaty cechy znamiennosci statystycznej
(dokfadny test Fishera p=0,019) oraz czesciowo korespondowaty z tozsamymi zmianami w dynamice
zaniku funkcji resztkowej komdrek B trzustki (= Wyniki pkt.13.5.2.5 str.140).
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Remisja kliniczna T1DM wg ISPAD Bezcech remisji klinizznej T1DM wg ISPAD
W PTPN22 c.1858CC + wiek szkolny i mlodzierczy bez DKA [ PTPN22 c.1858CC + wiek szkolny i mlodziericzy bez DKA
B PTPN22 ¢ 1858TT+TC + wiek szkolny i mlodzienczy bez DKA 0O PTPN22 c.1858TT+TC + wiek szkalny | mlodzierfczy bez DKA
W PTPN22 c185800C + wisk wozesnodziscigey | preedszkolny bez DKA [ PTPN2Z ©.185800C + wisk wozesnodziecigey | przedszkolny bez DKA
B FPTPN22 ¢.1858TT+TC + wiek wezesnodziecigey | przedszkolny bez DKA || @ FPTPN22 ¢.1858TT+TC + wiek wezesnadziecigey i przedszkolny bez DKA
m PTPN22 ¢ 1858CC + wiek szkolny i mlodzienczy z DKA m PTPN22 c.1858CC + wiek szkolny i mlodzienczy z DKA
| PTPN22 c.1858TT+TC + wiek szkolny | mlodziefczy z DKA 0 PTPN22 c1858TT+TC + wiek szkolny i mlodziefczy z DKA
[ PTPN22 c.1858CC + wiek wezesnodziecigcy | preedszkolny z DKA 0 PTPN22 c.1858CC + wiek wezesnodziecigey | predszkalny z DKA
[ PTPN22 c.1858TT+TC + wiek wezesnodziecigey | przsdszkolny z DKA W PTPN2Z ¢ 1858TT+TC + wisk wezesnodziecigey | przsdszkolny z DKA

Rycina 4.45. Ocena oddziatywania modelu strukturalnego / polimorfizmu ¢.1858T>C genu PTPN22 -
DKA w momencie rozpoznania TLDM — wiek pacjenta/ na czesto$é wystepowania remisji klinicznej
T1DM wedtug kryteriéw ISPAD w pierwszym roku trwania choroby w populacji badanej

DKA — cukrzycowa kwasica ketonowa

ISPAD — International Society for Pediatric and Adolescent Diabetes
analizy statystyczne przeprowadzone w oparciu o doktadny test Fishera

W 6 miesigcu trwania choroby nadal stwierdzano modulujgce oddziatywanie badanego uktadu
strukturalnego na przebieg fazy remisji w obserwowanej populacji pacjentéw (doktadny test Fishera
p=0,006). Wsrdd pacjentdw z nieobcigzonym wywiadem w kierunku DKA, u mtodszych dzieci, bedgcych
homozygotami CC polimorfizmu genu PTPN22, obserwowano znaczne obnizenie sie odsetka remisji w
odniesieniu do czestosci wykazanych w 3 miesigcu trwania choroby, podczas gdy w tej samej kategorii
wiekowej, w podgrupie podwyzszonego ryzyka genetycznego odsetek remisji utrzymywat sie na stabilnym
poziomie. Wsrdd chorych ze stwierdzong DKA w momencie diagnozy T1DM oraz zakwalifikowanych do
mtodszych kategorii wiekowych, niezaleznie od genotypu analizowanego polimorfizmu, zaden pacjent nie
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spetniat kryteridéw rozpoznania remisji wedtug ISPAD 1858TC (wiek wczesnodzieciecy + przedszkolny:
pacjenci bez DKA: genotyp PTPN22 c.1858CC 25,0%; genotypy PTPN22 c.1858TT+TC 33,33%; pacjenci z
DKA: genotyp PTPN22 c.1858CC oraz genotypy PTPN22 c.1858TT+TC nie odnotowano zadnego
przypadku). (ryc.4.45)

Natomiast wsrdd pacjentédw nalezgcych do starszej grupy wiekowej, niezaleznie od wywiadu w
kierunku DKA, jak réwniez genotypu badanego polimorfizmu obserwowano utrzymywanie sie odsetka
remisji klinicznej na poziomie poréwnywalnym z czestosciami wykazanymi w 3 miesigcu trwania TIDM
(wiek szkolny + mtodzienczy: pacjenci bez DKA: genotyp PTPN22 ¢.1858CC 31,43%; genotypy PTPN22
¢.1858TT+TC 60%; pacjenci z DKA: genotyp PTPN22 ¢.1858CC 27,78%; genotypy PTPN22 c.1858TT+TC
12,5%). (ryc.4.45)

Powyzsze zmiany w dynamice przebiegu fazy remisji w poszczegdlnych grupach modelu strukturalnego
czesciowo korespondowaty z tozsamymi réznicami w dynamice zaniku funkcji resztkowej komorek 8
trzustki (= Wyniki pkt.13.5.2.5 str.140).

15.4.3. Ocena potencjalnego zwiazku polimorfizm 5’VNTR genu INS z czesto$cia wystepowania
remisji klinicznej w pierwszym roku trwania T1DM w badanej populacji

Ostateczna interpretacja przeprowadzonych analiz, dotyczacych potencjalnego zwigzku pomiedzy
polimorfizmem 5’VNTR genu INS (ocena za pomocg polimorfizmu markerowego —23HphIA>T) a czestosSciag
wystepowania remisji, wedtug kryteriéw ISPAD (= Materiaty i metody pkt.5.3 str.67), u obserwowanych
pacjentéw w pierwszym roku trwania choroby pozostaje niemozliwa, z uwagi na dystrybucje
poszczegdlnych genotypdw analizowanego polimorfizmu w badanej populacji (= Wyniki pkt.7 str.86).

16. Ocena czestosci wspotwystepowania z T1DM innych choréb autoimmunologicznych w
pierwszym roku trwania choroby w badanej populacji

16.1. Ocena czestosci wspotwystepowania z T1DM autoimmunologicznego zapalenia tarczycy
w badanej populacji w pierwszym roku trwania obserwacji

Przed rozpoznaniem T1DM autoimmunologiczne zapalenie tarczycy (AIT) zostato zdiagnozowane u 6
dzieci (4,08%), w tym u czworki pacjentdow na etapie fazy subklinicznej choroby (= Materiaty i metody
pkt.7.3 str.72). W momencie rozpoznania TILDM w badanej populacji stwierdzono kolejne 3 przypadki AIT
oraz 9 przypadkdw postaci subklinicznej AlT (tgcznie w momencie rozpoznania TIDM: AIT 5 chorych —
3,4%; faza subkliniczna AIT 13 pacjentow — 8,84%). Po 12 miesigcach liczba chorych z rozpoznanym AIT
wzrosta do 11 0s6b (8,15%), a w przypadku postaci subklinicznej AIT — do 14 pacjentéw (10,37%).

W momencie rozpoznania TIDM AIT istotnie czesciej stwierdzano u dziewczat, natomiast po 12
miesigcach, pomimo przewagi dziewczat wsrdd chorych z rozpoznanym AIT, powyzsza zaleznosé nie
wykazywata juz cech znamiennosci (doktadny test Fishera, poczatek choroby p=0,003; odsetek dziewczat
80%; 12 miesigc choroby p=0,057; odsetek dziewczat 65,38%). AIT istotnie czesciej wspdtistniato z TLDM
wsrdd pacjentdw nalezgcych do starszych kategorii wiekowych (doktadny test Fishera, poczatek choroby
p<0,001; wiek szkolny + mtodzienczy 95% rozpoznan; 12 miesigc choroby p<0,001; wiek szkolny +
mtodzienczy 88,46% rozpoznan).

Przez caty pierwszy roku trwania TLDM u chorych z dodatnim mianem autoprzeciwciat TPO lub
autoprzeciwciat TG (- Materiaty i metody pkt.7.3 str.72) stwierdzano wystepowanie znamiennie
wyzszych mian autoprzeciwciat GAD (analizy statystyczne przeprowadzone w oparciu o test Wilcoxona).

W badanej populacji nie wykazano istotnych zaleznosci pomiedzy dystrybucja poszczegdlnych
genotypow (w tym rowniez stratyfikowanych wzgledem ryzyka rozwoju TIDM) wybranych polimorfizmow
gendw CTLA-4, PTPN22 oraz INS a wystepowaniem dodatniego miana autoprzeciwciat TPO lub TG (analizy
statystyczne przeprowadzone w oparciu o doktadny test Fishera).
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16.2. Ocena czestosci wspotwystepowania z T1DM celiakii w populacji badanej w pierwszym
roku prowadzonej obserwacji

W momencie rozpoznania T1IDM celiakie zdiagnozowano u 2 osdéb (1,36%), a u 5 chorych stwierdzono
dodatnie miano autoprzeciwciat TGA, przy prawidtowym obrazie mikroskopowym sluzéwki jelita cienkiego
(= Materiaty i metody pkt.7.4 str.73). W 12 miesigcu trwania T1DM celiakia wystepowata u 8 pacjentéow
(5,93%), gtdéwnie w postaci asymptomatycznej, a u 2 oséb stwierdzono postac nieklasyczng choroby.
Natomiast u jednej pacjentki obserwowano dodatnie miano autoprzeciwciat TGA, z prawidtowym
obrazem mikroskopowym sluzéwki jelita cienkiego. U opisanych powyzej chorych nie stwierdzono
predylekcji do wystepowania okreslonego uktadu genotypow badanych polimorfizmdéw gendow CTLA-4,
PTPN22 oraz INS.
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Dyskusja

Prezentowane badanie, wedtug wiedzy autora, stanowi jedno z pierwszych badan oceniajgcych
potencjalne oddziatywanie wybranych polimorfizméw genéw CTLA-4, PTPN22 oraz INS na przebieg
kliniczny Swiezo rozpoznanej autoimmunologicznej postaci TLDM w populacji wieku rozwojowego,
pochodzacej z terendw wojewddztwa pomorskiego. Powyzsze badanie wpisuje sie w nurt nowoczesnych
badan typu genotyp — fenotyp, stanowigcych podstawe medycyny personalizowanej — medycyny
skoncentrowanej na indywidualnych cechach biologicznych pacjenta. Stwarza to mozliwos¢ wyboru u
kazdego chorego najbardziej efektywnej formy leczenia i jednocze$nie pozwala zminimalizowac ryzyko
wystgpienia dziatan niepozadanych zastosowanej terapii, co nabiera szczegdlnego znaczenia w przypadku
pacjentow pediatrycznych.

Przedstawione w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej wyniki obejmujg pierwszy rok obserwacji
badanej populacji. Obecnie w grupie pacjentéw, ktdrzy ukonczyli prezentowane badanie kontynuowana
jest dalsza obserwacja klinicznego przebiegu choroby, jak réwniez poszerzany jest panel analiz
genetycznych, biochemicznych i serologicznych w ramach projektéw finansowanych przez Narodowe
Centrum Nauki.

Ogoélna ocena jakosci prezentowanego badania

Ze wzgledu na Sciste powigzanie mechanizmdw dziatania gendow CTLA-4, PTPN22 oraz INS w procesach
kontroli rozwoju reakcji autoimmunologicznych, do prezentowanego badania wybrano wytacznie
pacjentdw z potwierdzong autoimmunologiczng postacig TIDM (kryteria kwalifikacji pacjentow =
Materiaty i metody pkt.1 str.35), celem potencjalizacji ewentualnego efektu oddziatywania wybranych
polimorfizmdéw genetycznych (c.49A>G genu CTLA-4, c.1858T>C genu PTPN22 oraz 5'VNTR genu INS)
na przebieg kliniczny choroby.

Jako markery serologiczne postaci autoimmunologicznej TIDM stosowano oznaczenia trzech
swoistych autoprzeciwciat: przeciw dekarboksylazie kwasu glutaminowego (GAD), przeciwinsulinowych
(IAA) oraz przeciw wyspom trzustkowym (ICA). Podczas kwalifikacji pacjentow do badania niemozliwe
byto przeprowadzenie oznaczen miana autoprzeciwciat skierowanych przeciw transporterowi cynku 8
(ZnT8), z uwagi na niedostepnos¢ certyfikowanego testu diagnostycznego w momencie tworzenia
projektu, jak rowniez w poczagtkowym etapie trwania badania (kwalifikacje pacjentow do badania
rozpoczeto w X 2008 roku, natomiast wprowadzenie certyfikowanego, komercyjnego testu
diagnostycznego nastgpito na przetomie 2009/2010 roku).

Kwalifikacja do badania pacjentéw stale zamieszkujgcych na terenie wojewddztwa pomorskiego
pozwolita na dokonanie charakterystyki genetycznej grupy osoéb $cisle zwigzanych z jednym regionem
Polski, ktory zgodnie z notowanymi wskaznikami zapadalnosci na TIDM w populacji wieku rozwojowego
nalezy zaliczy¢ obecnie do regiondéw o umiarkowanej zapadalnosci (Sredni wspodtczynnik zapadalnosci w
latach 1999 — 2010 dla populacji wieku rozwojowego wojewddztwa pomorskiego — 14,32 przypadkow
T1DM/100 tys. mieszkaricow/rok, dane autora: z lat 1999-2005 opublikowane (Pawtowicz et al., 2007), z
lat 2006-2010 niepublikowane). Zmiana klasyfikacji epidemiologicznej regionu pomorskiego, z terenu o
niskiej zapadalnosci na rejon o srednim wskazniku zapadalnosci na T1DM, nastgpita w latach 1999-2005,
podobnie jak w przypadku wiekszosci wojewddztw w Polsce (Jarosz-Chobot and Otto-Buczkowska, 2010,
Szadkowska et al., 2006, Patterson et al., 2012) i spowodowana byta istotnym wzrostem wskaznikow
zapadalnosci na TIDM gtéwnie w populacji dzieciecej. Che¢ wyjasnienia powyzszego zjawiska stata sie
jednym z powoddw stworzenia przez autora prezentowanego badania.

Konstruujac projekt prezentowanego badania wprowadzono liczne procedury zwiekszajace precyzje i
doktadnos¢ prowadzonych pomiaréw oraz obserwacji (Watata, 2011):
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zastosowanie kategoryzacji uzyskiwanych danych, zgodnej z obowigzujgcymi standardami
merytorycznymi oraz aktualnymi wytycznymi towarzystw naukowych (ADA, ESPE, IDF, IDS,
ISPAD, LWPES, PTD)

e opracowanie protokotu wizyt kontrolnych pacjentéow (= Materiaty i metody pkt.2.2 str.43)

e standaryzacja sposobu pobierania materiatu biologicznego do badan — zastosowanie
zamknietego prézniowego systemu do pobierania krwi, zastosowanie probdéwek z
separatorem zelowym celem wyeliminowania hemolizy w badanych prébkach

e powtarzanie pomiardéw — powtdrzenia pomiaréw antropometrycznych (szczegdlnie wysokosci
ciata) w czasie wizyty kontrolnej, dwukrotny pomiar miana autoprzeciwciat GAD i IAA w
momencie kwalifikacji pacjenta do badania

e zastosowanie wystandaryzowanych testéw laboratoryjnych — oznaczenia HbA,. (metoda HPLC,
certyfikat NGSP), oznaczenia autoprzeciwciat (wystandaryzowane testy ELISA, certyfikat CE),
oznaczenia C-peptydu (metoda chemiluminescencji certyfikat CE)

e odpowiednie opracowanie metod oznaczen genetycznych — wprowadzenie tzw. dodatkowego
miejsca ciecia enzymu restrykcyjnego w metodzie RFLP, zastosowanie sekwencjonowania DNA
jako metody weryfikujgcej wyniki procedury PCR-RFLP (= Dyskusja pkt. Ogdlna ocena
przeprowadzonych analiz genetycznych str.178)

e maskowanie — wprowadzenie kodowania prébek do badan genetycznych, prébek do oznaczen
biochemicznych i immunologicznych celem zminimalizowania wptywu osoby
przeprowadzajgcej analizy na wyniki badan, szczegdlnie na wyniki seryjnych pomiaréw
dokonywanych u poszczegdlnych pacjentéw podczas rocznej obserwacji

W przypadku oceny funkcji resztkowej komérek B trzustki za pomocg pomiaréw stezen C-peptydu na
czczo niezwykle istotne pozostaje postepowanie zgodnie z wytycznymi IDS oraz ADA, co pozwala na
osiggniecie wynikdw korelujgcych ze stezeniami C-peptydu uzyskiwanymi podczas testu tolerancji glukozy
z zastosowaniem positku mieszanego (MMTT) (= Materiaty i metody pkt.4.3 str.66). W prezentowanej
pracy podczas analiz dotyczacych resztkowej insulinosekrecji uwzgledniano jedynie pomiary z prébek
surowicy pobranych przy stezeniu glukozy we krwi wtosniczkowej 70 — 200 mg/dl (> Wyniki pkt.13
str.114). Ze wzgledu na specyfike populacji badanej (populacja pediatryczna) pomiaréw glikemii
dokonywano na czczo, za pomocg osobistego glukometru chorego, po odpowiednim przygotowaniu
pacjenta (- Materiafy i metody pkt.2.2 str.43). Powyzsze postepowanie konsultowano z prof. dr hab. n.
med. Jackiem Sieradzkim (byty Kierownik Katedry i Kliniki Choréb Metabolicznych Uniwersytetu
Jagiellonskiego, byty Prezes Polskiego Towarzystwa Diabetologicznego), uzyskujac pozytywna opinie,
wskazujgcg na poprawnos¢ postepowania, pod warunkiem stosowania nowoczesnych glukometrow
kalibrowanych do osocza (korespondencja elektroniczna z dnia 15.01.2009 oraz 9.02.2009). W
powyzszy rodzaj glukometréw standardowo wyposazeni byli wszyscy pacjenci uczestniczacy w
badaniu.

W przypadku badan obserwacyjnych o charakterze longitudinalnym, prospektywnym niezwykle wazng
kwestig decydujaca o jakosci i sile badania jest przestrzeganie petnego okresu obserwacyjnego oraz
minimalizacja utraty przypadkdéw (Watata, 2011). W prezentowanym badaniu planowany okres
obserwacyjny dla kazdego pacjenta wynosit 12 miesiecy i byt w petni zachowywany. Kompletnosé
obserwacji dla catego prezentowanego badania wynosita 88,43% (dla poszczegdlnych wizyt kontrolnych
89,8% - 95,24%), a odsetek wizyt kontrolnych zrealizowanych planowo wahat sie w granicach 72,59% -
84,09% (- Wyniki pkt.1.1 oraz pkt.1.2 str.76-77).
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Populacja badana na tle innych populacji wieku rozwojowego z T1DM, prezentowanych
w piS$miennictwie

W populacji wojewddztwa pomorskiego, podobnie jak w wiekszosci ocenianych populacji europejskich
(Craig et al., 2009), nie wykazywano réznic w zapadalnosci na TIDM w zaleznosci od pfci (Pawtowicz et al.,
2007), a w badanej grupie stosunek liczby chtopcéw do liczby dziewczat wynosit 1:1. (= Wyniki pkt.1
str.76 = ryc.4.1.).

Ze wzgledu na istotne rdznice w zapadalnosci na TIDM w zaleznosci od wieku pacjenta, stwierdzone
uprzednio w populacji wieku rozwojowego wojewddztwa pomorskiego (Pawtowicz et al., 2007), obecnie
réwniez dokonano szczegétowej analizy rozktadu wieku w grupie badanej, wykazujgc bimodalnosé¢
rozktadu tej zmiennej (= Wyniki pkt.1.3 str.77 - ryc.4.2.). W wiekszosci populacji przedstawianych w
pismiennictwie opisywane sg dwa szczyty zachorowan w okresie rozwojowym: pierwszy z nich
przypadajgcy w wieku wczesnodzieciecym i przedszkolnym — ponizej 5 roku zycia, a drugi — w wieku
mtodziericzym: powyzej 12 roku zycia (Craig et al., 2009, Harjutsalo et al., 2008, Felner et al., 2005).
Podobng sytuacje obserwowano rowniez w analizowanej grupie chorych, stwierdzajac najliczniejsze
przypadki zachorowan na TIDM w wieku 2-6 lat oraz 8-13 lat (- Wyniki pkt.1.3 str.77 - ryc.4.2.).
Jednoczesnie wiekszos¢ analiz dotyczacych wieku pacjenta w prezentowanej rozprawie przeprowadzono z
podziatem na dwie kategorie wiekowe, aby zachowa¢é specyfike rozktadu powyzszej zmiennej.

W badanej populacji czestos¢ wystepowania TIDM w rodzinie wynosita 16,33% i byta poréwnywalna z
czestosciami opisywanym w innych regionach Polski (Krawczuk-Rybak et al., 1999). Rdwniez odsetek
rodzicéw chorujgcych na TIDM (4,08%) odpowiadat czestosciom podawanym w pismiennictwie (Craig et
al., 2009). Stwierdzony dos¢ znaczny odsetek krewnych Il stopnia z rozpoznang T1DM (11,56%) wsrdd
pacjentéw zakwalifikowanych do badania wynikat z bardzo doktadnego przeprowadzenia wywiadu, czesto
bezposrednio ze wskazanym krewnym, weryfikowanego wglagdem do dokumentacji medycznej.
Jednoczes$nie czestos¢ rodzinnego wystepowania TIDM w badanej grupie, w przypadku analizy
poszczegdlnych stopni pokrewiestwa, pozostawata dwukrotnie nizsza w poréwnaniu do czestosci
obserwowanych w populacji finskiej i bardziej korespondowata z czestosciami obserwowanymi w grupie
kontrolnej badania przeprowadzonego przez Alhonen S. et al. (Alhonen et al., 2011). Natomiast czestos¢
wystepowania pozytywnego wywiadu rodzinnego w kierunku T2DM w analizowanej populacji (= Wyniki
pkt.2.1 str.79) stanowita odzwierciedlenie ogdlnej sytuacji epidemiologicznej dotyczacej T2DM (Wild et
al., 2004).

Czesto$¢ wystepowania schorzen z kregu autoimmunologicznych w rodzinach obserwowanych
pacjentow (38,77%) znacznie przewyzszata czestosci stwierdzane w innych regionach Polski (11,61%)
(Krawczuk-Rybak et al., 1999), jak réwniez w populacjach skandynawskich (Szwecja 10,3%) (Hemminki et
al., 2009), (Finlandia 22%) (Alhonen et al., 2011), a do najczesciej rejestrowanych schorzen nalezaty
choroby skéry (tuszczyca, tysienie plackowate, bielactwo) (= Wyniki pkt. 2.2 str.80).

Czestos¢ wystepowania cukrzycowej kwasicy ketonowej (DKA) oraz analiza czynnikéw ryzyka
jej rozwoju w badanej populacji w odniesieniu do aktualnych danych z piSmiennictwa.

Inne stany ostrej hiperglikemii w okresie ujawniania sie TIDM w obserwowanej grupie
chorych

W uprzednio raportowanym okresie czasu (lata 1999-2005) DKA, definiowang zgodnie z wytycznymi
ISPAD (Wolfsdorf et al., 2009), stwierdzono u 32,9% dzieci ze $wiezo rozpoznang T1DM, pochodzacych z
terendw wojewddztwa pomorskiego (Pawtowicz et al., 2009). Powyzszy raport zostat uwzgledniony w
ostatnim przegladzie systematycznym dotyczacym réznic w czestosci wystepowania DKA w momencie
rozpoznania TIDM w 31 krajach (Usher-Smith et al., 2012). Region pomorski, podobnie jak i region todzki
oraz $lgski w cytowanym przegladzie systematycznym zostaty zaliczone do rejondw o wysokiej czestosci
wystepowania DKA w okresie ujawniania sie TIDM (9 miejsce).
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W obecnie prezentowanym badaniu, odsetek DKA rozpoznanej w momencie diagnozy TIDM
utrzymywat sie na podobnym poziomie (35,37%), przy porownywalnej alokacji pacjentéw w
poszczegdlnych kategoriach oceniajgcych stopien ciezkosci DKA (= Wyniki pkt.3 str.81).

Jednoczesnie w badanej populacji przeprowadzono szeroka analize czynnikow demograficznych,
srodowiskowych, autoimmunologicznych oraz genetycznych moggcych modulujaco oddziatywaé na stan
chorego w momencie rozpoznania TLDM. Podczas oceny uwzgledniajgcej zaleznosci zwigzane z
czynnikami demograficznymi wykazano znamiennie czestsze wystepowanie DKA wsréd chtopcéw. Pte¢
chorego w przegladzie systematycznym, dotyczagcym czynnikdw ryzyka rozwoju DKA w momencie
rozpoznania T1IDM (Usher-Smith et al., 2011), zostata zaliczona do czynnikéw nie wptywajacych istotnie na
czestos¢ wystepowania DKA. Jednak, jak podkreslili autorzy powyzszego przegladu, dane w
pismiennictwie pozostajg niejednoznaczne, co mozliwe jest do przesledzenia réwniez na podstawie
rezultatow badan przeprowadzonych na terenie Polski: region slaski — istotna przewaga chtopcéw w
grupie z DKA (Olak-Biaton et al., 2007), region tédzki — poréwnywalna czestos¢ wystepowania DKA u
chtopcéw i dziewczat (Mtynarski et al., 2003).

Mtodszy wiek chorego pozostaje jednym z gtéwnych czynnikdéw ryzyka rozwoju DKA w okresie
ujawniania sie TLDM w populacjach pediatrycznych. DKA trzykrotnie czesciej rozpoznawana jest u
najmtodszych dzieci, ponizej 2 roku zycia, a tendencja do istotnie czestszego jej wystepowania utrzymuje
sie w wielu obserwowanych grupach pacjentéw do wieku 5 lat (Usher-Smith et al., 2011).

W prezentowanej populacji chorych, podczas analizy iloSciowej wieku pacjentéw, stwierdzono dyskretne,
ale wykazujgce cechy znamiennosci, rdznice w zaleznosci od stanu klinicznego chorego w momencie
rozpoznania T1IDM, szczegdlnie przy poréwnaniu dwdch skrajnych stopni ciezkosci DKA (DKA tagodna vs.
DKA ciezka). Natomiast w przypadku analizy jakosciowej, uwzgledniajgcej kategorie wiekowe zgodne z
rozwojem psychosomatycznym dziecka, jak rowniez kategorie wiekowe zwigzane z bimodalnym
rozktadem wieku w badanej populacji, powyzsze rdznice pozostawaty nieistotne (= Wyniki pkt.3.1 str.82).

Miejsce zamieszkania pacjenta (Trdjmiasto/teren miejski/teren wiejski), jako posredni wskaznik
dostepu lokalnej spotecznosci do swiadczen zdrowotnych, nie stanowito na terenie wojewddztwa
pomorskiego istotnego czynnika modulujgcego stan kliniczny chorego w momencie rozpoznania TIDM (-
Wyniki pkt.3.1 str.82). Powyzsza obserwacja pozostaje zgodna z danymi prezentowanymi w
pismiennictwie (Usher-Smith et al., 2011).

W analizowanej populacji, podobnie jak w wiekszosci badan w dostepnym pismiennictwie, nie
wykazano istotnych zaleznosci pomiedzy dtugoscig trwania wywiadu chorobowego dotyczgcego objawow
T1DM a rozwojem DKA (Usher-Smith et al., 2011).

Jednoczesnie, podobnie jak w uprzednio raportowanym okresie czasu (lata 1999-2005) (Pawtowicz et
al., 2008), potwierdzono znamiennie czestsze wystepowanie DKA z powodu opdZnienia wtasciwej
diagnozy T1DM, przy jednoczesnie zblizonym okresie trwania objawéw T1DM w grupie z rozpoznaniem
postawionym o czasie i opdznieniem diagnozy (= Wyniki pkt.3.2 str.83). Kilka badan przeprowadzonych w
populacji amerykanskiej (Mallare et al., 2003), francuskiej (Blanc et al., 2003), malezyjskiej (Harun, 2005)
oraz warszawskiej (Szypowska and Skorka, 2011), wykazato istnienie podobnej zaleznosci, cho¢ w kazdym
z powyzszych badan stosowano odmienng definicje opdznienia diagnozy. Autorzy przegladu
systematycznego dotyczacego czynnikow ryzyka rozwoju DKA (Usher-Smith et al., 2011), ustalili ryzyko
wystgpienia DKA w okresie ujawniania sie TIDM na trzykrotnie wyzsze w przypadku zaistnienia
opoznienia rozpoznania TLDM z powodu niewtasciwej diagnozy. Jednoczesnie zespoty Vanelli M. et al.
(Wtochy) (Vanelli et al., 1999, Vanelli et al., 2007) oraz King et al. (Australia) (King et al., 2012) wykazaty
ogromnag skutecznos¢ kampanii edukacyjnych dotyczacych wczesnego rozpoznawania objawéw T1DM
oraz DKA w redukcji odsetka wystepowania DKA podczas ujawniania sie TIDM (redukcja o 64 — 78%).

Choroba infekcyjna w okresie poprzedzajagcym wystgpienie objawdéw T1DM zostata wskazana w
ostatnim przegladzie systematycznym jako jeden z dziewieciu czynnikdéw ryzyka rozwoju DKA w momencie
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rozpoznania TIDM (Usher-Smith et al., 2011). W badanej populacji nie potwierdzono istotnego zwigzku
pomiedzy wystepowaniem poprzedzajgcej choroby infekcyjnej a rozpoznaniem DKA w okresie ujawniania
sie TIDM.

Natomiast pozytywny wywiad rodzinny w kierunku T1DM i/lub T2DM zostat wskazany przez Usher-
Smith et al. (Usher-Smith et al., 2011) za gtéwny czynnik redukujacy ryzyko rozwoju DKA w poczgtkowym
okresie TIDM. Jednak w badanej grupie nie stwierdzono istnienia powyzszej zaleznosci, réwniez po
uwzglednieniu stopnia ciezkosci DKA w momencie rozpoznania TIDM (= Wyniki pkt.3.3 str.83).

Wsrod pacjentow zakwalifikowanych do badania obserwowano jeden przypadek wystapienia
izolowanej nieketonowej hiperglikemii hiperosmolalnej (HHS), ktdra nalezy do stosunkowo rzadkich
stanow ostrej hiperglikemii, szczegdlnie w okresie ujawniania sie TIDM (Wolfsdorf et al., 2006, McDonnell
et al., 2005). HHS istotnie czesciej dotyczy pacjentow nalezgcych do starszych kategorii wiekowych
(powyzej 16 roku zycia) (Bagdure et al., 2013), cho¢ moze rozwingc¢ sie w kazdym wieku (Wolfsdorf et al.,
2006). W prezentowanym badaniu HHS rozpoznano u 3,5-letniej dziewczynki, z wywiadem chorobowym
nie przekraczajacym 2 tygodni. Wazng kwestig pozostaje réwniez wtasciwa diagnoza zespotéw naktadania
DKA-HHS, z uwagi na konieczno$¢ odpowiedniej modyfikacji i dostosowania prowadzonej intensywnej
terapii ptynowej u chorego ze Swiezo rozpoznang TIDM (Wolfsdorf et al., 2006). Zesp6t DKA-HHS, gtéwnie
w postaci fagodna DKA-HHS, w badanej populacji stwierdzono u 4 pacjentéw, réwniez nalezgcych do
mtodszych grup wiekowych (= Wyniki pkt.3 str.81). Z reguty do rozwoju zespotu DKA-HHS dochodzi u
chorych z pierwotnie wystepujacg HHS, u ktérych w wyniku ciezkiego odwodnienia wtérnie pojawiaja sie
zaburzenia gospodarki kwasowo — zasadowe]j (Wolfsdorf et al., 2006). W pismiennictwie istniejg réwniez
doniesienia na temat zwigzku pomiedzy rozwojem DKA-HHS/DKA a spozywaniem duzych ilosci napojow o
wysokim tadunku osmolalnym, w okresie ujawniania sie TIDM (McDonnell et al., 2005). W analizowanej
populacji nie potwierdzono jednak powyzszej zaleznosci (= Wyniki pkt.3.2 str.83).

Ogoélna ocena przeprowadzonych analiz genetycznych

W badanej populacji analiza genetyczna dotyczyta trzech polimorfizméw : c.49A>G genu CTLA-4,
€.1858T>C genu PTPN22 oraz 5’VNTR genu INS (ocena za pomoca polimorfizmu markerowego
—23HphIA>T). Wyboru powyzszych polimorfizmdéw do przeprowadzenia oznaczen w badanej populacji
dokonano na podstawie rezultatow analizy catego genomu ludzkiego (genome-wide association study —
GWAS) (Todd et al., 2007). W powyzszych badaniach wykazano szczegdlng korelacje wybranych
polimorfizmoéw z rozwojem T1DM, a w przypadku polimorfizmu genu INS oraz PTPN22 stwierdzono
najsilniejszg zaleznos¢, po regionie HLA (Todd et al., 2007).

Wybér polimorfizméw do przeprowadzenia oznaczen w badanej populacji podyktowany byt réwniez
potwierdzonym zwigzkiem tych loci z wystepowaniem osobniczej predyspozycji genetycznej do rozwoju
reakcji autoimmunologicznych. Szczegélng uwage zwrdcono na mechanizmy modulujgcego oddziatywania
poszczegdlnych loci, ktére wydaja sie pozostawac w Scistym wzajemnym zwigzku w przypadku kontroli
rozwoju potencjalnej odpowiedzi immunologicznej skierowanej przeciw autoantygenom (Ounissi-
Benkalha and Polychronakos, 2008). (- Wstep ryc.1.2 str.32)

Do prowadzenia analiz genetycznych wybrano metode PCR-RFLP, ktdra nalezy do standardowych
sposobdw analizy polimorfizmow genetycznych (Garczarczyk, 2002). Jednak jako metoda posrednia
obarczona jest pewnym ryzykiem nieprawidtowego odczytu ostatecznego wyniku analizy. W
prezentowanym badaniu zastosowano nastepujgce procedury majace na celu zminimalizowanie
powyzszego ryzyka:

e opracowanie odpowiednich warunkoéw reakcji PCR, pozwalajgcych na uzyskiwanie dobrej
jakosci produktow PCR wykorzystywanych nastepnie w metodzie RFLP

e odpowiednie zaprojektowanie specyficznych starteréw do reakcji PCR, aby amplifikowana
sekwencja DNA zawierata sekwencje stale rozpoznawane i trawione przez enzym restrykcyjny,
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ktére umozliwiajg weryfikacje dziatania enzymu w przypadku kazdej analizowanej probki (tzw.
dodatkowe miejsca ciecia enzymem)

e przeprowadzenie sekwencjonowania DNA w przypadku prébek stosowanych jako kontrole
poszczegdlnych genotypdw podczas reakcji PCR-RFLP

e przeprowadzenie sekwencjonowania DNA w przypadku prébek o watpliwym wyniku
genotypowania metodg PCR-RFLP oraz losowo wybranych prébek (facznie co 10 badana
probka).

W przypadku analiz genetycznych stworzenie odpowiednio dobranej grupy kontrolnej stanowi
niezwykle istotng kwestie, ktora wigze sie z wieloma aspektami etycznymi, prawnymi oraz medycznymi.
W prezentowanym badaniu zrezygnowano z utworzenia grupy kontrolnej sktadajacej sie z dzieci
zdrowych, z uwagi na wytyczne prowadzenia genetycznych testéw prognostycznych u pacjentéw
niepetnoletnich. Osoby niepetnoletnie nie powinny by¢ poddawane tego rodzaju testom w przypadku, gdy
leczenie, ktére pozwolitoby zapobiec wystgpieniu choroby lub zahamowacé/spowolnic jej rozwaj, nie jest
dostepne (McGillivray, 2002). Taka sytuacja zachodzi w odniesieniu do préb oceny predyspozycji
genetycznej do TIDM w populacji pediatrycznej. Grupa kontrolna sktadajaca sie z anonimowych prébek
(wysuszonych plam krwi, pozostatych po badaniach przesiewowych w kierunku choréb metabolicznych u
noworodkow), pochodzacych z tego samego regionu kraju, co grupa badana, wydaje sie w powyzszej
sytuacji najbardziej optymalnym rozwigzaniem, szczegdlnie pod wzgledem etycznym, jak i prawnym.
Pozwala réwniez na szerokg ocene dystrybucji analizowanych zmian genetycznych w ogdlnej populacji
zamieszkujacej okreslony teren. Natomiast do zasadniczych ogranicze w ten sposéb tworzonej grupy
referencyjnej naleza:

e niemoznos¢ prowadzenia obserwacji rownolegtej z grupg badang

e ograniczona liczba dostepnych danych ze wzgledu na anonimowos¢ prébek, a przez to
niemoznos$¢ wtasciwego dobrania grupy kontrolnej do grupy badanej pod wzgledem ptci,
wieku, oddziatywania specyficznych czynnikéw

e pewien odsetek oséb wtgczonych do grupy kontrolnej, u ktérych w przysztosci dojdzie do
rozwoju choroby

e niemozliwe do ustalenia obcigzenie rodzinnego wywiadu w kierunku okreslonych jednostek
chorobowych

Czesto$¢ wystepowania wybranych polimorfizméw genéw CTLA-4, PTPN22 oraz INS
w populacji badanej i kontrolnej w odniesieniu do populacji kaukaskiej oraz danych
z aktualnego piS$miennictwa

Wyniki analiz dotyczacych czestosci wystepowania genotypdw i alleli polimorfizmu c.49A>G genu
CTLA-4 w rdznych populacjach, pozostajg rozbiezne (Kavvoura and loannidis, 2005, Marron et al., 1997),
pomimo wykazanego w badaniach GWAS zwigzku badanego polimorfizmu z predyspozycja do rozwoju
T1DM (Todd et al., 2007). W badanej populacji nie wykazano istotnych réznic w dystrybucji genotypow i
alleli polimorfizmu c.49A>G genu CTLA-4 w pordownaniu z grupg kontrolng (= Wyniki pkt.7 str.86), jak
réwniez z populacjg kaukaska (= Wyniki pkt.8 str.89). Natomiast stwierdzono znamienne réznice
pomiedzy populacjg badang i kontrolng podczas analizy uwzgledniajacej stratyfikacje genotypow
badanego polimorfizmu co do ryzyka rozwoju T1DM (= Wyniki pkt.7 str.86). Powyzsza rdznica wynikata
gtéwnie ze zmniejszonego udziatu homozygot AA oraz zwiekszonego odsetka heterozygot AG w grupie
badanej. Przy poréwnaniu powyzszych obserwacji z wynikami najnowszej metaanalizy, oceniajacej
zwigzek pomiedzy analizowanym polimorfizmem a predyspozycja do rozwoju T1DM (Tang et al., 2012),
stwierdzono zgodnos$¢ danych dotyczacych czestosci wystepowania allelu G oraz homozygot GG
(metaanaliza — rasa kaukaska: czestos¢ allelu G 45,6%, homozygot GG 21,73%; grupa badana: czestos¢
allelu G 47,96%, homozygot GG 19,73%. Natomiast odsetek heterozygot AG i homozygot AA w badanej
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populacji w odniesieniu do danych przedstawionych w metaanalizie pozostawat odmienny (metaanaliza —
rasa kaukaska: czestos¢ heterozygot AG 49,4%, homozygot AA 29,3%; grupa badana: czestos¢ heterozygot
AG 56,46%, homozygot AA 23,81%) (Tang et al., 2012). Jednoczesnie poréwnanie dystrybucji
poszczegdlnych genotypdw ocenianego polimorfizmu z dostepnymi w piSmiennictwie danymi z innych
osrodkow polskich wykazato znaczne zréznicowanie regionalne. W populacji warszawskiej w grupie
chorych z TIDM stwierdzono istotng przewage homozygot CTLA-4 c.49AA, przy odsetku homozygot CTLA-
4 c.49GG podobnym jak w populacji dzieci zdrowych (Kucharska et al., 2009). Natomiast w regionie
tédzkim wykazano znamiennie czestsze wystepowanie homozygot GG analizowanego polimorfizmu, przy
braku istotnych réznic w dystrybucji genotypdw AG i AA przy poréwnaniu populacji z rozpoznang T1DM z
populacjg ogdlng (Krokowski et al., 1998).

W przypadku polimorfizmu ¢.1858T>C genu PTPN22 w prezentowanym badaniu wykazano znamiennie
rézng dystrybucje poszczegdlnych genotypow w grupie badanej i populacji kontrolnej (= Wyniki pkt.7
str.86). Powyzsze réznice wynikaty gtownie z istotnych zmian w alokacji przypadkéw w grupach pacjentéow
posiadajacych genotypy zwigzane z wysokim ryzykiem rozwoju T1IDM. W populacji kontrolnej odsetek
0s6b o genotypie PTPN22 c.1858TT wynosit 3,06%, podczas gdy w grupie badanej byt ponad 2,5-krotnie
wyzszy i siegat 8,16%. Jednoczesnie obie grupy réznity sie istotnie od populacji kaukaskiej pod wzgledem
dystrybucji alleli i genotypdw ocenianego polimorfizmu (= Wyniki pkt.8 str.89). Stwierdzona czestosc¢
wystepowania allelu T w populacji referencyjnej wynosita 21,12% i przewyzszata czestos¢ allelu T podang
dla rasy kaukaskiej prawie 2-krotnie w przypadku danych pochodzacych z bazy NCBI (12%) oraz ponad 2-
krotnie w odniesieniu do wynikow ostatniej metaanalizy przeprowadzonej przez Xuan et al. (9,8%) (Xuan
et al., 2013). Jednoczesnie grupa kontrolna, pochodzaca z wojewddztwa pomorskiego, wyraznie roznita
sie od populacji referencyjnych z innych regionéw Polski, w ktérych raportowana czesto$¢ wystepowania
allelu T analizowanego polimorfizmu siegata 11,7% (region poznanski) —12,6% (region warszawski), a
czestosc genotypu PTPN22 ¢.1858TT: 1,3% (region warszawski) — 1,7% (region poznanski) (Fichna et al.,
2010, Skorka et al., 2005). Znaczne rdznice stwierdzono rowniez przy poréwnaniu populacji oséb chorych
na T1IDM — czestos¢ allelu T: prezentowane badanie 23,13% - region poznanski 18,6%; czesto$¢
homozygot TT: prezentowane badanie 8,16% - region poznanski 3,7% (Fichna et al., 2010).

Obserwowana w populacji badanej i kontrolnej odmienna dystrybucja alleli oraz genotypdw
polimorfizmu ¢.1858T>C genu PTPN22 w odniesieniu do rasy kaukaskiej, dotyczy wprawdzie niewielkiej
grupy przebadanych oséb (grupa badana i kontrolna tgcznie 473 prébek), ale pozostaje zgodna z
opisanymi trendami innych zmian genetycznych, ktére stwierdzono w regionie wojewddztwa
pomorskiego oraz zachodniopomorskiego. W populacji regionu pomorskiego obserwuje sie bardzo
wysoka czestos¢ wystepowania niedoboru dehydrogenazy 3-hydroksyacylo-koenzymu A
dtugotaicuchowych kwasoéw ttuszczowych (LCHADD) zwigzanego z obecnoscig substytucji ¢.1528G>C genu
HADHA (wojewddztwo pomorskie 1:16 900 zywych urodzen, pozostate regiony Polski 1:118 336 zywych
urodzen), a czestos¢ wystepowania allelu ¢.1528C genu HADHA w populacji pomorskiej oceniono na 1:73,
w poréwnaniu do czestosci 1:217 — stwierdzanej w innych regionach Polski (Piekutowska-Abramczuk et
al., 2010). W innym wieloosSrodkowym badaniu oceniajgcym strukture genetyczng populacji europejskiej,
za pomocg tzw. analizy gtdwnych sktadowych (PCA), z wykorzystaniem danych uzyskanych z oznaczen 270
tysiecy polimorfizmoéw genetycznych, w populacji regionu zachodniopomorskiego wykazano istnienie
wzoru niezréwnowazenia sprzezen poszczegdlnych loci zblizonego do wzoru w regionie Kuusamo
(Finlandia) (Nelis et al., 2009). Populacja Kuusamo jest typowym przyktadem wystepowania efektu
zatozyciela, z uwagi na silne odizolowanie matej grupy przodkéw okoto 300 lat temu, przy obecnej liczbie
mieszkancow nieco przekraczajacej 16 tysiecy. Wzor niezrdwnowazenia sprzezen poszczegoélnych loci
obserwowany na terenie Zachodniego Pomorza wskazuje na ogromng homogennos¢ populacji,
przemawiajaca za istniejgcg w przesztosci izolacja grupy. Moze by¢ rowniez efektem przesiedlen ludnosci z
Kresow Wschodnich oraz Ukrainy na tereny pétnocnej Polski, po zakoriczeniu Il wojny swiatowe] (Nelis et
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al., 2009). Powyzsze przypuszczenia nabierajg szczegdlnego znaczenia w odniesieniu do danych
dotyczacych dystrybucji allelu PTPN22 ¢.1858T w Europie, z uwagi na jego najwyzsze czestosci
obserwowane w populacji finskiej (15,5%) oraz ukrainskiej (14,1%) (Burn et al., 2011).

W zwigzku z powyzej przedstawionymi tezami, niezwykle ciekawe wydaje sie badanie przeprowadzone
przez zespdt Witas et al. (Witas et al., 2010). Badacze z regionu tédzkiego dokonali poréwnania czestosci
wystepowania wybranych polimorfizméw predysponujgcych do rozwoju TIDM w materiale pochodzgcym
z czterech miejsc archeologicznych, datowanym na okres pdznego Sredniowiecza, z populacja
wspotczednie zamieszkujacg ten region. Niestety wykonane analizy nie uwzgledniaty polimorfizmu
¢.1858T>C genu PTPN22. Natomiast w przypadku pozostatych polimorfizméw stwierdzono istotng
przewage alleli zwigzanych z niskim ryzykiem rozwoju TIDM w populacji wspoétczesnej w poréwnaniu z
grupa $redniowieczng (HLA DQB oraz CTLA-4 ¢.49AA) lub nie wykazano istotnych réznic (polimorfizmu
5’VNTR genu INS) (Witas et al., 2010). Analize dotyczgca zmian czestosci wystepowania wybranych
polimorfizmdéw gendw zwigzanych z rozwojem T1DM, w tym polimorfizmu c.1858T>C genu PTPN22, w
okresie trzech ostatnich dekad, przeprowadzono z kolei w regionie Lazio (Wtochy) (Spoletini et al., 2013).
W tym rejonie Wtoch obserwuje sie zblizony trend zmian w zapadalnosci na TIDM w populacji wieku
rozwojowego (lata 1989-2009) (Bizzarri et al., 2010), jak w wojewddztwie pomorskim. Zespot Spoletini et
al. wykazat wyrazne zmiany w dystrybucji genotypdw ocenianego polimorfizmu, stratyfikowanych
wzgledem ryzyka rozwoju T1DM, stwierdzajgc zmniejszenie czestosci udziatu genotypéw podwyzszonego
ryzyka (PTPN22 c.1858TT+TC) w ocenianej populacji o okoto 10% przy poréwnaniu lat 1980-1995 z
okresem 1996-2012 (lata 1980-1995 23,9%; lata 1996-2012 13,6%) (Spoletini et al., 2013).

W prezentowanym badaniu, w przypadku polimorfizmu 5’VNTR genu INS, ktéry po regionie HLA oraz
polimorfizmie ¢.1858T>C genu PTPN22 pozostaje gtdwnym locus szczegdlnie silnie zwigzanym z
predyspozycja do rozwoju TIDM (- Wstep ryc.1.1 str.31), wykazano znamienne réznice w dystrybucji
poszczegdlnych genotypow i alleli pomiedzy populacjg badang oraz grupa kontrolng (= Wyniki pkt.7
str.86), przy jednoczesnym braku istotnych réznic przy poréwnaniu powyzszych grup z populacjg kaukaska
(= Wyniki pkt.8 str.89). Obserwacje te pozostajg zgodne z danymi prezentowanymi w pi$miennictwie, a
dotyczacymi krajow europejskich (Nielsen et al., 2006), w tym réwniez Polski (region tédzki) (Krokowski,
1998). Dystrybucja genotypow oraz alleli polimorfizmu 5’VNTR genu INS w populacji badanej odpowiadata
czestosciom stwierdzonym w wieloosrodkowym badaniu obejmujgcym 18 krajow europejskich (Nielsen et
al., 2006). Natomiast nieco odmiennie ksztattowaty sie rozktady czestosci poszczegdlnych genotypow i
alleli odnotowywane wsrdd chorych z TIDM pochodzacych z terendw wojewddztwa pomorskiego oraz
tédzkiego (Krokowski, 1998). W przypadku obu regiondw obserwowano bardzo wyrazne przesuniecie
rozktadow dystrybucji poszczegdlnych genotypdw w kierunku genotypdw zwigzanych z wysokim ryzykiem
rozwoju T1DM (w grupie badanej w prezentowanej pracy przesuniecie znamienne statystycznie w
odniesieniu do populacji kontrolnej = Wyniki pkt.7 str.86 = tab. 4.9 str.88), przy czym powyzszy trend
pozostawat silniejszy na terenach regionu tédzkiego (populacja z TIDM — czestos$é wystepowania
»ochronnego” allelu T analizowanego polimorfizmu: wojewddztwo tédzkie — 10,68%, wojewddztwo
pomorskie — 16,67%; genotypu TT — wojewddztwo tdédzkie 0,5%, wojewddztwo pomorskie — 4,08%).
Jednoczesnie w populacji ogdlnej regionu pomorskiego i tédzkiego dystrybucja genotypdw oraz alleli
polimorfizmu 5’VNTR genu INS ksztattowata sie w sposéb analogiczny. (Krokowski, 1998)

W pismiennictwie istnieje niewiele doniesien dotyczacych interakc;ji kilku loci, o potwierdzonym
zwigzku z rozwojem T1DM, wskazujgcych na ich wzajemne modulujace oddziatywanie na ryzyko
wystgpienia TLDM wsréd oséb nalezgcych do okreslonej populacji (Bjornvold et al., 2008, Felner et al.,
2005, Fendler et al., 2011, Hermann et al., 2005). Brakuje rowniez prac oceniajacych wptyw interakcji
genowych na przebieg kliniczny TIDM. Wykazanie ewentualnych wzajemnych oddziatywan kilku loci
pozostaje niewatpliwie bardzo trudne i jednoczesnie wymaga analiz przeprowadzonych w bardzo
liczebnych populacjach (Gauderman, 2002). W prezentowanym badaniu podczas analizy oceniajacej
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czestos¢ wspotwystepowania u jednej osoby przynajmniej dwdch genotypdw o wysokim ryzyku rozwoju
T1DM, nie stwierdzono istotnej predylekcji do okreslonych par genotypéw w grupie badanej, jak rowniez
nie obserwowano znamiennych réznic przy poréwnaniu z populacjg kontrolng (= Wyniki pkt.7 str.86).
Jednak, ze wzgledu na liczebnos$é obu grup, istnieje mozliwos¢ niedoszacowania wzajemnych interakcji
pomiedzy poszczegdlnymi genotypami polimorfizmow, ktére wybrano do przeprowadzenia oznaczen.

Modulujace oddzialywanie uktad6w strukturalnych /polimorfizm c.1858T>C genu PTPN22 -
DKA w momencie rozpoznania T1DM - pte¢ pacjenta/ oraz /polimorfizm c.1858T>C genu
PTPN22 - DKA w momencie rozpoznania T1DM - wiek pacjenta/ w badanej populacji - préba
interpretacji w swietle danych z aktualnego piSmiennictwa

Zréznicowanie dystrybucji poszczegdlnych genotypow wybranych polimorfizméw gendw CTLA-4,
PTPN22 oraz INS w populacji chorych z TAIDM w zaleznosci od ptci jest szeroko dyskutowane w
pismiennictwie, gtéwnie z uwagi na fakt wyraznej predyspozycji kobiet do rozwoju reakcji
autoimmunologicznych (Lockshin, 2006). Sposréd badanych polimorfizmdw najsilniejsze oddziatywanie
modulujgce przebieg procesdéw autoimmunologicznych, szczegdlnie w powigzaniu z ptcig pacjenta,
przypisywane jest polimorfizmowi ¢.1858T>C genu PTPN22. Jednoczesnie istnieje wiele doniesien
dotyczacych zréznicowanego wystepowania poszczegdlnych alleli i genotypéw analizowanego
polimorfizmu w zaleznosci od ptci chorego, ktérych wyniki pozostajg rozbiezne. W badaniu
przeprowadzonym przez finski zespét Hermann et al. u chtopcéw posiadajgcych allel PTPN22 ¢.1858T
obserwowano istotnie wieksze ryzyko rozwoju T1DM, jak réwniez wykazano znamiennie modulujgce
oddziatywanie allelu T na rozwdj odpowiedzi autoimmunologicznej (Hermann et al., 2006). Réwniez w
najnowszej metaanalizie dotyczgcej zwigzku polimorfizmu ¢.1858T>C genu PTPN22 z rozwojem T1DM
stwierdzono istotne powigzanie allelu T z wystepowaniem T1DM w rasie kaukaskiej, z wyrazng
predylekcja do ptci meskiej (Xuan et al., 2013). Natomiast wieloosrodkowe badania, oceniajace interakcje
miedzygenowe w patogenezie TIDM, nie potwierdzity istotnych przesunie¢ w dystrybucji genotypdw
analizowanego polimorfizmu w powigzaniu z ptcig (Howson et al., 2012) (Smyth et al., 2008). Rowniez w
badanej populacji nie wykazano znamiennych réznic w wystepowaniu poszczegdlnych genotypdéw oraz
alleli zaréwno polimorfizmu c.1858T>C genu PTPN22, jak i pozostatych z ocenianych polimorfizmdéw —
¢.49A>G genu CTLA-4 oraz 5’'VNTR genu INS, w zaleznosci od ptci chorego (= Wyniki str.9.1 str.91).

Natomiast w prezentowanej pracy ptec petnita funkcje modulujgcg w przypadku zaleznosci pomiedzy
dystrybucja genotypdéw badanych polimorfizméw, stratyfikowanych wzgledem ryzyka rozwoju T1DM, a
wystepowaniem DKA w okresie ujawniania sie choroby (= Wyniki pkt.11.1 str.93). Szczegdlnie wyrazne
oddziatywanie pfci jako moderatora wykazano dla modelu strukturalnego /polimorfizm c.1858T>C genu
PTPN22 — DKA w momencie rozpoznania TIDM — pteé pacjenta/. Wsréd chorych o genotypie PTPN22
¢.1858CC (genotyp zwigzany z niskim ryzykiem rozwoju T1DM) stwierdzono istotnie mniejszg czestosé
wystepowania DKA w podgrupie dziewczat, podczas gdy u pacjentéw o genotypach PTPN22 ¢.1858TT oraz
PTPN22 c.1858TC (genotypy zwigzane z podwyzszonym ryzykiem rozwoju T1IDM) réznice w czestosci
wystepowania DKA pomiedzy ptciami pozostawaty nieznamienne. (= Wyniki pkt.11.1 str.93 = ryc.4.5
str.96)

Modulujgce oddziatywanie ptci obserwowano réwniez w przypadku uktadu strukturalnego
/polimorfizm c.49A>G genu CTLA-4 — DKA w momencie rozpoznania TIDM — pte¢ pacjenta/, przy czym
dotyczyto ono grupy chorych posiadajgcych genotypy zwigzane z podwyzszonym ryzykiem wystgpienia
T1DM. Wykazywato ono jednak mniejszg moc statystyczng niz w poprzednim modelu, z uwagi na brak
roznic w czestosci wystepowania DKA na poczatku choroby w zaleznosci od ptci w grupie pacjentéw z
genotypem CTLA-4 c.49AA (genotyp zwigzany z niskim ryzykiem rozwoju TIDM). (= Wyniki pkt.11.1 str.93
- ryc.4.4 str.95)
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Z kolei ostateczna ocena modulujacej funkcji ptci w uktadzie strukturalnym /polimorfizm 5’VNTR genu
INS — DKA w momencie rozpoznania TLDM — pte¢ chorego/ pozostaje utrudniona, ze wzgledu na
niemoznos$¢ oceny sposobu oddziatywania powyzszego modelu w grupie pacjentdw o genotypie
klasy I1l/11l analizowanego polimorfizmu, z uwagi na matg jej licznos¢. (- Wyniki pkt.11.1 str.93 - ryc.4.6
str.97)

Powyzsze obserwacje dotyczace modulujacej roli ptci w analizowanych uktadach strukturalnych
nabierajg szczegdlnego znaczenia po uwzglednieniu badan dunskiego zespotu Nielsen et al. Zespot ten
wykazat znamiennie czestsze wystepowanie allelu PTPN22 ¢.1858T u dziewczat z rozpoznang TIDM w
odniesieniu do grupy kontrolnej, przy jednoczesnym braku istotnych réznic w analizie poréwnawczej
wsrod chtopcow (Nielsen et al., 2007b). Podobne wyniki uzyskali rowniez Fedetz et al. w grupie pacjentow
pochodzacych z Ukrainy (Fedetz et al., 2006) oraz Kahles et al. w populacji niemieckiej (Kahles et al.,
2005). Jednoczesnie zespot Nielsen et al. (Nielsen et al., 2007b) sformutowat, w przypadku ocenianego
polimorfizmu, hipoteze o istnieniu w obrebie badanego regionu DNA lub w jego poblizu miejsca (miejsc)
wigzacego czynniki transkrypcyjne specyficzne dla pfci (przede wszystkim hormony ptciowe — najlepiej
poznane czynniki silnie zwigzane z ptcig, oddziatujgce na transkrypcje gendw poprzez receptory
wewnatrzjgdrowe). W dalszych badaniach dotyczgcych ekspresji poszczegdlnych alleli analizowanego
polimorfizmu, duriskiemu zespotowi nie udato sie niestety potwierdzi¢ istnienia w promotorze genu
PTPN22 miejsc wigzgcych estrogeny (Nielsen et al., 2007a). Jednoczesnie Nielsen et al. wskazali na
koniecznos¢ kontynuacji badan ze wzgledu na mozliwosé wystepowania jeszcze innych potencjalnych
mechanizmow regulacji ekspresji polimorfizmu PTPN22, niz tylko na poziomie transkrypcji RNA.
Oddziatywanie czynnikéw transkrypcyjnych specyficznych dla ptci na ekspresje badanego regionu DNA
moze odbywac sie na poziomie translacji i utrzymania wtasciwej stabilnosci biatek, bedacych produktem
genu (Nielsen et al., 2007a). Hipoteza powyzsza pozostaje uzasadniona w Swietle wynikéw badan zespotu
Vang et al., ktére sugerujg w przypadku obecnosci allelu T wystepowanie zwiekszonej wewnetrznej
aktywnosci fosfatazy PTPN22, co badacze uznali za réwnowazne istnieniu mutacji typu nabycia funkcji
(Vang et al., 2005). Zwiekszona aktywnosc¢ fosfatazy PTPN22 powoduje powstanie funkcjonalnej opornosci
receptora TCR, co z kolei wigze sie z wystgpieniem zaburzen proceséw selekcji tymocytéw, jak réwniez ze
zmniejszeniem efektywnosci limfocytow T regulatorowych (Vang et al., 2005). (= Wstep ryc.1.2 str.32)

Teorie Nielsena et al. (Nielsen et al., 2007b), wskazujaca réznice w stezeniach estrogendéw u dziewczat
i chtopcow za gtéwny czynnik przyczyniajgcy sie do wystepowania dymorfizmu ptciowego w analizach
dotyczacych polimorfizmu ¢.1858T>C genu PTPN22, wydaje sie potwierdzaé wiekszos¢ zaleznosci
stwierdzonych w prezentowanej pracy doktorskiej. Jednoczesnie nalezy uzna¢ powyzszg teorie za stuszng
w odniesieniu do catej populacji wieku rozwojowego, a nie tylko do okresu pokwitania, ze wzgledu na
wyniki badan Klein et al. (Klein et al., 1994) oraz Paris et al. (Paris et al., 2002). W powyzszych badaniach
zastosowanie wysoce czutej metody z uzyciem rekombinowanych komérek drozdzy (recombinant cell
bioassay — RCBA) umozliwito stwierdzenie u dziewczat w okresie przedpokwitaniowym znamiennie
(8-krotnie) wyzszych poziomoéw estradiolu, jak i catkowitych estrogenéw w poréwnaniu z chtopcami w tym
samym stadium rozwoju ptciowego.

Za pierwszg obserwacje zgodng z teorig Nielsena et al. (Nielsen et al., 2007b) nalezy uzna¢ wykazane w
momencie rozpoznania TILDM w badanej populacji istotnie nizsze stezenia C-peptydu u chtopcéw
bedacych homozygotami PTPN22 c.1858TT, przy jednoczesnym braku znamiennych réznic w tozsamych
poziomach C-peptydu wsréd chorych o genotypach PTPN22 ¢.1858TC lub PTPN22 ¢.1858CC, w zaleznosci
od ptci pacjenta (= Wyniki pkt.13.5.2.2 str.135 - ryc.4.27 str.136).

Ciekawe pozostajg rowniez rezultaty analizy stanowigcej continuum powyzszych obserwacji, gdy po
dokonaniu stratyfikacji genotypdw polimorfizmu genu PTPN22, wzgledem ryzyka rozwoju T1DM, doszto
do bardzo wyraZznego rozdzielenia poziomoéw stezen C-peptydu na poczatku choroby i wytonienia sie
dwéch grup w zaleznosci od ptci (= Wyniki pkt.13.5.2.2 str.135 - ryc.4.28 str.137). Powyzsza analiza w
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wyniku zniwelowania efektu podwdjnej dawki allelu T w badanej populacji, wydaje sie uwidaczniac¢
potencjalne oddziatywanie badanego polimorfizmu poprzez czynniki silnie zwigzane z ptcig (= Wyniki
pkt.13.1.1 str.115 - ryc.4.14 str.116).

Kolejnym potwierdzeniem teorii Nielsena et al. (Nielsen et al., 2007b) moze by¢ rowniez wykazane w
niniejszej pracy modulujgce oddziatywanie uktadu strukturalnego /polimorfizm c.1858T>C genu PTPN22 —
DKA w momencie rozpoznania T1DM — pte¢ pacjenta/ na dynamike zmian resztkowej insulinosekrec;ji
podczas rocznej obserwacji chorych. Ocena oddziatywania powyzszego modelu strukturalnego
uwidocznita szczegdlnie dekompensujacy wptyw DKA na funkcje resztkowa komaérek B trzustki w dalszym
przebiegu TIDM u chtopcéw posiadajacych przynajmniej jedng kopie allelu T (brak typowego
znamiennego wzrostu stezenia C-peptydu w poczagtkowym okresie obserwacji, istotne obnizenie sie
resztkowej insulinosekrecji juz w 6 miesigcu trwania TIDM) (= Wyniki pkt.13.5.2.3 str.138 - ryc.4.29
str.138). Niekorzystna dynamika zmian resztkowej insulinosekrecji u chtopcéw posiadajgcych genotypy
PTPN22 ¢.1858TT oraz PTPN22 ¢.1858TC, z obcigzonym wywiadem w kierunku DKA, znajdowata swoje
istotne odzwierciedlenie w przebiegu klinicznym choroby. W tej podgrupie pacjentéw w pierwszym
potroczu trwania TIDM stwierdzano najnizszy odsetek chorych z prawidtowo kontrolowang metabolicznie
T1DM, przy istotnie wyzszym dobowym zapotrzebowaniu na insuline w poréwnaniu do chtopcéw ze
stwierdzong DKA na poczatku choroby, a bedgcych homozygotami PTPN22 c.1858CC (= Wyniki
pkt.14.6.2.3 str.153 - ryc.4.37 str.154). Rowniez obserwowana w ocenianej podgrupie pacjentow
czestos¢ wystepowania remisji klinicznej w 3 miesigcu choroby pozostawata najnizsza, a czas jej trwania
byt wyraznie skrécony (w 6 miesigcu choroby zaden z pacjentow nie spetniat kryteriéw rozpoznania
remisji wedtug ISPAD) (- Wyniki pkt.15.4.2.1 str.168 -> ryc.4.44 str.169).

Zestawienie powyzszych wynikéw z obserwacjami dokonanymi w grupie dziewczat, réwniez z
obcigzonym wywiadem w kierunku DKA, posiadajgcych genotypy PTPN22 c.1858TT oraz PTPN22 c.1858TC
moze posrednio wskazywacé na istnienie pewnych czynnikéw, specyficznych dla ptci, ktére modulujgco
oddziatujg na ekspresje allelu c.1858T genu PTPN22.

Wsrod pacjentow ze stwierdzong DKA w momencie diagnozy T1DM, u dziewczat posiadajgcych
genotypy PTPN22 ¢.1858TT oraz PTPN22 ¢.1858TC obserwowano mniej dekompensujgce oddziatywanie
DKA na dynamike zaniku funkcji resztkowej komarek B trzustki w poréwnaniu z chtopcami o tym samym
uktadzie genetycznym. W tej podgrupie dziewczat, pomimo rozwoju DKA na poczatku choroby, dochodzito
do typowego, znamiennego wzrostu stezenia C-peptydu w 3 miesigcu trwania TIDM (= Wyniki
pkt.13.5.2.3 str.138 = ryc. 4.29 str.138), co przektadato sie na dos¢ znaczny odsetek chorych z prawidtowg
kontrolg metaboliczng T1IDM (63,64%). Czestos¢ wiasciwego wyrdwnania choroby wsrdd tych dziewczat
pozostawata poréwnywalna z czestoscig stwierdzang w catej populacji z rozpoznang DKA (62,5%), przy
zblizonym dobowym zapotrzebowaniu na insuline jak u chtopcéw o tym samym ukfadzie genetycznym (=
Wyniki pkt.14.6.2.3 str.153 - ryc.4.37 str.154). W podgrupie tych dziewczgt odnotowano réwniez
bardziej korzystny przebieg fazy remisji niz u chtopcédw z grupy podwyzszonego ryzyka genetycznego,
stwierdzajgc prawie dwukrotnie wyzszg czestosé¢ wystepowania remisji w 3 miesigcu trwania choroby
(18,18%) i dtuzszy okres jej utrzymywania sie (6 miesigc choroby 9,09%, 9 miesigc choroby — nie
odnotowano zadnego przypadku) (= Wyniki pkt.15.4.2.1 str.168 - ryc.4.44 str.169).

Kolejng obserwacjg potwierdzajgcy szczegdlnie modulujgce oddziatywanie analizowanego
polimorfizmu genu PTPN22 w obrebie ptci zeriskiej, w zaleznosci od obecnosci allelu T, jest wykazanie
nietypowego, przedtuzonego az do 6 miesigca trwania TIDM, wzrostu stezenia C-peptydu u dziewczat
posiadajacych genotyp PTPN22 c.1858CC (= Wyniki pkt.13.5.2.2 str.135 = ryc.4.27 str.136). Z kolei dalsza
analiza dynamiki zaniku funkcji resztkowej komérek B trzustki oraz przebiegu klinicznego T1DM wsrod
dziewczat z genotypem PTPN22 c.1858CC, po uwzglednieniu wywiadu w kierunku DKA, wydaje sie
wskazywac na wyjatkowo ,,ochronne” oddziatywanie podwdjnej dawki allelu C (lub nieobecnosci allelu T)
w przypadku pfci zeriskiej.
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U dziewczat bedacych homozygotami CC istotnie rzadziej rozpoznawano DKA w okresie ujawniania sie
T1DM (= Wyniki pkt.11.1 str.93 = ryc.4.5a str.96), a dynamika zaniku funkcji resztkowej komorek
trzustki, nawet w przypadku wystgpienia DKA na poczatku choroby, pozostawata szczegdlnie korzystna
(przedtuzony, trwajgcy do 6 miesigca choroby wzrost wydzielania C-peptydu, umozliwiajgcy osiggniecie
poziomu resztkowej insulinosekrecji poréwnywalnego z maksymalnymi stezeniami C-peptydu
obserwowanymi wsérdd pacjentdw o tym samym uktadzie genetycznym, z nieobcigzonym wywiadem w
kierunku DKA = Wyniki pkt.13.5.2.3 str.138 - ryc.4.29 str.138). Jednocze$nie zmiany obserwowane w
resztkowej insulinosekrecji znajdowaty odzwierciedlenie w szczegdlnie wysokim odsetku prawidtowej
kontroli metabolicznej choroby w pierwszym pétroczu choroby (= Wyniki pkt.14.6.2.3 str.153 - ryc.4.37
str.154), jak i stabilnym przebiegu fazy remisji (= Wyniki pkt.15.4.2.1 str.168 - ryc.4.44 str.169).

Niezwykle trudno jest dokonaé oceny przedstawionego powyzej modulujgcego oddziatywania uktadu
strukturalnego /polimorfizm c.1858T>C genu PTPN22 — DKA w momencie rozpoznania T1DM — pte¢
pacjenta/ na dynamike zaniku funkcji resztkowej komarek B trzustki oraz przebieg kliniczny TIDM, z uwagi
na fakt, iz w piSmiennictwie istnieje zaledwie kilka doniesier dotyczacych jedynie samodzielnego wptywu
analizowanego polimorfizmu na szereg parametréw biochemicznych i serologicznych, a ich wyniki
pozostajg rozbiezne.

Zespot Petrone et al. (Petrone et al., 2008) stwierdzit utrzymywanie sie istotnie nizszych stezen
C-peptydu przez caty pierwszy rok trwania TLDM u pacjentéw posiadajacych genotypy PTPN22 ¢.1858TT
oraz PTPN22 c.1858TC, co z kolei korespondowato ze znamiennie gorszg kontrolg metaboliczng choroby
w odniesieniu do chorych bedgcych homozygotami CC ocenianego polimorfizmu, przy poréwnywalnym
dobowym zapotrzebowaniu na insuline w obu grupach. W prezentowanej pracy doktorskiej znamienne
réznice w stezeniach C-peptydu pomiedzy grupami pacjentéw, w zaleznosci od wystepowania allelu
PTPN22 c.1858T, wykazano jedynie w 6 miesigcu choroby i wynikaty one z odmiennej dynamiki przebiegu
zmian resztkowej insulinosekrecji u homozygot PTPN22 c.1858CC (- Wyniki pkt.13.5.2 str.132 - ryc.4.25
str.133). Natomiast w badaniu Petrone et al. dynamika zmian w wydzielaniu C-peptydu w kolejnych
punktach czasowych obserwacji pozostawata podobna, niezaleznie od genotypu analizowanego
polimorfizmu. Jednoczes$nie badacze wtoscy nie wykazali istotnych odrebnosci w dynamice resztkowej
insulinosekrecji w zaleznosci od ptci. (Petrone et al., 2008)

Natomiast w badaniu przeprowadzonym przez zespét Nielsen et al. (Nielsen et al., 2011), a
obejmujgcym miedzynarodowg kohorte 257 pacjentdw, nie wykazano znamiennych réznic w poziomach
stymulowanego C-peptydu w zaleznosci od genotypu polimorfizmu ¢.1858T>C genu PTPN22,
stratyfikowanego wzgledem ryzyka rozwoju TIDM. Jednoczesnie wsrdd chorych posiadajacych genotypy
PTPN22 c.1858TT oraz PTPN22 c.1858TC obserwowano istotnie wyzsze stezenia stymulowanej
proinsuliny. Za przyczyne rozbieznosci powyzszych rezultatéw z wynikami badania Petrone et al. fifiski
zespot uznat réznice w metodyce obu badan (badanie wioskie: ocena stezen C-peptydu na czczo, srednia
wieku pacjentéw 9,1 lat vs. badanie fifskie: ocena stymulowanych stezen C-peptydu, srednia wieku
chorych 14,9 lat).

Interpretacje modulujacego oddziatywania badanego uktadu strukturalnego, jak réwniez drugiego
uktadu /polimorfizm c.1858T>C genu PTPN22 — DKA w momencie rozpoznania TIDM — wiek pacjenta/, tez
wykazujgcego istotny wptyw na dalszy przebieg TLDM w badanej populacji, komplikuje zaréwno
ograniczona liczba doniesien powigzanych tematycznie z omawianym problemem, jak i charakter
zmiennych, ktére wspétdziatajg w analizowanych modelach.

W niniejszej pracy, w przypadku analiz wieloczynnikowych podejmowano préby modelowania, ale ich
wyniki pozostawaty niesatysfakcjonujace, a probne modele regresji logistycznej nie spetniaty wymagan
merytorycznych, gtéwnie z powodu znacznej niejednorodnosci danych. Zastosowanie zatem etapowych
analiz, z nastepowag synchroniczng ich oceng, umozliwito przeprowadzenie wnikliwych interpretacji
wplywu poszczegdlnych zmiennych, a nastepnie par zmiennych, tworzacych model strukturalny, na
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parametry dotyczace przebiegu klinicznego choroby (stezenie C-peptydu, poziom HbA;,, miano swoistych
autoprzeciwciat, czesto$¢ wystepowania remisji). Powyzsze postepowanie pozwolito finalnie wykazac
specyfike oddziatywania obu modeli strukturalnych w badanej populacji, jak rowniez z pewnym
prawdopodobienstwem wskazywac na dziatanie innych czynnikéw zwigzanych z picig, wiekiem lub DKA w
przypadku pewnych okreslonych zmian w dynamice analizowanych parametréw.

We wstepnej analizie oceniajgcej zaleznos¢ dynamiki zaniku funkcji resztkowej komarek B trzustki od
czynnikéw warunkujgcych zmiany insulinowrazliwosci tkanek obwodowych, wykazano modulujgcy wptyw
wieku, DKA, a takze ptci w momencie diagnozy T1DM, czyli zmiennych wchodzacych w sktad badanych
modeli strukturalnych. Jednoczesnie stwierdzone istotne moderujgce oddziatywanie pitci oraz wieku na
zaleznos¢ pomiedzy dystrybucjg genotypow badanego polimorfizmu genu PTPN22 a wystepowaniem DKA
w momencie rozpoznania choroby nakazato traktowac¢ wspoétdziatajgce zmienne catosciowo jako nowg
jakos¢, nowa zmiennga. Zastosowanie nastepnie analizy etapowej doprowadzito ostatecznie do
stwierdzenia specyficznych odchylen w dynamice ocenianych parametréw, bedgcych wynikiem dziatania
modelu jako odrebnej zmiennej.

Przedstawiona ponizej préba interpretacji specyficznego oddziatywania uktadu strukturalnego
/polimorfizm ¢.1858T>C genu PTPN22 — DKA w momencie rozpoznania TIDM — pte¢ pacjenta/ na
dynamike przebiegu klinicznego choroby w obserwowanej populacji zostata oparta gtéwnie na aktualnych
doniesieniach dotyczacych patomechanizmu oddziatywania genu PTPN22 i stanowi pewna hipoteze
badawcza, ktéra wymaga przeprowadzenia dalszych dodatkowych badan celem jej ewentualnego
potwierdzenia.

Zespot szwedzki Ronninger et al. (Ronninger et al., 2012), zgodnie z wczesniejszymi przypuszczeniami
Nielsena et al. (Nielsen et al., 2007a), wykazat wérdd chorych na reumatoidalne zapalenie stawéw (RZS)
istnienie zaburzen ekspresji genu PTPN22 na poziomie splicingu prekursorowego mRNA, ktére prowadzi
do zachwiania réownowagi pomiedzy poszczegdlnymi izoformami fosfatazy tyrozynowej PTPN22.

U chorych z RZS obserwowano zwiekszenie poziomu ekspresji izoformy 1 fosfatazy tyrozynowej PTPN22
(Lypl) — tzw. dtugiej, zawierajacej az cztery miejsca wigzace domeny SH3, ktére odpowiadajg przede
wszystkim za interakcje z kinazg Csk (= Wstep ryc.1.3 str.33). Jednoczesnie miejsca wigzace Lypl wydajg
sie oddziatywac z innym spektrum biatek niz izoforma 2 (Lyp2), ktéra posiada tylko jedno miejsce wigzgce
domeny SH3, a jej ekspresja u pacjentéw z RZS pozostaje wyraznie zredukowana. Izoforma Lyp2 nie
zawiera rowniez kilku innych konserwatywnych domen, ktdre obecne sg w przypadku izoformy Lyp1 i
odgrywaijg istotng role w jej interakcjach z biatkami regulujgcymi procesy aktywacji limfocytow. Do
powyzszych konserwatywnych domen Lyp1 nalezg: 1) domena CTH, ktdéra stanowi miejsce wigzace dla
biatka CD2BP1 — gtéwnego biatka regulujgcego aktywnosc¢ czgsteczki CD2, zasadniczej molekuty
uczestniczacej w procesie kostymulacji podczas aktywacji limfocytéw T; 2) domena CDK1 — wykazujaca,
zalezng od fosforylacji, aktywnosc¢ kinazy regulujgcej cykl komdrkowy (szczegdinie kontrolujgcej przejscie
komoérki z fazy cyklu G; do S); 3) motyw PPPLPERTP odpowiedzialny za wigzanie protonkogenu c-Src
regulujgcego aktywnos¢ kinazy tyrozynowej Lck — waznego mediatora podczas aktywacji limfocytéw i
produkcji cytokin. (Ronninger et al., 2012) (- Wstep ryc.1.3 str.33). Wszystkie te domeny znajdujg sie w
koncu karboksylowym biatka, w ktédrym zlokalizowane sg rowniez miejsca wigzace domeny SH3, gdzie
dochodzi do substytucji aminokwasowej warunkowanej obecnoscig allelu PTPN22 ¢.1858T.

Odkrycie zespotu Ronninger et al., pomimo iz badaczom nie udato sie wskaza¢ konkretnego miejsca
polimorficznego w obrebie genu PTPN22 warunkujacego opisane zaburzenia splicingu (Ronninger et al.,
2012), wydaje sie stanowi¢ pewne doprecyzowanie wczesniejszej koncepcji Vang et al. o istnieniu
zwiekszonej wewnetrznej aktywnosci PTPN22, prawdopodobnie warunkowanej obecnoscia allelu PTPN22
¢.1858T i réwnowaznej mutacji typu nabycia funkcji (Vang et al., 2005). Jednoczesnie zespo6t szwedzki
zaakcentowat koniecznosé dalszego poszukiwania zwigzku pomiedzy stwierdzonymi zaburzeniami
splicingu i poszczegdlnymi polimorfizmami genu PTPN22 (Ronninger et al., 2012).
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Jednoczes$nie zespdt Kitabchi et al. wykazat, w przypadku zaktywowanych limfocytéw CD4" oraz CDS”,
istnienie szczegdlnego mechanizmu indukowanego przez hiperglikemie i DKA, a prowadzgcego w tych
warunkach do rozwoju insulinowrazliwosci limfocytéw, celem lepszego wykorzystania przez nie wysokich
stezen glukozy oraz unikniecia uszkodzenia przez czynniki prozapalne i zwigzane ze stresem oksydacyjnym
(Kitabchi et al., 2004, Stentz and Kitabchi, 2005). Zespot amerykanski zaobserwowat, w warunkach
hiperglikemii i DKA, pojawianie sie na powierzchni limfocytéw CD4* oraz CD8" receptoréw dla insuliny i
czynnikdw wzrostowych oraz czgsteczek transportera glukozy GLUT4, odpowiedzialnego za regulowany
przez insuline transport glukozy do wnetrza komaérki. Indukowany hiperglikemia i DKA wzrost liczby
powyzszych molekut korelowat w czasie ze zmianami stezen cytokin prozapalnych uwalnianych przez
limfocyty T, a uzyskanie stanu rownowagi pomiedzy obserwowanymi parametrami, oznaczajgcego
ustabilizowanie poziomu produkcji cytokin stwierdzano po 72 godzinach trwania eksperymentu. (Stentz
and Kitabchi, 2005) Gtéwna role w rozwoju powyzszego mechanizmu zespot Kitabchi przypisat aktywacji
szlaku diacyloglicerolu. Ulega ona dodatkowemu wzmocnieniu w zaktywowanych limfocytach Tw
warunkach hiperglikemii i DKA, prowadzac z kolei do wzmozonej aktywacji czynnika transkrypcyjnego
NF¢B, odpowiedzialnego za ekspresje gendw dla niektdrych cytokin i biatek ostrej fazy oraz
prawdopodobnie do indukcji nieznanych mechanizméw kontrregulujacych. Powyzsze procesy powodujg
nasilong ekspresje gendw odpowiedzialnych za synteze receptoréw dla insuliny oraz transportera GLUT4,
co doprowadza do rozwoju w tych warunkach insulinowrazliwosci limfocytéw T, chronigcej je przed
glukotoksycznoscia. Dochodzi réwniez do indukcji syntezy receptoréw dla IL-2, IGF-1 oraz czgsteczki CD69,
co prawdopodobnie ma na celu poprawe przekazywania sygnatu w obrebie limfocytu w warunkach DKA,
jak réwniez indukcje okreslonych mechanizméw wyhamowujacych nadmierng odpowiedz
immunologiczng (aktywacja komérek NK, indukcja apoptozy). (Kitabchi et al., 2004, Stentz and Kitabchi,
2005, Gotab et al., 2002) Jednoczesnie w przypadku obecnosci allelu PTPN22 c.1858T, wykazane przez
Vang et al. zaburzenia szlaku metabolizmu fosfatydyloinozytolu, moga w istotny sposéb wptywac na
aktywacje czynnika transkrypcyjnego NFyB, gtéwnie z powodu nieprawidtowosci w procesie uwalniania
jondw wapniowych z magazynéw wewnatrzkomérkowych i aktywac;ji kalcyneuryny, ktéra odgrywa
szczegOlna role w regulacji aktywnosci czynnika transkrypcyjnego NFyB. (Vang et al., 2005, Bottini et al.,
2006) (= Wstep ryc.1.3 str.33)

Z kolei zespdt Habib et al. (Habib et al., 2012), u 0séb posiadajacych allel PTPN22 ¢.1858T, zaréwno
zdrowych, jak i z rozpoznang T1DM, stwierdzit wystepowanie istotnych zaburzen w dojrzewaniu oraz
funkcjonowaniu populacji limfocytow B. U tych oséb, w poréwnaniu z osobami posiadajgcymi allel
PTPN22 ¢.1858C, obserwowano zaburzenia ilosciowe pomiedzy poszczegdlnymi subpopulacjami
limfocytéw B, sugerujgce wystepowanie zaburzen procesu selekcji negatywnej, warunkowanych
opornoscig receptora BCR. Jednoczesnie badacze amerykanscy wykazali u oséb predysponowanych
genetycznie obecnosé zwiekszonej puli limfocytéw B CD19°CD27 1gD*IgM™ (Byp), ktdra obecnie uwazana
jest za rezerwuar autoreaktywnych limfocytéw B oraz zwiekszong przezywalnosé limfocytéw B na
obwodzie, z uwagi na zaburzenia procesu apoptozy mediowanego poprzez receptor BCR. (Habib et al.,
2012)

Jednoczesnie gtdwnymi czynnikami pobudzajgcymi proces dojrzewania limfocytédw B pozostaje szereg
cytokin (m.in. IL-2, IL-4, IL-9, IL-15, IL-6, IL-11, IL-12). Podczas gdy sterydy ptciowe, obok IL-1a, IL-4, TNF,
TGF-B oraz IFN-y, nalezg do czynnikéw hamujacych ten proces. (Gotgb et al., 2002) Istotny wptyw
estrogenow zostat wykazany przez Polanczyk et al. réwniez w subpopulacji limfocytow T,eg, W ktorej
estrogeny, m. in. przez szlaki zwigzane z czasteczka PD-1, powoduja akceleracje funkcji supresyjnej
(Polanczyk et al., 2007). Natomiast w Swietle najnowszych doniesien zespotow Maine et al. oraz Zheng et
al., gen PTPN22 wydaje sie w znamienny sposéb warunkowac¢ rozwdj limfocytéw T, W grasicy oraz
odpowiednia réwnowage pomiedzy limfocytami T, a limfocytami T efektorowymi na obwodzie. (Maine
et al., 2012, Zheng and Kissler, 2013)
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Synteza przytoczonych powyzej wynikéw aktualnych badan pozwala postawi¢ pewng hipoteze
dotyczgcg oddziatywania uktadu strukturalnego /polimorfizm c.1858T>C genu PTPN22 — DKA w momencie
rozpoznania TIDM — pteé pacjenta/ w obserwowanej populacji. Udziat polimorfizmu c.1858T>C genu
PTPN22 oraz ptci w powyzszym modelu nakazuje zwrdci¢ uwage na dwie populacje limfocytéw: T, Oraz
B, w funkcjonowaniu ktérych istotng modulujgca role odgrywajg estrogeny. Natomiast wystepowanie w
powyzszym modelu dodatkowo jeszcze DKA sugeruje oddziatywanie okreslonej postaci fosfatazy
tyrozynowej PTPN22, w przypadku ktérej oceniany polimorfizm moze powodowaé szczegdlnie istotne
zmiany odpowiadajace za jej interakcje z kinazg Csk i dalszg aktywacje kinazy tyrozynowej Lck,
zaangazowanej z kolei w mechanizmy aktywacji szlaku diacyloglicerolu i produkcji cytokin w limfocytach T.
(= Wstep ryc.1.3 str.33) Uwzglednienie wszystkich trzech zmiennych wchodzacych w sktad analizowanego
modelu strukturalnego pozwala wytypowac izoforme Lyp2 jako faktycznie oddziatujgcy czynnik, a przy
ocenie modulujgcego wptywu tego uktadu na dalszy przebieg kliniczny TIDM w badanej populacji
nakazuje rozpatrywac ewentualne zmiany nie tylko w subpopulacji limfocytow T efektorowych (Tes), ale
réwniez mozliwe interakcje pomiedzy trzema populacjami limfocytéw: Tes, Treg Oraz B.

W analizowanym modelu strukturalnym istotnie rzadsze wystepowanie DKA u dziewczat bedgcych
homozygotami PTPN22 c.1858CC mozna ttumaczyé prawdopodobnie wtasciwie funkcjonujacg izoforma
Lyp2, nawet w przypadku ewentualnych zaburzen proporcji Lypl:Lyp2, opisanych przez Ronningera et al.
(Ronninger et al., 2012), z uwagi na nieobecnos¢ substytucji aminokwasowej warunkowanej allelem
PTPN22 c.1858T. W zwigzku z powyzszym w tej grupie pacjentéw mozliwe jest uruchomienie
kompensacyjnych mechanizmoéw rozwoju insulinowrazliwosci limfocytéw T oraz mechanizmow
kontrregulujgcych produkcje cytokin, wskazanych przez Kitabchi et al. (Kitabchi et al., 2004, Stentz and
Kitabchi, 2005), a dodatkowe oddziatywanie estrogendw, prowadzi prawdopodobnie do mniej
gwattownego rozwoju procesu autoimmunologicznego, ze wzgledu na bardziej korzystny, niz u chtopcéw
o podobnym uktadzie genetycznym, profil limfocytdw T i limfocytéw B (nasilona funkcja supresyjna Treg,
ograniczenie dojrzewania i przedostawania sie na obwdd autoreaktywnych limfocytéw B). Posrednim
potwierdzeniem tego korzystnego oddziatywania estrogendw na dynamike rozwoju reakcji
autoimmunologicznej mogga by¢ wykazane znamiennie wyzsze stezenia C-peptydu na poczgtku choroby u
dziewczat oraz wystepowanie u nich istotnie wyzszych mian autoprzeciwciat GAD. Ostatni argument
dotyczacy autoprzeciwciat GAD moze wydawac sie paradoksalnym, ale juz w latach 90. Harrison et al.
wskazywat na odwrotnie proporcjonalng zalezno$¢ pomiedzy mianem autoprzeciwciat GAD oraz
aktywnoscig limfocytow T, stwierdzajac, ze wyzsze miana autoprzeciwciat GAD korespondujg z wolniejszg
progresjg choroby. (Harrison et al., 1993) Jednoczes$nie zesp6t Gabbay et al. w ostatnim badaniu
potwierdzit wczesniejsze doniesienia Harrisona, jak rowniez wykazat istnienie odwrotnej korelacji
pomiedzy poziomami autoprzeciwciat GAD a stezeniem chemokiny CXCL10, ktéra ulega ekspresji
wytgcznie w obrebie komérek B znajdujgcych sie w stanie stresu metabolicznego oraz dziata
chemotaktycznie na limfocyty T i nasila proliferacje limfocytéw T pod wptywem stymulacji antygenem.
(Andrade Lima Gabbay et al., 2012) Obserwacje Gabbay et al., a szczegdlnie wykazane specyficzne
powigzanie z dziataniem chemokiny CXCL10 w warunkach stresu metabolicznego, w petni ttumacza
stwierdzone w prezentowanym badaniu istotnie nizsze miana autoprzeciwciat GAD wsréd pacjentéw z
rozpoznang DKA.

Jednoczesnie w badanej populacji wiekszo$¢ zmian obserwowanych w dynamice humoralnej
odpowiedzi autoimmunologicznej skierowanej przeciw GAD, z uwagi na powigzanie czasowe i zachowany
tozsamy kierunek ze zmianami resztkowej insulinosekrecji, wskazuje na stwierdzong przez Gabbay et al.
odwrotng korelacje z bezposrednim procesem autoimmunologicznego uszkodzenia komorek B trzustki.

Powracajgc do oceny oddziatywania modelu strukturalnego /polimorfizm c.1858T>C genu PTPN22 —
DKA w momencie rozpoznania TIDM — pte¢ pacjenta/ w badanej populacji, niezwykle ciekawym
zjawiskiem pozostaje szczegdlnie korzystny przebieg dynamiki zaniku funkcji resztkowej komérek
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trzustki w pierwszym pétroczu trwania TLDM u dziewczat posiadajacych genotyp PTPN22 ¢.1858CC. W tej
grupie, nawet w przypadku wystgpienia DKA na poczatku choroby, obserwowano wystgpienie
charakterystycznego piku wydzielania C-peptydu w 6 miesigcu trwania T1IDM, przy czym odnotowywane
poziomy C-peptydu w grupie z rozpoznang DKA pozostawaty poréwnywalne ze stezeniami u pacjentek, u
ktérych nie doszto do dekompensacji metabolicznej. Powyzsze obserwacje wydajg sie wskazywac na
istnienie pewnych genetycznych uwarunkowan przebiegu zaniku resztkowej insulinosekrecji, dodatkowo
akcelerowanych oddziatywaniem estrogendw, co z kolei umozliwia osiggniecie okreslonej,
uwarunkowanej genetycznie wartosci C-peptydu, pomimo wptywu niekorzystnych endogennych
czynnikéw Srodowiskowych (DKA). Jednocze$nie wsrdd dziewczat o genotypie PTPN22 ¢.1858CC, z
obcigzonym wywiadem w kierunku DKA, stwierdzano w odréznieniu od innych podgrup analizowanego
modelu, bardzo stabilny przebieg choroby oraz odmienng dynamike humoralnej odpowiedzi
autoimmunologicznej. Powyzsze zmiany, a szczegdlnie praktycznie staty odsetek chorych pozostajacych w
fazie remisji choroby oraz narastanie miana autoprzeciwciat GAD podczas rocznej obserwacji, moga
posrednio Swiadczy¢ o mniejszej dynamice procesu autoimmunologicznego w tej podgrupie chorych, co z
kolei mozna ttumaczy¢ prawidtowym funkcjonowaniem Lyp2 oraz korzystnym profilem limfocytéw,
warunkowanym dziataniem estrogendw.

Natomiast szczegdlnie niekorzystny przebieg kliniczny TADM u chtopcéw posiadajgcych genotypy
PTPN22 ¢.1858TC oraz PTPN22 c.1858TT, z obcigzonym wywiadem w kierunku DKA, mozna préobowadé
wyjasni¢ prawdopodobnym wystepowaniem u nich Lyp2 wykazujacej nieprawidtowe funkcjonowanie ze
wzgledu na obecnos¢ substytucji aminokwasowej tryptofan - arginina w miejscach wigzgcych domeny
SH3, ktéra warunkowana jest obecnoscig allelu T analizowanego polimorfizmu.

Szczegdlnie dekompensujgce oddziatywanie DKA w tej podgrupie chorych mozna prawdopodobnie
wigzaé z nieprawidtowym dziataniem mechanizmdw rozwoju insulinowrazliwosci limfocytow Tes w
odpowiedzi na hiperglikemie oraz DKA, jak réwniez innych mechanizmdw kontrregulujgcych nadmierne
wytwarzanie cytokin, ktére powodowane sg zaburzeniami metabolizmu fosfatydyloinozytolu
warunkowanymi nieprawidtowo funkcjonujaca Lyp2.

Jednoczesnie z uwagi na potwierdzong ekspresje fosfatazy tyrozynowej PTPN22 w subpopulacjach
limfocytdw Tef, Treg | B Oraz zasadniczy jej wptyw na procesy aktywacji/dezaktywacji tych komdrek mozna
przypuszczac, ze u pacjentdw z allelem PTPN22 ¢.1858T najprawdopodobniej dochodzi do rozwoju
powaznej dysfunkcji tych subpopulacji limfocytéow. To z kolei prowadzi do szczegdlnie nasilonego procesu
autoimmunologicznego w zwigzku z akceleracjg przedostawania sie na obwdd autoreaktywnych
limfocytéw T, nieprawidfowym dojrzewaniem i funkcjonowaniem limfocytéw T, z uwagi na ograniczenie
ich zdolnosci supresyjnych, zwiekszeniem puli autoreaktywnych limfocytow B w wyniku zaburzenia ich
dojrzewania w grasicy, jak rowniez zwiekszonej ich przezywalnosci z powodu nieprawidtowosci
przenoszenia sygnatu przez receptor BCR i unikania apoptozy mediowanej przez ten receptor. Posrednim
potwierdzeniem szczegdlnie aktywnego procesu autoimmunologicznego w powyzszej grupie chtopcéw, w
Swietle badan Gabbay et al. (Andrade Lima Gabbay et al., 2012), mogg by¢ najnizsze z obserwowanych w
badanej populacji, szczegdlnie w pierwszym potroczu choroby, miana autoprzeciwciat GAD, cho¢ réznice
ktére obserwowano w przypadku poréwnania ich z poziomami autoprzeciwciat GAD stwierdzanymi u
chtopcéw bedacych homozygotami PTPN22 ¢.1858CC, z réwniez obcigzonym wywiadem w kierunku DKA,
nie wykazywaty cech znamiennosci statystyczne;j.

Natomiast nieco korzystniejszy przebieg choroby u dziewczat posiadajacych genotypy PTPN22
¢.1858TC oraz PTPN22 ¢.1858TT, z rozpoznang DKA w okresie ujawniania sie TLDM, w odniesieniu do
chtopcoéw o podobnym uktadzie obcigzajacych czynnikéw, wskazuje z pewnym prawdopodobiefstwem na
specyficzne oddziatywanie estrogendw na profil populacji limfocytéw (gtéwnie limfocyty T, oraz B), a
przez to uzyskanie lepszej zdolnosci ograniczania aktywnosci procesu autoimmunologicznego. Dzieki tym
przypuszczalnym pozytywnym zmianom w uktadzie immunologicznym warunkowanym, zgodnie z
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obserwacjami Klein et al. (Klein et al., 1994) oraz Paris et al. (Paris et al., 2002), wyzszymi poziomami
estrogendw obserwowanymi u dziewczat nawet w okresie prepubertalnym, mozliwe byto w tej grupie
uzyskanie typowego istotnego wzrostu stezenia C-peptydu w 3 miesigcu trwania choroby, co znalazto
swoje odzwierciedlenie w korzystniejszym klinicznym przebiegu choroby, szczegdlnie w pierwszym
potroczu jej trwania, z obserwowanym dosé znacznym odsetkiem pacjentéw z prawidtowo wyréwnang
metabolicznie TIDM, jak rdwniez z wiekszg szansg na osiggniecie remisji klinicznej.

W przypadku interpretacji oddziatywania uktadu strukturalnego /polimorfizm ¢.1858T>C genu PTPN22
— DKA w momencie rozpoznania TIDM — wiek pacjenta/, podobnie jak w oméwionym powyzej modelu
strukturalnym uwzgledniajgcym pteé pacjenta, najprawdopodobniej faktycznie oddziatujgcym czynnikiem
pozostaje rowniez izoforma Lyp2, natomiast wiek chorego nalezy uznaé za indykator narastajgcego
wptywu hormondw ptciowych na profil subpopulacji limfocytéw. Zgodnie z sugestiami przedstawionymi
przez zespodt Nielsen et al. (Nielsen et al., 2007b) najkorzystniejsze wydaje sie prowadzenie analiz
uwzgledniajgcych nie tylko samodzielne oddziatywanie ptci i wieku, ale rowniez dokonywanie oceny ich
tacznego wptywu na przebieg choroby. Niestety w obserwowanej populacji, z uwagi na jej licznosé,
wprowadzenie czwartej zmiennej do modelu strukturalnego powodowato jej rozbicie na bardzo mate
podgrupy, w przypadku ktérych prowadzenie analiz statystycznych pozostawato niemiarodajne.

W przypadku oddziatywania modelu strukturalnego /polimorfizm c.1858T>C genu PTPN22 — DKA w
momencie rozpoznania TIDM — wiek pacjenta/, gtéwne jego modulujgce oddziatywanie, w
przeciwienstwie do omdéwionego powyzej uktadu uwzgledniajgcego pteé, stwierdzano w obrebie grupy
pacjentéw posiadajgcych genotypy PTPN22 ¢.1858TC oraz PTPN22 c.1858TT, a szczegdlnie wsrdd chorych
nalezacych do starszych kategorii wiekowych (wiek szkolny + wiek mtodziericzy). W tej podgrupie
pacjentow istotnie rzadziej odnotowywano wystepowanie DKA. Jednoczesnie wsrdd chorych bedacych
homozygotami CC nie wykazano istotnych réznic w proporcji pomiedzy poszczegdlnymi grupami
wiekowymi w zaleznosci od wywiadu w kierunku DKA w momencie diagnozy TIDM. (= Wyniki pkt.11.2
str.97 = ryc.4.7 str.98)

Wsrod chorych zwiekszonego ryzyka genetycznego, nalezacych do starszej grupy wiekowej, nawet w
przypadku wystgpienia DKA w momencie rozpoznania TIDM, w 3 miesigcu trwania obserwacji
stwierdzano znamienny wzrost wydzielania C-peptydu. Nastepnie w 6 miesigcu w zwigzku ze
zréznicowang dynamikg spadku C-peptydu w zaleznosci od wystepowania DKA, a szczegdlnie gwattownym
i istotnym spadkiem C-peptydu wsréd oséb z rozpoznang DKA, dochodzito do powstania znamiennych
réznic pomiedzy tymi podgrupami. (= Wyniki pkt.13.5.2.3 str.138 - ryc.4.29) Przy czym w podgrupie ze
stwierdzong DKA pomimo tak duzych wahan w wydzielaniu C-peptydu obserwowano znaczny odsetek
chorych z prawidtowym wyréwnaniem metabolicznym, ktéry w 3 miesigcu choroby pozostawat
poréwnywalny z odsetkiem obserwowanym wsrdd chorych bez obcigzonego wywiadu w kierunku DKA
(pacjenci bez DKA 77,78% vs. pacjenci z DKA 75,0%), a w 6 miesigcu siegat 50,0% (pacjenci bez DKA
75,0%). (- Wyniki pkt.14.6.2.5 str.158 - ryc.4.39 str.159) W podgrupie tej, mimo rozpoznanej DKA na
poczatku choroby, stwierdzano réwniez staty odsetek chorych pozostajacych w fazie remisji w pierwszym
potroczu choroby, co posrednio wskazuje na dosc stabilny przebieg kliniczny TIDM w tym okresie
obserwacji. (= Wyniki pkt.15.4.2.2 str.170 -> ryc.4.45 str.171) Jednoczesnie w podgrupie pacjentéw z
negatywnym wywiadem w kierunku DKA, obserwowano jeszcze bardziej korzystny przebieg T1DM,
poréownywalny z pacjentami réwniez nalezgcymi do starszej grupy wiekowej, ale bedgcych homozygotami
CC analizowanego polimorfizmu. Po znamiennym wzroscie stezenia C-peptydu w 3 miesigcu trwania
T1DM, nastepujacy w 6 miesigcu spadek resztkowej insulinosekrecji pozostawat nieznamienny. (= Wyniki
pkt.13.5.2.3 str.138 - ryc.4.29) Pozwolito to na utrzymywanie sie wysokiego i stabilnego odsetka
prawidtowego wyréwnania metabolicznego choroby w pierwszym pétroczu trwania obserwacji, przy
jednoczesnie szczegdlnie wysokiej czestosci wystepowania remisji (65,0% — 60,0%). (= Wyniki
pkt.14.6.2.5 str.158 - ryc.4.39 str.159) oraz (- Wyniki pkt.15.4.2.2 str.170 - ryc.4.45 str.171)
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Wsrod pacjentéow bedacych homozygotami CC, w podgrupie bez rozpoznanej DKA na poczatku
choroby, czestosci prawidtowego wyréwnania metabolicznego choroby pozostawaty zblizone w obu
kategoriach wiekowych przez caty okres rocznej obserwacji i stanowity odzwierciedlenie korzystnej
dynamiki zmian funkcji resztkowej komorek B trzustki u tych chorych. (= Wyniki pkt.14.6.2.5 str.158 >
ryc.4.39 str.159) oraz (- Wyniki pkt.14.6.2.5 str.158 - ryc.4.39 str.159) Dodatkowo w mtodszej grupie
wiekowej odsetek remisji utrzymywat sie przez 12 miesiecy na wzglednie statym poziomie,
poréwnywalnym ze starszg grupg wiekowg, a w 3 miesigcu trwania choroby pozostawat nawet wyzszy (w
tozsamej grupie oséb o genotypach PTPN22 c.1858TT oraz PTPN22 ¢.1858TC przypadki remisji
obserwowano do 6 miesigca choroby). (= Wyniki pkt.15.4.2.2 str.170 - ryc.4.45 str.171) Jednoczes$nie w
przypadku wystgpienia DKA, odsetek prawidtowej kontroli metabolicznej choroby oraz remisji w starszej
grupie wiekowej pozostawat poréwnywalny z tozsama podgrupa bez obcigzonego wywiadu w kierunku
DKA. Natomiast w mtodszej grupie wiekowej obserwowano réwnie silnie dekompensujgcy wptyw DKA, jak
wsrdd osob nalezgcych do tej samej kategorii wiekowej, ale posiadajgcych genotypy zwigzane z
podwyzszonym ryzykiem rozwoju TIDM. W mtodszych grupach wiekowych, z obcigzonym wywiadem w
kierunku DKA, niezaleznie od genotypu polimorfizmu ¢.1858T>C genu PTPN22, przypadki remisji
obserwowano jedynie do 3 miesigca trwania TIDM. (= Wyniki pkt.14.6.2.5 str.158 - ryc.4.39 str.159)
oraz (= Wyniki pkt.15.4.2.2 str.170 = ryc.4.45 str.171)

Podejmujgc probe interpretacji powyzszych wynikéw oddziatywania uktadu strukturalnego
/polimorfizm ¢.1858T>C genu PTPN22 — DKA w momencie rozpoznania TIDM — wiek pacjenta/ w badanej
populacji, przy hipotetycznym zatozeniu, iz faktycznie dziatajgcym czynnikiem réwniez i w tym przypadku
jestizoforma Lyp2, mozna zauwazy¢, ze wiek w powyzszym uktadzie stanowi bardziej ilosciowy indykator
oddziatywania hormonoéw ptciowych, podczas gdy w poprzednio analizowanym modelu pteé petnita
funkcje jakosciowego wskaznika wptywu hormondéw ptciowych, a szczegdlnie estrogendw.

Stosunkowo korzystny przebieg kliniczny choroby wsréd pacjentéw posiadajgcych genotypy PTPN22
¢.1858TT oraz PTPN22 ¢.1858TC, a nalezacych do starszej grupy wiekowej, mozna ttumaczy¢
oddziatywaniem wysokich stezer hormonéw ptciowych, w pozytywny sposéb modulujgcych profil
subpopulacji limfocytow w tej grupie chorych. Powyzsze zmiany w profilu limfocytéw pozwalaja
prawdopodobnie w znacznym stopniu kompensowac zaburzenia w funkcjonowaniu subpopulacji
limfocytow Tef, Treg Oraz B, ktére powodowane sg przez nieprawidfowq postac izoformy Lyp2, zawierajaca
substytucje aminokwasowg warunkowang obecnoscig allelu T analizowanego polimorfizmu. Mozna
przypuszczac, ze w powyzszej grupie chorych, pomimo istniejgcej predyspozycji genetycznej, ograniczenie
aktywnosci procesu autoimmunologicznego moze wynikaé z nastepujgcych zmian w funkcjonowaniu
uktadu immunologicznego indukowanych przez wysokie stezenia hormondw ptciowych, a szczegélnie
estrogenow, jak: wzrost funkcji supresyjnej limfocytéw T, Oraz ograniczenie puli autoreatywnych
limfocytdw B, a szczegdlnie subpopulacji B CD19°CD271gD*IgM’ Byp, ktdra stanowi pule limfocytéw fatwo
uzyskujgcych zdolnosé do produkcji przeciwciat w wyniku kooperacji z limfocytami T, bez koniecznosci
stymulacji receptora BCR natywnym antygenem (Habib et al., 2012). Prawdopodobnie tymi samymi
przesunieciami w obrebie konkretnych subpopulacji limfocytéw mozna ttumaczy¢ zmniejszong czestosé
wystepowania DKA wsrdd pacjentdw ze starszych kategorii wiekowych, posiadajacych genotypy PTPN22
¢.1858TT oraz PTPN22 ¢.1858TC. Zmiany w profilu limfocytéw warunkowane wysokimi stezeniami
hormondw ptciowych mogg przypuszczalnie w znacznym stopniu kompensowaé niewtasciwie
funkcjonujace mechanizmy rozwoju insulinowrazliwosci limfocytow Te;, jak rowniez mechanizmy
kontrregulujgce nadmiar produkcji cytokin w warunkach wystepowania hiperglikemii oraz DKA, opisane
przez Kitabchi et al. (Kitabchi et al., 2004, Stentz and Kitabchi, 2005), a powodowane zaburzeniami szlaku
metabolizmu fosfatydyloinozytolu wynikajgcymi z obecnosci nieprawidtowej izoformy Lyp2.

Jednoczesnie wsrdd pacjentdw nalezgcych do starszej grupy wiekowej, a posiadajgcych genotypy
PTPN22 c.1858TT oraz PTPN22 c.1858TC obserwowano szczegdlnie korzystng, zwazywszy na wyniki badan
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Gabbay et al. (Andrade Lima Gabbay et al., 2012), dynamike humoralnej odpowiedzi autoimmunologicznej
skierowanej przeciw GAD. Posrednio moze to potwierdzac przypuszczenia o szczegdlnych mozliwosciach
kompensacyjnych uktadu immunologicznego zwigzanych z wysokimi stezeniami hormonéw ptciowych,
ktére mogg dosc skutecznie redukowac szczegdlnie wzmozong, genetycznie warunkowang aktywnos¢
procesu autoimmunologicznego.

Obserwacje dokonane w grupie pacjentéw bedacych homozygotami CC wydaja sie wskazywad, iz przy
prawidtowej strukturze Lyp2, dochodzi do mniej istotnych zaburzen w funkcjonowaniu uktadu
immunologicznego, a przez to w mniejszym stopniu uwidacznia sie kompensujgca rola zmian w profilu
subpopulacji limfocytéw powodowanych wysokimi stezeniami hormondéw ptciowych, jak w przypadku
grupy osob posiadajgcych genotypy PTPN22 c.1858TT oraz PTPN22 c.1858TC. Prawdopodobnie
prawidtowa struktura Lyp2 umozliwia u mtodszych pacjentéw rozwdj korzystnej, genetycznie
uwarunkowanej dynamiki zmian resztkowej insulinosekrecji oraz osiggniecie znacznej stabilnosci
przebiegu klinicznego choroby, porownywalnego do przebiegu obserwowanego w starszej grupie
wiekowej, pod warunkiem nieobcigzonego wywiadu w kierunku DKA.

Natomiast obserwowany szczegdlnie dekompensujgcy wptyw DKA na przebieg TIDM u pacjentow
zakwalifikowanych do mtodszych grup wiekowych, niezaleznie od genotypu analizowanego polimorfizmu,
mozna ttumaczy¢ wieloczynnikowo (Usher-Smith et al., 2011). U mtodszych dzieci wyjSciowa masa
komorek B trzustki pozostaje mniejsza, proporcjonalnie do nizszej masy ciata. Jednoczesnie obserwowana
niekorzystna dynamika zmian aktywnosci humoralnej odpowiedzi autoimmunologicznej skierowane;j
przeciw GAD w mtodszych grupach wiekowych wskazuje, w swietle wynikdw badania Gabbay et al.
(Andrade Lima Gabbay et al., 2012), na szczegdlnie nasilony proces autoimmunologiczny.
Prawdopodobnie predysponuje to do wystgpienia DKA na poczatku choroby, z uwagi na gwattowny
rozwéj niedoboru insuliny, ktéry przekracza metaboliczne zdolnosci kompensacyjne organizmu, jak
rowniez w dalszym przebiegu choroby uniemozliwia uzyskanie istotnego wzrostu wydzielania C-peptydu, a
tym samym korzystniejszego przebiegu klinicznego choroby. Dodatkowo u mtodszych dzieci nalezy
uwzglednic inne fizjologiczne czynniki, ktére zwiekszaja predyspozycje do rozwoju DKA, jak zwiekszony
stosunek powierzchni ciata do masy ciata sprzyjajacy nasilonej utracie ptynéw poprzez parowanie, a przez
to gwattowniej postepujgcemu odwodnieniu organizmu. Dodatkowo u mtodszych dzieci z uwagi na
gwattownie rozwijajace sie i czesto niespecyficzne objawy istotnie czesciej dochodzi do opdznienia
rozpoznania TIDM z powodu niewtasciwej wstepnej diagnozy. (Usher-Smith et al., 2011, Pawtowicz et al.,
2009)

Jednoczesnie obserwacje dotyczace dystrybucji poszczegélnych genotypdéw polimorfizmu ¢.1858T>C
genu PTPN22 w populacji badanej oraz kontrolnej, z uwzglednieniem opisanego powyzej, modulujgcego
oddziatywania obu modeli strukturalnych na przebieg kliniczny TLDM w pierwszym roku trwania choroby,
wskazujg na istnienie pewnych implikacji klinicznych przeprowadzonego badania. W populacji
wojewddztwa pomorskiego, ze wzgledu na szczegdlnie wysokg czestos¢ wystepowania allelu PTPN22
¢.1858T, zaréwno w populacji ogdlnej, jak i wsrdd chorych z TIDM, uzasadnionym wydaje sie
wprowadzenie oznaczen analizowanego polimorfizmu do panelu badan diagnostycznych
przeprowadzanych u pacjentéw ze swiezo rozpoznang TIDM. Powyzsze oznaczenie miatoby charakter
prognostyczny, a wykazana obecnos¢ allelu PTPN22 ¢.1858T pozwalataby na kwalifikacje pacjenta do
grupy zwiekszonego ryzyka niepomysinego przebiegu T1DM, z uwagi na wykazany zwigzek powyzszego
allelu z niekorzystng dynamikg zaniku funkcji resztkowej komdrek B trzustki oraz utrzymywaniem sie
istotnie wyzszych mian autoprzeciwciat skierowanych przeciw natywnej insulinie w pierwszym roku
choroby. Obserwacje powyzsze wigzg sie ze zmniejszonym i skréconym oddziatywaniem angio- oraz
neuroprotekcyjnym C-peptydu, jak réwniez zwiekszonym ryzykiem niestabilnego przebiegu choroby, z
uwagi na mozliwos¢ wystepowania znacznych fluktuacji glikemii warunkowanych nie tylko znacznie
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obnizonymi poziomami C-peptydu, ale rowniez obecnoscig wysokich mian autoprzeciwciat IAA. (Steffes et
al., 2003, Palmer et al., 2004, Martin et al., 1992)

Jednoczesnie oznaczenia polimorfizmu ¢.1858T>C genu PTPN22 umozliwityby indywidualizacje
postepowania terapeutycznego u poszczegdlnych pacjentdw, jak rowniez potencjalizacje nowych metod
leczenia, w tym terapii Ty (Marek-Trzonkowska et al., 2012). Uwzgledniajac specyficzng dystrybucje
genotypéw polimorfizmu ¢.1858T>C genu PTPN22 w badanej grupie pacjentéw z T1DM, pochodzgcych z
wojewddztwa pomorskiego, szczegdlnego znaczenia nabierajg wyniki badan zespotu Brownlie et al.
(Brownlie et al., 2012). Zespdt irlandzkich badaczy wykazat znamiennie wiekszg zdolnos¢ supresji
odpowiedzi autoimmunologicznej w przypadku limfocytéw T,z pochodzgcych od myszy pozbawionych
ekspresji PTPN22 (T,eg PTPN22 -/-), w poréwnaniu z limfocytami T, pochodzacymi z modelu kontrolnego
(wild-type T,g). Nasilona funkcja supresyjna limfocyty T,eg PTPN22 -/- w powyzszym eksperymencie
warunkowana byty zwiekszong produkcja IL-10, wykazujacej silne dziatanie immunosupresyjne, jak
rowniez wzmozonymi zdolnosciami adhezyjnymi T,z PTPN22 -/- za posrednictwem czasteczki LFA-1, ktdra
odgrywa istotng role podczas interakcji pomiedzy réznymi subpopulacjami limfocytéw T. (Brownlie et al.,
2012) Beneficjentami powyzszej terapii mogliby by¢ pacjenci posiadajgcy genotypy PTPN22 c.1858TT oraz
PTPN22 c.1858TC, u ktérych, w swietle badan zespotu Schmidt et al. (Schmidt et al., 2011), préby
stosowania limfocytéw T, mogg nie przynosi¢ spodziewanych efektéw, ze wzgledu na istniejgca
genetycznie uwarunkowang opornos¢ receptora TCR, a szczegdlnie zaburzenie proceséw przekazywania
sygnatu do wnetrza limfocytu T zwigzanych z aktywacjg LAT. Zespdt Schmidt et al. wykazat, iz gtéwne
zdolnosci supresyjne limfocytow T e, (CD4'CD25""
wapniowych z magazynéw wewnatrzkomaérkowych, a tym samym zmniejszeniem aktywnosci czynnika

Foxp3®) zwigzane sg z hamowaniem uwalniania jonéw

transkrypcyjnego NF¢B odpowiedzialnego za ekspresje gendw dla niektdrych cytokin, szczegdlnie IL-2.
Natomiast szlaki aktywacji limfocytéw T niezalezne od uwalniania jondw wapniowych, w tym
warunkowane aktywacja LAT, nie ulegajg inhibicji pod wptywem interakgji z limfocytami Teg. (Schmidt et
al., 2011) (- Wstep ryc.1.3 str.33) Natomiast potencjalnie wigksza skutecznos¢ terapii limfocytami Treg
PTPN22 -/- u pacjentéw posiadajgcych genotypy PTPN22 c.1858TT oraz PTPN22 c.1858TC moze wynikac
ze zwiekszonych zdolnosci adhezyjnych tych limfocytéw, co z kolei moze doprowadzaé do
,przetamywania” genetycznie uwarunkowanej opornosci receptora TCR limfocytow Tess w wyniku
przediuzonej i bardziej efektywnej interakcji z limfocytami Teg.

Jednoczesnie wyniki prezentowanego badania wskazujg na koniecznos$¢ holistycznego rozstrzygania
zagadnien dotyczacych postepowania terapeutycznego u pacjentow z TAIDM pochodzacych z terendow
wojewddztwa pomorskiego.

Wykazany sposéb dystrybucji genotypow polimorfizmu c.1858T>C genu PTPN22 w grupie kontrolnej
pochodzacej z terendw wojewddztwa pomorskiego uwidocznit szczegdlng odrebnosé populacji ogdlnej
zamieszkujgcej te tereny wobec rasy kaukaskiej, jak rowniez populacji pochodzacych z innych regionéw
Polski. Wykazane réwniez istotne rdznice w dystrybucji genotypdw pomiedzy populacjg badang a grupa
kontrolng, z tendencjg do przesuniecia w kierunku genotypdéw zwigzanych z wysokim ryzykiem
wystgpienia TLDM potwierdzity znamienny zwigzek tego polimorfizmu z rozwojem TIDM u
obserwowanych pacjentéw. Uwzgledniajac powyzsze odmiennosci w dystrybucji genotypdéw
analizowanego polimorfizmu na terenie wojewddztwa pomorskiego, niezwykle istotne pozostaje
stwierdzenie Gregersena (Gregersen et al., 2006) wskazujgce na koniecznos¢ szczegdlnie uwaznego
dobierania grup kontrolnych, w przypadku wykazanych w danej populacji odrebnosci w alokacji pacjentéw
ze wzgledu na posiadany genotyp. Obserwacje dokonane w prezentowanym badaniu, jak rowniez w
badaniach zespotow Piekutowska-Abramczuk et al. (Piekutowska-Abramczuk et al., 2010) oraz Nelis et al.
(Nelis et al., 2009) (= Dyskusja str.180), a wskazujgce na szczegdlng odmiennosé genetyczng populacji
wojewddztwa pomorskiego, nakazujg w przypadku prowadzonych na tym terenie badan, a zwtfaszcza
badan interwencyjnych, dokonywanie poréwnan do grup kontrolnych wywodzgcych sie tez z rejonu
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wojewddztwa pomorskiego, a dopiero w kolejnym etapie odnoszenie ich do wynikéw badan
pochodzgcych z innych regionéw Polski.

Opisany udziat polimorfizmu ¢.1858T>C genu PTPN22 w patomechanizmach prowadzgcych do rozwoju
odpowiedzi autoimmunologicznej, jak réwniez obserwowany w populacji badanej modulujacy wptyw obu
uktaddéw strukturalnych, bedacych przypuszczalnie ekwiwalentem oddziatywania izoformy Lyp2, wskazuja
na prawdopodobne istnienie powaznego zaburzenia na poziomie molekularnym, doprowadzajgcego do
dysfunkcji trzech najwazniejszych subpopulacji limfocytéw, w przypadku obecnosci u pacjenta allelu
PTPN22 ¢.1858T. Jednoczesnie w catej badanej populacji, niezaleznie od genotypu analizowanego
polimorfizmu mogg istnie¢ zaburzenia réwnowagi stosunku ilosciowego Lypl:Lyp2, opisane przez
Ronningera wsrdd chorych z RZS oraz SM (Ronninger et al., 2012). Powyzsze hipotezy wymagajg
przeprowadzenia kolejnych badan w ocenianej populacji, ale jednoczesnie sygnalizujg potrzebe
holistycznego podejscia do postepowania terapeutycznego, w tym szczegdlnie ewentualnych dziatan
interwencyjnych, z uwagi na prawdopodobnie ograniczong w czasie efektywnos¢ procedur skupiajacych
sie wytgcznie na wybranej subpopulacji limfocytéw.

Rozwdj innych choréb autoimmunologicznych w populacji badanej w pierwszym roku
trwania choroby - préba oceny w odniesieniu do danych prezentowanych w piSmiennictwie

W badanej populacji czestosé wystepowania podwyzszonego miana swoistych autoprzeciwciat
zwigzanych z AIT u dzieci ze Swiezo rozpoznang T1DM wynosita 13,6% i pozostawata nieco nizsza w
poréwnaniu z czestosciami raportowanymi z innych regionéw Polski (od 14,8% — wojewddztwo kieleckie
do 21,7% — wojewoddztwo mazowieckie) (Czerniawska et al., 2003, Szypowska et al., 2010). Natomiast we
wczesniej przeprowadzonych badaniach na terenie wojewddztwa pomorskiego odsetek pacjentéw z
rozpoznang AIT w okresie ujawniania sie TIDM pozostawat jeszcze nizszy i wynosit 10% (Mysliwiec et al.,
2006).

W pierwszym roku choroby w grupie badanej obserwowano wzrost czestosci wystepowania AIT
(tacznie postac jawna klinicznie i subkliniczna) o0 4,92%. Ocena powyzszej obserwacji w odniesieniu do
danych z piSmiennictwa pozostaje utrudniona, poniewaz w pismiennictwie dominujg prace o odmiennej
metodyce, dokonujace poroéwnania wynikow jednorazowego badania przesiewowego w kierunku AIT w
dwdch grupach pacjentéw: ze Swiezo rozpoznang T1DM oraz z postacig przewlekta choroby, o réznym
okresie jej trwania. (Piatkowska and Szalecki, 2011, Mysliwiec et al., 2006)

W badanej populacji oprdcz narastania liczby rozpoznan AIT w pierwszym roku trwania T1DM,
wykazano réwniez pewng dynamike zmian proporcji pomiedzy czestoscig wystepowania poszczegdlnych
postaci AIT podczas obserwacji pacjentow. W momencie ujawnienia sie TADM wzrost rozpoznan AIT
pozostawat uwarunkowany gtéwnie zwiekszeniem sie odsetka chorych z postacia subkliniczng AIT,
natomiast przy powtérnym badaniu przesiewowym, po roku trwania T1DM, stwierdzono przede
wszystkim wzrost odsetka rozpoznan postaci jawnej klinicznej AIT. Powyzsza obserwacja moze wskazywadé
na wzrastajace ryzyko wystgpienia klinicznych objawéw AIT w dalszym przebiegu T1DM, z uwagi na
opisane ,,zjawisko szerzenia sie epitopdw” i narastajgcg w czasie aktywnos¢ procesu
autoimmunologicznego. (Newman et al., 2006) Przedstawiong hipoteze wydaje sie potwierdzac
obserwowane w populacji badanej utrzymywanie sie znamiennie wyzszych mian autoprzeciwciat GAD w
pierwszym roku trwania TIDM u chorych z dodatnim mianem autoprzeciwciat TPO lub TG. Podobng
istotng korelacje pomiedzy wystepowaniem autoprzeciwciat GAD oraz autoprzeciwciat swoistych dla AIT
wykazano w wielu dotychczasowych badaniach dotyczacych wspdétwystepowania innych schorzen o
podfozu autoimmunologicznym u chorych z rozpoznang TIDM. Takze kolejna obserwacja dotyczaca
znamiennie czestszego wystepowania AIT u dziewczat, jak rowniez wsérdéd pacjentéw nalezgcych do
starszych kategorii wiekowych, pozostaje zgodna z aktualnymi doniesieniami. (Kordonouri et al., 2011, Jin
et al., 2011, Piatkowska and Szalecki, 2011)
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Ze wzgledu na znaczne réznice w metodyce badan dotyczgcych wspoétwystepowania celiakii (ChT) u
0s6b z rozpoznang T1DM ocena poréwnawcza wynikdéw badan przesiewowych przeprowadzonych w
obserwowanej populacji pozostaje niezwykle utrudniona. Dodatkowym aspektem przy ocenie badan
podejmujgcych powyzszy problem kliniczny jest rowniez wtasciwa kwalifikacja pacjentéw do badania,
szczegoblnie w przypadku grup chorych ze $wiezo rozpoznang T1IDM. Istotng kwestig w tej sytuacji
pozostaje odpowiednia weryfikacja rozpoznania. Wazny element diagnostyki stanowig tu oznaczenia
swoistych autoprzeciwciat. Wystepowanie hiperglikemii u pacjenta ze stwierdzong ChT per se nie
uprawomochia rozpoznania T1DM, a w przypadku tagodnej hiperglikemii, przy ujemnych mianach
autoprzeciwciat swoistych dla TIDM, konieczne jest kontynuowanie diagnostyki w kierunku innych postaci
cukrzycy, gtdwnie MODY. (Ingegnosi et al., 2008)

W badanej populacji nie wykazano znamiennych zaleznosci pomiedzy dystrybucjg poszczegdlnych
genotypdw analizowanych polimorfizméw a wystepowaniem dodatniego miana autoprzeciwciat TPO, TG
lub TGA IgA, co prawdopodobnie wigze sie ze zbyt krotkim okresem obserwacji pacjentéw. Z uwagi na
istotne réznice w dystrybucji genotypdw polimorfizmu ¢.1858T>C genu PTPN22 wzgledem rasy kaukaskiej,
ktére stwierdzono w grupie badanej i kontrolnej, jak réwniez znaczny odsetek schorzen z kregu
autoimmunologicznych wykazany w rodzinach pacjentéw, badania przesiewowe w kierunku AIT i ChT sg
kontynuowane wsréd obserwowanych chorych w ramach kolejnego grantu Narodowego Centrum Nauki, z
jednoczesnym rozszerzeniem panelu badan genetycznych.

Podsumowujac, prezentowane badanie wpisuje sie w nurt badan wskazujgcych na istnienie pewnej
odrebnosci genetycznej populacji zamieszkujacej tereny wojewddztwa pomorskiego. Stwierdzona w
grupie kontrolnej czestos¢ wystepowania allelu PTPN22 ¢.1858T pozostaje jedng z najwyzszych wsrdd
dotychczas raportowanych oraz wskazuje na szczegdlng predyspozycje do rozwoju reakcji
autoimmunologicznych wsréd oséb pochodzacych z regionu Pomorza.

Jednoczes$nie stwierdzone znamienne réznice w dystrybucji genotypow analizowanych polimorfizmdéw
genu INS oraz PTPN22 pomiedzy grupa kontrolng i badang uwidaczniaja szczegdlny udziat tych czynnikéw
genetycznych w patomechanizmie rozwoju reakcji autoimmunologicznej skierowanej przeciw komérkom
B trzustki w populacji badanej. Natomiast obserwacje dotyczace modulujgcego oddziatywania uktadow
strukturalnych, uwzgledniajacych polimorfizm c.1858T>C genu PTPN22, na parametry zwigzane z funkcjg
resztkowg komorek B trzustki, aktywnoscig procesu autoimmunologicznego oraz wyréwnaniem
metabolicznym choroby wskazujg na analizowany polimorfizm jako na istotny czynnik warunkujgcy nie
tylko rozwéj T1DM, ale réwniez i jej przebieg kliniczny wsréd obserwowanych chorych. Jednoczesnie na
podstawie najnowszych doniesiel mozna postawic hipoteze o oddziatywaniu postaci splicingowych
fosfatazy tyrozynowej kodowanej przez gen PTPN22 jako czynnikdw bezposrednio warunkujgcych
obserwowane zmiany w przebiegu klinicznym choroby. Powyzsze zatozenie nie tylko zarysowuje kierunek
dalszych badan, ale réwniez sugeruje koniecznos¢ bardziej holistycznego spojrzenia na patogeneze reakcji
autoimmunologicznej w przebiegu TIDM — jako na powazne zaburzenie na poziomie molekularnym,
powodujgce istotne zmiany w funkcjonowaniu trzech najwazniejszych subpopulacji limfocytéw. Implikuje
to rowniez zmiany w spojrzeniu na postepowanie diagnostyczne i terapeutyczne u chorych ze swiezo
rozpoznang T1DM, szczegdlnie pochodzgcych z regionu wojewddztwa pomorskiego.
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Whnioski

Stwierdzona w grupie kontrolnej czestos¢ wystepowania allelu PTPN22 ¢.1858T pozostaje jedng

z najwyzszych wsréd dotychczas raportowanych. Powyzsza obserwacja oraz wysoki odsetek schorzen

z kregu autoimmunizacyjnych w rodzinach badanych pacjentéw mogg wskazywac na wyjatkowg
predyspozycje do rozwoju reakcji autoimmunologicznych wséréd oséb pochodzacych z regionu Pomorza.

Obserwowane znamienne réznice w dystrybucji genotypdw polimorfizmdéw 5'VNTR genu INS oraz
¢.1858T>C genu PTPN22 pomiedzy grupa kontrolng i badang uwidaczniajg szczegdlny udziat tych
czynnikow genetycznych w rozwoju odpowiedzi autoimmunologicznej skierowanej przeciw komérkom
trzustki w populacji badane;j.

W swietle najnowszych danych z piSmiennictwa, istotne zaleznosci pomiedzy zmiennymi tworzgcymi
uktady strukturalne /polimorfizm c.1858T>C genu PTPN22 — DKA w momencie rozpoznania T1DM — ptec
pacjenta/ oraz /polimorfizm ¢.1858T>C genu PTPN22 — DKA w momencie rozpoznania TLDM — wiek
pacjenta/, w potagczeniu ze stwierdzonym ich modulujgcym oddziatywaniem na przebieg kliniczny
choroby, pozwalajg wskazac¢ splicingowe postaci fosfatazy tyrozynowej PTPN22 (Lyp) jako czynniki
bezposrednio warunkujgce obserwowane zmiany. Powyzsza hipoteza wymaga jednak przeprowadzenia
dalszych badan.

Jednoczesnie z uwagi na sposéb dystrybucji genotypoéw polimorfizmu ¢.1858T>C genu PTPN22 w grupie
badanej i kontrolnej oraz modulujace oddziatywanie powyzej wskazanych uktadéw strukturalnych na
dalszy przebieg choroby, uzasadnionym wydaje sie wprowadzenie oznaczen analizowanego polimorfizmu
do panelu badan diagnostycznych u pacjentéw ze sSwiezo rozpoznang autoimmunologiczng postacig
T1DM, pochodzacych z terendw wojewddztwa pomorskiego.

Wyniki badan przesiewowych w kierunku innych choréb autoimmunologicznych w populacji badanej,
szczegoblnie przy uwzglednieniu rezultatéw przeprowadzonej oceny dystrybucji genotypdéw polimorfizmu
¢.1858T>C genu PTPN22 w grupie badanej i kontrolnej, wskazujg na potrzebe kontynuacji obserwacji
pacjentow, jak rowniez poszerzenia panelu badan genetycznych.
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Cukrzyca typu 1 (TI1DM) stanowi szczegdlng postaé schorzenia o podtozu autoimmunologicznym, w
ktérym dochodzi do selektywnego uszkodzenia przez autoreaktywne limfocyty T CD4" oraz T CD8" tylko
komorek B trzustki wydzielajgcych insuline. Reakcja autoimmunologiczna przeciw komdérkom B trzustki
rozwija sie w wyniku szeroko pojetych zaburzen funkcji regulatorowej uktadu immunologicznego, ktéra to
pozostaje pod $cistg kontrolg okreslonych loci genowych, a czynniki Srodowiskowe egzo- i endogenne
modulujg powyzszg interakcje. Gtéwnymi loci zaangazowanymi w rozwaj reakcji autoimmunologicznej w
patogenezie TIDM sg geny regionu HLA. Istnieje jednak szereg loci, zlokalizowanych poza regionem HLA,
ktdére pozostaja silnie zwigzane z predyspozycja do rozwoju T1DM i jednoczesnie odgrywajg istotng role w
patomechanizmach prowadzgcych do rozwoju reakcji autoimmunologicznej skierowanej przeciw
komadrkom f trzustki. Nalezg do nich geny INS, CTLA-4 oraz PTPN22, a szczegdlnie ich okreslone odmiany
polimorficzne: 5’VNTR genu INS, c.49A>G genu CTLA-4, c.1858T>C genu PTPN22. Patomechanizmy
powyzszych polimorfizméw w rozwoju reakcji autoimmunologicznej w patogenezie TIDM pozostajg Scisle
powigzane, prowadzgc gtéwnie do zaburzen selekcji negatywnej tymocytdéw, jak i prawdopodobnie
prekursorow limfocytow B (c.1858T>C genu PTPN22) w obrebie grasicy, zaburzen procesu hamowania
aktywacji limfocytow T (c.49A>G genu CTLA-4), zaburzen funkcji limfocytow T regulatorowych (c.49A>G
genu CTLA-4, c.1858T>C genu PTPN22), a takze prawdopodobnie do nadmiernej aktywacji i proliferacji
limfocytéw B (c.1858T>C genu PTPN22).

W zwigzku z powyzszym sposobem oddziatywania wybranych polimorfizmoéw gendéw CTLA-4, PTPN22
oraz INS niezwykle interesujgcym oraz stosunkowo mato zbadanym zagadnieniem pozostaje samodzielne,
jak i tgczne oddziatywanie tych czynnikéw genetycznych na funkcje resztkowg komérek B trzustki oraz
aktywnosé humoralnej odpowiedzi autoimmunologicznej u dzieci ze $wiezo rozpoznang T1DM, zaréwno w
momencie diagnozy, jak i w dalszym przebiegu choroby. Istotnym wydaje sie wykazanie ewentualnych
zwigzkow poszczegdlnych polimorfizmdw z pierwotng manifestacjg TIDM w postaci cukrzycowej kwasicy
ketonowej (DKA), ktéra uznawana jest za potencjalny ekwiwalent szczegdlnie gwattownego i nasilonego
procesu destrukcji komdrek B trzustki. Ocena oddziatywania wybranych polimorfizméw genéw CTLA-4,
PTPN22 oraz INS na dynamike zmian aktywnosci humoralnej odpowiedzi autoimmunologicznej, w
czasowej korelacji z trendem zmian resztkowej insulinosekrecji w pierwszym roku trwania T1DM,
pozostaje szczegdlnie istotnym zagadnieniem z uwagi na bezposrednie przetozenie obserwowanych
fluktuacji obu parametrow na przebieg kontroli metabolicznej choroby oraz fazy remisji TIDM. Waznym
aspektem w kontekscie ,fenomenu rozprzestrzeniania sie epitopdw” staje sie réwniez dokonanie oceny
wptywu badanych polimorfizmdw na rozwdj innych choréb autoimmunologicznych u pacjentéw ze swiezo
rozpoznang T1IDM w dalszym jej przebiegu.

Prospektywnym badaniem longitudinalnym objeto 147 dzieci (73 chtopcéw i 74 dziewczynki) ze swiezo
rozpoznang postacig autoimmunologiczng T1DM (dodatnie miano autoprzeciwciat przeciw
dekarboksylazie kwasu glutaminowego GAD i/lub przeciwinsulinowych IAA i/lub przeciw wyspom
trzustkowym ICA), stale zamieszkujacych na terenie wojewddztwa pomorskiego. Srednia wieku w badanej
populacji wynosita 8,91 + 4,52 lat.

U wszystkich pacjentéw przeprowadzono oznaczenia polimorfizmu ¢.49A>G genu CTLA-4, ¢.1858T>C
genu PTPN22 oraz 5’VNTR genu INS (analiza za pomocg polimorfizmu markerowego —23HphIA>T) z
wykorzystaniem metody PCR — RFLP oraz sekwencjonowania DNA (préby kontrolne oraz co 10 préba
badana — celem weryfikacji wynikdw metody PCR — RFLP). Ze wzgledu na ograniczenia prawne i etyczne,
grupe kontrolng do analizy poréwnawczej badan genetycznych stanowito 326 losowo wybranych
anonimowych prébek (wysuszonych plam krwi, ktére pozostaty po rutynowych badaniach przesiewowych
noworodkow), pochodzgcych z 19 miejscowosci wojewddztwa pomorskiego. Wyniki powyzszych oznaczen
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w grupie badanej i kontrolnej odniesiono rowniez do danych dotyczacych czestosci wystepowania
analizowanych polimorfizméw w obrebie rasy kaukaskiej, dostepnych w bazie National Center for
Biotechnology Information (NCBI). Estymacje wystepowania genotypow przeprowadzono w oparciu o
model Hardy’ego — Weinberga.

W grupie pacjentéw zakwalifikowanych do badania, w momencie diagnozy TIDM przeprowadzano
ocene stanu klinicznego pacjentéw zgodnie z wytycznymi ISPAD dotyczgcymi rozpoznania DKA. Oceniano
rowniez funkcje resztkowg komorek B trzustki (oznaczenia stezenia C-peptydu), aktywnos¢ humoralnej
odpowiedzi autoimmunologicznej (miano autoprzeciwciat GAD oraz IAA) oraz poziom hemoglobiny
glikowanej (HbA;.). Przeprowadzano réwniez badania przesiewowe w kierunku autoimmunologicznego
zapalenia tarczycy (AIT) (miano autoprzeciwciat przeciw peroksydazie tarczycowej TPO oraz przeciw
tyreoglobulinie TG) i celiakii (ChT) (miano autoprzeciwciat przeciw transglutaminazie tkankowej w klasie
IgA). Oceniano rowniez stopien edukacji pacjenta i jego opiekundéw na temat choroby za pomoca
autorskiego badania ankietowego, po zakoriczonym cyklu szkolen, prowadzonych przez edukatorow
diabetologicznych.

Wszyscy pacjenci zakwalifikowani do badania podlegali 12-miesiecznej obserwacji. W ramach wizyt
kontrolnych co 3 miesigce przeprowadzano oznaczenia C-peptydu oraz poziomu HbA4., co 6 miesiecy
dodatkowo oznaczenia miana autoprzeciwciat GAD oraz IAA, a takze ocene stopnia edukacji pacjenta i
jego opiekundéw na temat choroby (autorskie badanie ankietowe). Po 12 miesigcach choroby dodatkowo
powtarzano badania przesiewowe w kierunku AIT oraz ChT. Powyzsze wyniki badan analizowano w
potaczeniu z danymi antropometrycznymi, danymi dotyczgcymi rodzaju stosowanej insulinoterapii oraz
dobowego zapotrzebowania na insuline, ktére aktualizowano podczas kazdej wizyty kontrolnej.

W prezentowanym badaniu wykazano znamienne czestsze wystepowanie genotypow PTPN22
€.1858TT (p=0,037) oraz INS 5’VNTR klasy I/I (p=0,002) w grupie badanej w odniesieniu do populacji
kontrolnej. Jednoczesnie w przypadku polimorfizmu ¢.1858T>C genu PTPN22 stwierdzono istotne réznice
w dystrybucji poszczegdlnych genotypdw pomiedzy grupa kontrolng pochodzacg z terenéw wojewddztwa
pomorskiego a populacjg kaukaskg (p=0,01), z przesunieciem dystrybucji w kierunku genotypow
zwigzanych z podwyzszonym ryzykiem rozwoju T1IDM (allel PTPN22 ¢.1858T grupa kontrolna 21,12% vs
populacja kaukaska 12,0%). Ze wzgledu na liczebnosc¢ proby nie wykazano istotnej predylekcji do
wspoétwystepowania okreslonych par genotypdw analizowanych polimorfizmdéw w grupie badanej w
poréwnaniu z populacjg kontrolna.

U pacjentéw bedacych homozygotami PTPN22 ¢.1858CC (genotyp zwigzany z niskim ryzykiem rozwoju
T1DM) w pierwszym roku trwania choroby obserwowano szczegdlnie korzystng dynamike zmian funkcji
resztkowej komorek B trzustki, z wystepowaniem przedtuzonego okresu maksymalnej resztkowej
insulinosekrecji do 6 miesigca trwania TIDM. Z kolei analiza aktywnosci humoralnej odpowiedzi
autoimmunologicznej skierowanej przeciw natywnej insulinie (IAA), stanowigcej niekorzystny czynnik
prognostyczny, wykazata utrzymywanie sie istotnie wyzszych mian autoprzeciwciat IAA u pacjentéw
posiadajacych genotyp PTPN22 c.1858TT przez okres rocznej obserwacji.

W badanej populacji odsetek DKA w momencie rozpoznania TIDM wynosit 35,37% i utrzymywat sie na
dotychczas raportowanym poziomie (lata 1999-2005). Wiek pacjentow z rozpoznang DKA pozostawat
dyskretnie, ale znamiennie statystycznie nizszy (p=0,04; Srednia wieku: chorzy bez DKA 9,45 + 4,29 lat vs.
pacjenci z DKA 8,1 + 4,76 lat), a DKA istotnie czesciej wystepowata u chtopcéw (p=0,044). Jednoczesnie w
badanej populacji pte¢ i wiek pacjenta petnity funkcje istotnego moderatora zaleznosci pomiedzy
dystrybucja genotypdw analizowanych polimorfizméw a wystepowaniem DKA w okresie ujawniania sie
T1DM. U dziewczat posiadajgcych genotypy o podwyzszonym ryzyku rozwoju TIDM — CTLA-4 c.49GG+AG
lub INS 5’VNTR klasy I/1+1/11l, DKA wystepowata istotnie rzadziej niz u chtopcéw (p=0,027). Podobng
sytuacje obserwowano w przypadku genotypu PTPN22 c.1858CC zwigzanego z niskim ryzykiem rozwoju
T1DM (p=0,08). Natomiast genotypy PTPN22 c.1858TT+TC pozostawaty zwigzane z istotnie czestszym
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wystepowaniem DKA w mtodszych kategoriach wiekowych (wiek wczesnodzieciecy + przedszkolny
p=0,034).

Jednoczesnie w przypadku dwdch uktaddéw strukturalnych /polimorfizm ¢.1858T>C genu PTPN22 — DKA
W momencie rozpoznania TIDM — pteé pacjenta/ oraz /polimorfizm c.1858T>C genu PTPN22 — DKA w
momencie rozpoznania TIDM — wiek pacjenta/wykazano ich istotne modulujgce oddziatywanie na
dynamike przebiegu klinicznego choroby w pierwszym roku jej trwania.

Wsréd pacjentéw ze stwierdzong DKA w momencie diagnozy T1DM, u dziewczat o genotypach PTPN22
¢.1858TT+TC obserwowano mniej dekompensujgce oddziatywanie DKA na dynamike zaniku funkcji
resztkowej komérek B trzustki, jak réwniez wyréwnanie metaboliczne TIDM i przebieg fazy remisji w
poréwnaniu z chtopcami o tych samym uktadzie genetycznym. Z kolei u dziewczat bedacych
homozygotami CC istotnie rzadziej dochodzito do rozwoju DKA w okresie ujawniania sie TIDM, a
dynamika zaniku funkcji resztkowej komorek B trzustki, nawet w przypadku wystapienia DKA na poczatku
choroby, pozostawata szczegdlnie korzystna, przy jednoczesnie wysokim odsetku prawidtowej kontroli
metabolicznej choroby w pierwszym poétroczu choroby i stabilnym przebiegu fazy remisji.

WSsréd pacjentéw posiadajgcych genotypy PTPN22 ¢.1858TT+TC oraz nalezgcych do starszej grupy
wiekowej istotnie rzadziej odnotowywano wystepowanie DKA, a jej dekompensujace dziatanie na
kliniczny przebieg choroby byto stabsze w poréwnaniu z mtodszymi dzie¢mi o tym samym uktfadzie
genetycznym. Jednoczes$nie w starszej grupie wiekowej, pomimo rozwoju DKA i znacznych fluktuacji
poziomu C-peptydu, obserwowano znaczny odsetek chorych z prawidtowym wyréwnaniem
metabolicznym T1DM oraz dos¢ stabilnym przebiegiem fazy remisji. W mtodszej grupie wiekowej,
niezaleznie od genotypu polimorfizmu ¢.1858T>C genu PTPN22, stwierdzono szczegdlnie dekompensujgce
oddziatywanie DKA na dalszy przebieg kliniczny choroby.

W badanej populacji nie wykazano istotnych zaleznosci pomiedzy dystrybucjg poszczegdlnych
genotypdw analizowanych polimorfizmdéw a wystepowaniem dodatniego miana autoprzeciwciat TPO, TG
lub TGA IgA.

Podsumowujac, stwierdzona w grupie kontrolnej szczegdlnie wysoka czestos¢ wystepowania allelu
PTPN22 c.1858T, jak rowniez znaczacy odsetek schorzen z kregu autoimmunizacyjnych w rodzinach
badanych pacjentow moga wskazywac na wyjatkowa predyspozycje do rozwoju reakgcji
autoimmunologicznych wsréd oséb pochodzacych z regionu Pomorza. W swietle najnowszych danych z
piSmiennictwa, istotne zaleznosci pomiedzy zmiennymi tworzgcymi uktady strukturalne /polimorfizm
€.1858T>C genu PTPN22 — DKA w momencie rozpoznania T1IDM — pteé pacjenta/ oraz /polimorfizm
€.1858T>C genu PTPN22 — DKA w momencie rozpoznania TIDM — wiek pacjenta/, w potgczeniu ze
stwierdzonym ich modulujgcym oddziatywaniem na przebieg kliniczny choroby, pozwalajg wskazaé
splicingowe postaci fosfatazy tyrozynowej PTPN22 (Lyp) jako czynniki bezposrednio warunkujgce
obserwowane zmiany. Powyzsza hipoteza wymaga jednak przeprowadzenia dalszych badan. Jednoczesnie
uzasadnionym wydaje sie wprowadzenie oznaczen polimorfizmu ¢.1858T>C genu PTPN22 do panelu
badan diagnostycznych u pacjentow ze $wiezo rozpoznang autoimmunologiczng postacig T1IDM,
pochodzgcych z terendw wojewddztwa pomorskiego.
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Abstract

Type 1 diabetes (TIDM) is a specific type of autoimmune disorder, where autoreactive CD4" and CD8"
T lymphocytes cause selective destruction of pancreatic B-cells producing insulin. The autoimmune
reaction against 3 cells develops as the result of broadly-defined disturbances in the adaptive and
regulatory function of the immune system, strictly controlled by particular genes and modulated by exo-
and endogenous environmental influences. The major genes responsible for individual susceptibility to
autoimmune reactions development are HLA linked genes. There are several non-HLA loci associated with
T1DM susceptibility, which also play a substantial role in the pathomechanisms leading to autoimmune
reaction towards pancreatic B-cells. From these loci particularly TAIDM-predisposing genes are: INS, CTLA-
4, PTPN22 and their polymorphisms 5’'VNTR of INS gene, c.49A>G of CTLA-4 gene and ¢.1858T>C of
PTPN22 gene. The pathomechanisms of the above-mentioned polymorphisms leading to autoimmune
reaction development in TLDM pathogenesis are closed interrelated and may cause abnormalities in
thymic negative selection of T and B lymphocytes precursors (polymorphism c.1858T>C PTPN22), defects
in suppressing of T-cells activation (polymorphism c.49A>G CTLA-4) or in T, functions (polymorphisms
¢.49A>G CTLA-4 and ¢.1858T>C PTPN22), and presumably lead to altered B cells homeostasis
(polymorphism c.1858T>C PTPN22).

Because of the above-mentioned pathomechanisms of selected polymorphisms of CTLA-4, PTPN22
and INS genes, their independent and joint effects on residual B-cells function and activity of humoral
autoimmunity in children with the new T1DM onset, especially in the first year of disease, remain
interesting and not fully elucidated. Establishing possible association between selected polymorphisms
and DKA development as the first manifestation of TLDM, regarded to be an equivalent of particularly
violent and intensive B-cells destruction, would be also important. The evaluation of independent and
joint effects of selected polymorphisms on the dynamics of humoral autoimmunity activity in time
correlation with trends of residual B-cells function during the first year of TLDM would be significant
because of their direct transmission to changes in metabolic control of disease and also TIDM remission
phase course. Estimation of the association between effects of selected polymorphisms and other
autoimmune disorders development in children with newly diagnosed T1DM during further clinical course
of disease remains an important aspect, especially in the context of “the shared epitope hypothesis”.

The prospective, longitudinal study included 147 children (73 boys and 74 girls) with TIDM -
autoimmune subtype (positive titre of GAD and/or IAA and/or ICA autoantibodies), residing in the
Pomeranian region of Poland. Mean age in the study population was 8.91+4.52 yr.

In all patients the following gene polymorphisms were analysed: c.49A>G CTLA-4, c.1858T>C PTPN22
and 5'VNTR /NS (genotyping with the use of marker polymorphism —23Hph/A>T INS), using PCR-RFLP
method and DNA sequencing (controls and each 10" sample for countercheck of PCR-RFLP method
results). The control group for comparison analyses of genetic results was established from 326 random
anonymous samples (Guthrie cards, which remain after metabolic screening test of newborns), from 19
towns of the Pomeranian region of Poland, because of ethical limitations of establishing control groups
with children participation in case of genetic analyses. Results of genotyping from both, study and control
groups were compared with the data on the polymorphisms frequencies in Caucasian from the NCBI
database. Distribution of genotypes in study and control groups was consistent with Hardy — Weinberg
equilibrium.

In all classified children the following procedures were conducted during hospitalization in the time of
T1DM diagnosis: classification of the severity of DKA according to ISPAD guidelines, examination of
residual B-cells function (c-peptide level), activity of humoral autoimmunity (titre of GAD and/or IAA
and/or ICA autoantibodies), level of glycated hemoglobin (HbA,.), screening tests towards autoimmune
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thyroid disease (titre of TPO and TG autoantibodies) and celiac disease (titre of TGA IgA autoantibodies).
Patient and parent/guardian education on TIDM were evaluated by means of an authorial questionnaire,
after special training conducted by diabetic educators. Selected patients underwent a 12-month clinical
observation. Level of c-peptide and HbA;. were tested every 3 months, additionally titres of GAD and IAA
and patient education level on the disease were evaluated every 6 months. To complete the clinical
observation, after 12 months, screening tests towards autoimmune thyroid disease and celiac disease
were repeated. Results of all investigations were analysed in connection with anthropometric and
treatment data.

The statistical analyses were performed using R program version 2.15.2 (The R Foundation for
Statistical Computing, Austria).

In the study group the frequency of genotype PTPN22 ¢.1858CC and INS 5’VNTR class I/l was
significantly higher compared to control group (p=0.037 and p=0.002 respectively). In case of c.1858T>C
PTPN22 polymorphism significant differences between control group from the Pomeranian region of
Poland and Caucasian population (NCBI data), with the shift in genotypes towards T1DM-predisposing,
were found (p=0.01, frequency of the PTPN22 c.1858T-allele: control group 21.12% vs. Caucasian
population 12.0%). Because of patients number in both groups it was impossible to show some
predilection for concomitance of specific genotype pairs of selected polymorphisms between study and
control group.

In patients with PTPN22 c.1858CC genotype (genotype associated with low risk of TLDM development)
particularly favourable dynamics of residual B-cells function during the first year of disease was observed,
with prolonged time of maximum residual insulin secretion (up to 6" month of T1DM). On the other hand,
significantly higher titres of IAA among homozygotes PTPN22 ¢.1858CC during the whole observation
period were indicated. This is a poor prognostic factor in the clinical course of TLDM

The frequency of DKA at TAIDM diagnosis amounted to 35.37% and was stable in comparison with the
previous reported period (years 1999 — 2005). Patients with DKA were slightly, but statistically
significantly younger (p=0.04; mean age: group without DKA 9.45%4.29 yr. vs. patients with DKA 8.1+4.76
yr.). DKA occurred more frequent in boys (p=0.044). Simultaneously in the study group such factors as
gender and age were important and significant moderators of associations between genotypes of
selected polymorphisms distribution and DKA occurrence at TLDM diagnosis. DKA occurred less
frequently in girls with TIDM-predisposing genotypes like CTLA-4 c.49GG+AG or INS 5’VNTR class I/1+/Ill
(p=0.027). The same situation was observed in the case of genotype PTPN22 c.1858CC, which is
associated with lower T1DM susceptibility (p=0.08). On the other hand, TIDM-predisposing genotypes
PTPN22 c.1858TT+TC were related to significantly frequent occurrence of DKA in younger age group
(infants and preschool children) (p=0.034).

In the study group, in case of two structural models /c.1858T>C PTPN22 polymorphism — DKA at TIDM
diagnosis — patient gender/ and /c.1858T>C PTPN22 polymorphism — DKA at TIDM diagnosis — patient
age/, their significant regulatory effects on dynamics of TIDM course in the first year of disease were
observed.

In patients with DKA at T1IDM diagnosis, in girls with TIDM-predisposing genotypes PTPN22
¢.1858TT+TC, fewer worsening effects of DKA on dynamics of residual B-cells function, metabolic disease
control and course of TIDM remission phase were found. In case of girls carrying genotype PTPN22
¢.1858CC, DKA at the onset of the disease developed significantly less frequently. The dynamics of
residual B-cells function, even despite DKA presence at the beginning of disease, were particularly
favourable, with simultaneously observed high percentage of proper metabolic TIDM control during first
6 months of disease and stable remission phase.

In patients from older age groups, with TLDM-predisposing genotypes PTPN22 ¢.1858TT+TC, DKA was
also significantly less frequently observed and had fewer worsening effects on the clinical course of
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disease, than in the younger children with the same genotypes. In the older group, in spite of DKA
development and considerable fluctuation of c-peptide level, the percentage of patients with good
metabolic control was quite high and the course of remission phase remained quite stable. In children
from the younger age group the worsening effects of DKA were very strong and caused serious
deterioration of the clinical course of the disease, independent from the genotype of c.1858T>C PTPN22
polymorphism.

In the study group, despite high frequency of allele PTPN22 ¢.1858T and very high percentage of family
members, no significant association between distribution of analysed polymorphisms genotypes and
results of screening towards other autoimmune disorders was found.

In summary, the presented research demonstrated the genetic specificity of the Pomeranian region
population, with unusually high frequency of allele PTPN22 ¢.1858T in the control and also TIDM group. It
could indicate a specific predisposition of this population to autoimmune diseases development,
especially when high percentage of positive family anamnesis towards autoimmune disorders is
considered. The significant associations between factors forming two structural models and their
important regulatory influences on the course of disease could be explained by the impact of one of the
splice forms of tyrosine phosphatase PTPN22 — Lyp2, when the newest reports on pathomechanisms of
¢.1858T>C PTPN22 polymorphism are considered. The Lyp2 function could be impaired in case of allele
PTPN22 c.1858T occurrence and cause severe disturbances in main lymphocytes subpopulations
homeostasis. This hypothesis needs to be confirmed in further studies. In the Pomeranian region of
Poland the ¢.1858T>C PTPN22 polymorphism indications among patients with new T1DM onset should be
considered as a genetic screening for worse clinical course of disease.
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Aneksy

Aneks 1 Arkusz badania ankietowego oceniajacego poziom edukacji pacjenta
(chorzy >14 roku zycia) /opiekunéw chorego na temat T1DM ¥

OCENA STOPNIA EDUKACJI NA TEMAT CHOROBY U PACJENTOW (OPIEKUNOW PACJENTA) ZE
SWIEZO ROZPOZNANA CUKRZYCA TYPU 1

(ankieta przeznaczona dla rodzicéw dzieci chorych na cukrzyce typu 1 oraz dla pacjentéw powyzej
14 r.z. chorujacych na cukrzyce typu 1)

IMi€ i NAZWISKO CROTEEO ...couuiiieiiieiiticntrnnie st s sresrssans e snssnssnssssssnss s ssssns s sssnsssssssssns snsssasnssssssssesnssssans

Data Urodzenia ChOTEEO .......ccccceeriiciiniinerinniseesricnsisssssssssssnesnessssas sssasssssssssnesnssssasnsssssssnssnsssssssassassasssnessasns

Prosze o udzielenie odpowiedzi na wszystkie ponizsze pytania. Mozliwe jest udzielenie kilku
odpowiedzi na jedno pytanie. Prosze zaznaczyc te odpowiedzi, ktére uwazajg Parstwo za prawidfowe.

Pytanie 1

Cukrzyca typu 1:

to choroba przewlekta zwykle ujawniajgca sie w mtodym wieku (do 35. roku zycia)

to choroba wymagajgca podawania insuliny

U na poczatku choroby mozna zastosowac wytgcznie diete i wysitek fizyczny

przyczyng choroby jest uszkodzenie komadrek trzustki wytwarzajgcych insuline, a tym
samym catkowity zanik jej produkcji

O przyczyna choroby jest nadwaga i zwigzana z nig opornos¢ tkanek na insuline

Pytanie 2

Do objawow nie leczonej cukrzycy typu 1 zaliczamy:
utrate wagi

czestomocz

O zimne poty

pragnienie

suchos¢ ust

zmeczenie i narastajgcg sennosé

O drzenie

Pytanie 3

Faza remisji cukrzycy typu 1 to:

to podjecie przez trzustke ponownie produkcji insuliny, nastepujace po wyréwnaniu zaburzen
towarzyszacych okresowi ujawnienia sie cukrzycy

I zwykle trwa do 5 lat od momentu rozpoznania choroby

zwykle trwa do 3-6 miesiecy od momentu rozpoznania choroby

LI to okres zwiekszonego zapotrzebowania na insuline

to okres zmniejszonego zapotrzebowania na insuline

*) Znakiem »X” w arkuszu badania ankietowego oznaczono prawidtowe odpowiedzi.
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Pytanie 4

Do przewlektych powiktan cukrzycy naleza:
choroby sercowo - naczyniowe
choroby nerek

choroby oczu

X X X

choroby nowotworowe
uszkodzenia nerwow

X X

stopa cukrzycowa

Pytanie 5

Do chordéb czesto towarzyszgcych cukrzycy typu 1 naleza:
choroby skéry

infekcje, zwtaszcza infekcje grzybicze

choroby tarczycy

[ choroby nowotworowe

celiakia (nietolerancja glutenu)

LI choroby ptuc

Pytanie 6

Dieta a cukrzyca:

nalezy spozywac 4 — 6 matych positkow i przekasek dziennie

U nie ma konieczno$ci przestrzegania harmonogramu positkéw

1 wymiennik weglowodanowy (1 WW) okre$la taka ilo$¢é produktu spozywczego, ktéra zawiera 20 g
weglowodanéw

wymiennik weglowodanowy (1 WW) okresla takg ilos¢ produktu spozywczego, ktéra zawiera 10 g
weglowodanow

dla 0séb chorych na cukrzyce bezpieczniejsze jest spozywanie produktéw zawierajgcych cukry
ztozone (wolno wchtaniane weglowodany) np. ziemniaki, warzywa, ryz

Ll w diecie oséb chorych na cukrzyce powinny dominowa¢ produkty zawierajgce cukry proste (szybko
wchtaniane weglowodany) np. dzem, stodycze, soki owocowe

Pytanie 7

Woysitek fizyczny w cukrzycy:

powinien by¢ planowany po 1-2 godzinach od ostatniej przedpositkowej dawki insuliny i positku

O powoduje zmniejszone zuzycie glukozy bez zmian w zapotrzebowaniu na insuline

powoduje zwiekszone zuzycie glukozy bez zwiekszania zapotrzebowania na insuline

¢wiczenia fizyczne bez wystarczajacej ilosci insuliny w organizmie powodujg wzrost stezenia glukozy
we krwi

O powoduje konieczno$é zwiekszenia dawek insuliny przyjmowanych po wysitku
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Pytanie 8

Cwiczenia fizyczne mozna podejmowac gdy:

O poziom glikemii jest nizszy niz 90 — 110 mg/d|
poziom glikemii jest wyzszy niz 90 — 110 mg/d|I
poziom glikemii jest nizszy niz 270 — 290 mg/dI
U poziom glikemii jest wyzszy niz 270 — 290 mg/dI
LI poziom glikemii nie ma znaczenia

Pytanie 9

Insulina:

[l jest niezbednym do zycia hormonem wytwarzanym przez watrobe

jest niezbednym do zycia hormonem wytwarzanym przez trzustke

obniza stezenie glukozy we krwi

O podwyzsza stezenie glukozy w moczu

pobudza wytwarzanie ttuszczu z nadmiaru weglowodandw pochodzacych z pozywienia

Pytanie 10

Przy podawaniu insuliny nalezy pamietac:

o whiciu igty pod odpowiednim katem, aby unikng¢ podania insuliny domiesniowo, co moze
zaburzy¢ czas wchtaniania i dziatania insuliny

0 szybszym dziataniu insuliny wstrzyknietej w tkanke podskdrng brzucha w poréwnaniu z iniekcjami
w udo, posladek czy ramie

LI o szybszym dziataniu insuliny wstrzyknietej w tkanke podskérng ud, posladkéw czy ramion w
poréwnaniu z iniekcjami w brzuch

L1 o natychmiastowym wyciagnieciu igty po podaniu insuliny

Pytanie 11

Insuline nalezy przechowywac:

w lodéwce w temperaturze 4-8°C, a aktualnie uzywany pojemniczek w temperaturze pokojowej

L zawsze w lodéwce w temperaturze ponizej 2°C

LI w lodéwce w temperaturze 4-8°C, a aktualnie uzywany pojemniczek w temperaturze powyzej 25°C
W miejscu zacienionym, z dala od $wiatta stonecznego

Pytanie 12

Kwasica ketonowa:

spowodowana jest niedoborem insuliny, co powoduje utrzymywanie sie we krwi wysokich stezen
glukozy oraz produkcje zwigzkéw ketonowych, ktére pojawiajg sie w moczu

[l spowodowana jest nadmiarem insuliny, a tym samym utrzymywaniem sie we krwi niskich
poziomow cukru oraz zahamowaniem produkcji zwigzkéw ketonowych

U do jej objawéw naleza: uczucie gtodu, blado$¢, drzenia, zimne poty

do jej objawdw nalezg: nudnosci, wymioty, bdle brzucha, ciezki oddech




Aneksy | 215

Pytanie 13

Kwasica ketonowa moze rozwingc sie:

w czasie choréb o ostrym przebiegu, zwtaszcza z towarzyszacy gorgczka
[l w przypadku podania za duzej dawki insuliny

w przypadku pominiecia dawek insuliny

w okresie gwattownego wzrostu, w okresie dojrzewania

L w przypadku pominiecia naleznego positku

Pytanie 14

Obecnos¢ zwigzkdéw ketonowych za pomocg testéow paskowych nalezy zbadaé:

podczas ostrego stanu chorobowego np. przeziebienie z gorgczka

gdy stezenie glukozy we krwi jest wyzsze niz 230 — 250 mg/dl przez kilka godzin

LI gdy stezenie glukozy we krwi w pojedynczym pomiarze jest wyzsze niz 230 — 250 mg/d|l
[0 gdy stezenie glukozy we krwi w pojedynczym pomiarze jest nizsze niz 300 mg/d|

gdy wystepujg takie objawy jak: nudnosci, wymioty, bdle brzucha

Pytanie 15

Przy wysokim stezeniu glukozy we krwi i rosnacej ilosci zwigzkédw ketonowych w moczu nalezy:
poda¢ dodatkowa dawke insuliny

O zmniejszy¢ kolejng dawke insuliny

LI ograniczy¢ spozycie ptynéw

pi¢ wiecej ptynow

skontaktowac sie ze szpitalem

L1 przy wymiotach podaé leki przeciwwymiotne

Pytanie 16

Choroba a zapotrzebowanie na insuline:

O goraczka zmniejsza zapotrzebowanie na insuline

gorgczka zwieksza zapotrzebowanie na insuline

gorszy apetyt i mniejsza ilos¢ spozywanego pokarmu w czasie infekcji obniza zapotrzebowanie na
insuline

O niezyt zotagdkowo-jelitowy z wymiotami i biegunka zwieksza zapotrzebowanie na insuline

niezyt zotgdkowo-jelitowy z wymiotami i biegunkg zmniejsza zapotrzebowanie na insuline

Pytanie 17

Czynniki powodujgce hipoglikemie to:

L za niska dawka insuliny

zbyt wysoka dawka insuliny
pominiecie naleznego positku
spozycie mniejszej ilosci wymiennikéw
O spozycie wiekszej ilosci wymiennikéw
LI za mata aktywno$é fizyczna
intensywny wysitek fizyczny

spozycie alkoholu




Aneksy | 216

Pytanie 18

Do objawow hipoglikemii naleza:
uczucie zimna

U uczucie ciepta

pocenie sie

blados¢

drzenie

1 wysypka

cierpniecie ust, palcéw, jezyka
uczucie gtodu

L niepokdj, pobudzenie
zmeczenie

kotfatanie serca

O zwiekszone pragnienie

Pytanie 19

Szybkie przeciwdziatanie hipoglikemii polega na spozyciu:
L czekoladowego batonika

LI ciastka

soku

O lodow

tabletki glukozy (kostki cukru)

Pytanie 20

Glukagon stosujemy:

U zawsze w przypadku hipoglikemii

w przypadku ciezkiej hipoglikemii (drgawki, utrata przytomnosci)

w przypadku hipoglikemii, gdy chory nie jest w stanie przyja¢ pokarmoéw lub napojéw
wytgcznie domiesniowo

domiesniowo lub podskérnie

LI jeéli stan chorego po zastrzyku nie poprawi sie w ciggu 10 — 15 minut, nalezy poda¢ kolejny
zastrzyk glukagonu

jesli stan chorego po zastrzyku nie poprawi sie w ciggu 10 — 15 minut, nalezy wezwaé pogotowie

Pytanie 21

Do objawow hipoglikemii nocnej zaliczamy:
LI uczucie goraca

koszmarne sny

pocenie sie (mokre przescieradto)

I czeste oddawanie moczu w nocy
poranny bdl gtowy

poranne zmeczenie
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Pytanie 22

Nocna hipoglikemia wystepuje gdy:

dawka insuliny krotkodziatajgcej przed wieczornym positkiem byta za wysoka (hipoglikemia we
wczesnych godzinach nocnych)

dawka insuliny podana przed snem byta za wysoka (hipoglikemia okoto 2:00 w nocy)

positek wieczorny byt zbyt maty

positek wieczorny zawierat gtéwnie szybko wchtaniajgce sie sktadniki

Ll positek wieczorny zawierat gtéwnie wolno wchtaniajace sie skfadniki

LI po potudniu lub wieczorem nie byto zadnego intensywniejszego wysitku fizycznego

po potudniu lub wieczorem miat miejsce intensywny wysitek fizyczny i nie zmniejszono wieczornej
dawki insuliny

Pytanie 23

Kontrola poziomdw glikemii:

idealny poziom glikemii przed positkiem powinien wynosi¢ 70 — 110 mg/dl, a 1,5 godziny po positku
90-140 mg

U do zaakceptowania jest poziom glikemii przed positkiem w granicach 150 — 200 mg/dl,
a 1,5 godziny po positku 200 — 300 mg/d|I

do zaakceptowania jest poziom glikemii przed positkiem w granicach 110 — 145 mg/dl,
a 1,5 godziny po positku 145 — 180 mg/d|I

L poziom hemoglobiny glikowanej (HbA;.) odzwierciedla $redni poziom glukozy we krwi w okresie
ostatnich 2 — 3 tygodni

poziom hemoglobiny glikowanej (HbA,.) odzwierciedla sredni poziom glukozy we krwi w okresie
ostatnich 2 — 3 miesiecy

L1 poziom hemoglobiny glikowanej (HbA;.) odzwierciedla $redni poziom glukozy we krwi w okresie
ostatnich 6 miesiecy

Pytanie 24

Pielegnacja stdp u chorego na cukrzyce polega na:

unikaniu chodzenia boso

ogladaniu stdp raz lub dwa razy dziennie

codziennym myciu wodg z mydtem i doktadnym wycieraniu

obcinaniu paznokci prosto i niezbyt krotko

noszeniu wygodnego obuwia oraz przewiewnych skarpet/rajstop wykonanych z wtdkien
naturalnych

L1 smarowaniu mascia nattuszczajacy jakichkolwiek zmian na stopach (pecherz, modzel, wrastajacy
paznokieé, infekcja)

zgtoszeniu pojawienia sie jakichkolwiek zmian na stopach (pecherz, modzel, wrastajgcy paznokie¢,
infekcja) lekarzowi

L szczegdlna pielegnacja nie jest wymagana
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Aneks 2 Skala Tannera rozwoju ptciowego u dziewczat i chtopcéw (Goldbloom et al., 2012)

Rozwdj piersi u dziewczat (Thelarche)

Stadium zaawansowania

L Opis
rozwoju piersi

I nieznaczne uwypuklenie tylko brodawek sutkowych

stadium paczka; niewielkie uwypuklenie piersi i brodawki; powiekszenie

. otoczki brodawek sutkowych

dalsze powiekszanie sie brodawek sutkowych i otoczki, bez oddzielenia

1] ) ,
ich konturow

otoczki oraz brodawki sutkowe tworzg dodatkowe uwypuklenie (tzw.

\Y , , .. . L
wzgbrek wtdrny) powyzej poziomu piersi

stadium dojrzate; brodawki sutkowe cofaja sie, dopasowujac sie do

Vv o
ksztattu piersi

Rozwdj owlosienia tonowego u dziewczat (Pubarche)

Stadium zaawansowania

. .. Opis
rozwoju owlosienia tonowego

I brak owtosienia tonowego

nieznaczny wzrost dtugich, stabo zabarwionych, puszystych wtosow,
Il prostych lub tylko nieco krecacych sie, poczagtkowo wzdtuz warg
sromowych

wtosy sg znacznie ciemniejsze, grubsze i bardziej sie kreca; zaczynaja sie
rozrastaé na wzgoérku fonowym

dojrzate owtosienie, nieco ograniczone w stosunku do dorostego; wtosy
nie rozprzestrzeniajg sie na uda

Vv w petni rozwiniete dojrzate owtosienie, rozprzestrzenia sie na uda

Rozwdéj narzadéw ptciowych u chtopcéw (Genitalia)

Stadium zaawansowania
rozwoju meskich narzqgdow Opis
piciowych

| pracie, jadra i moszna wielkosci dzieciecej

rozpoczyna sie powiekszenie moszny i jader, pracie zazwyczaj nie

] . . . . .
powieksza sig; skéra moszny ciemnieje

dalsze powiekszanie sie jgder i moszny oraz powiekszanie sie pracia,

. przede wszystkim jego dtugosci

dalsze powiekszanie sie jgder i moszny oraz pracia, przede wszystkim

1% . L
jego szerokosci

\Y, dojrzaty wyglad i ksztatt meskich narzgddéw ptciowych

Rozwdj owlosienia tonowego u chtopcéw (Pubarche)

Stadium zaawansowania

. . Opis
rozwoju owlosienia fonowego

I brak owtosienia tonowego

nieznaczny wzrost dtugich, stabo zabarwionych, puszystych wtosow,

I prostych lub tylko nieco krecacych sie, poczagtkowo u podstawy pracia

wtosy sg znacznie ciemniejsze, grubsze i bardziej sie kreca; zaczynaja sie

1] , .
rozrastaé na wzgorku fonowym

dojrzate owtosienie, nieco ograniczone w stosunku do dorostego; wtosy

\Y . .
nie rozprzestrzeniaja sie na uda

Vv w petni rozwiniete dojrzate owtosienie, rozprzestrzenia sie na uda
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Aneks 3 Protokdt izolacji genomowego DNA z wykorzystaniem gotowych zestawéw Genomic
Midi AX (A&A Biotechnology, Polska) (Zr6dto: protokét zataczany do zestawodw przez
producenta)

Przygotowanie materiatu — liza komorek i denaturacja biatek

1. 2 mlkrwi przenie$é do probdéwki o pojemnosci 50 mli dodaé 2 ml Buforu Lizujacego L 1.4 oraz 50
ul Proteazy.

2. Catos¢ wymieszac i inkubowaé 20 minut w temperaturze 50°C.

3. Poinkubacji intensywnie worteksowac (wytrzasac) probke przez 20 sekund.

Izolacja DNA — usuwanie zanieczyszczen i wymywanie DNA z membran jonowymiennych

1. Przenies¢ mieszanine do kolumny (zawierajgcej membrany jonowymienne) umieszczonej w
probdwce 15 ml i cato$¢ wirowac w rotorze uchylnym przez 2 minuty przy 3 000 RPM (okoto
1500 x g).

2. Po przejsciu mieszaniny przez kolumne przeniesc jg do nowej probéwki 15 mli dodac 2,5 ml
Buforu Ptuczacego K2 i wirowac jak w punkcie powyze;j.

3. Powtdrnie ptukac przez dodanie do kolumny 2,5 ml Buforu Ptuczgcego K2 i wirowacd jak w
punkcie 1.

4. Przenies$¢ kolumne do nowej probéwki 15 ml i wymywac oczyszczone DNA przez dodanie 0,55 ml
Buforu Elucyjnego K3. Inkubowa¢ prébke 2 minuty w temperaturze pokojowej a nastepnie
wirowac 1 minute przy 3 000 RPM (okoto 1 500 x g).

5. Powtdrnie dodac 0,55 ml Buforu Elucyjnego K3 i wirowac jak w punkcie powyze;j.

Precypitacja alkoholowa — odsalanie i zageszczanie DNA

1. Przenies¢ eluat do probdéwki eppendorfa o pojemnosci 2 mli dodaé¢ 0,8 mlizopropanolu i catos¢
wymieszaé prze kilkukrotne odwracanie probdéwki.

Przy widocznym wyraZznym precypitacie DNA:
2. Wirowac probdwke 2 minuty przy maksymalnych obrotach (14 000 RPM czyli okoto 15 000 x g).
3. Ostroznie usungc supernatant a osad ptukac¢ przez dodanie 0,5 ml 70% etanolu.
4. Wirowac probowke 2 minuty przy maksymalnych obrotach (14 000 RPM czyli okoto 15 000 x g).
5. Ostroznie usunac supernatant a osad suszy¢ w temperaturze pokojowej przez odwrdcenie
probowki.

Przy braku wyrazZnie widocznego precypitatu DNA:

2. Przenie$¢ mieszanine do odpowiedniej probdwki wiréwkowej wytrzymujgcej wirowanie przy
14 000 RPM (okoto 15 000 x g) i wirowac prébke 15 minut przy obrotach 12 000 — 14 000 RPM
(okoto 11 000 — 15 000 x g).

3. Ostroznie usungc supernatant a osad ptukac¢ przez dodanie 0,5 ml 70% etanolu.

4. Wirowad probowke 5 minut przy maksymalnych obrotach (14 000 RPM czyli okoto 15 000 x g).

5. Ostroznie usungc supernatant a osad suszy¢ w temperaturze pokojowej przez odwrdcenie
probowki.

Rozpuszczanie osadu DNA

1. Osad rozpusci¢ poprzez dodanie odpowiedniej ilosci (100 pl) podwodjnie destylowanej wody
(ddH,0)

Wykorzystywany sprzet laboratoryjny i odczynniki

e zestawy do izolacji genomowego DNA Genomic Midi AX
e pipety Eppendorf Research

e probdéwki 50 ml

e cieplarka Heraeus

e worteks IKA typ TTS2

e wiréwka Eppendorf Centrifuge 5810R

e probdéwki eppendorf 2 ml zdnem stozkowym

e alkohol etylowy 96% CZDA




Aneksy | 220

Aneks 4 Klasyfikacja zmian w obrebie blony $luzowej jelita cienkiego w przebiegu celiakii
wedlug Marsha (WGO, 2012)

Stadium zaawansowania
zmian w obrebie bfony Opis
Sluzowej jelita cienkiego

przednaciekowy — prawidtowa budowa mikroskopowa btony sluzowej,

Typ 0 liczba limfocytéw srédnabtonkowych < 40/100 komérek nabtonkowych
zmiany naciekowe — zachowana prawidtowa struktura kosmkow i

Typ 1 wielkos¢ krypt, obecny naciek srédnabtonkowy ztozony z limfocytow
(> 40 limfocytow srédnabtonkowych/100 komdrek nabtonkowych)

Typ 2 hyperplastyczny — do zmian naciekowych dotaczajg sie hypertrofia krypt

Typ 3a destrukcyjny —tagodne skrécenie kosmkoéw i wydtuzenie krypt

Typ 3b destrukcyjny —znaczacy zanik kosmkéw i wzrost wysokosci krypt
destrukcyjny — ptaska btona sluzowa (bez kosmkdéw) i wzrost wysokosci

Typ 3c
krypt

Typ 4 hypoplastyczno — zanikowy — ptaska btona $luzowa z normalng

wysokoscig krypt oraz prawidtowa liczbg limfocytow




