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LISTA SKROTOW ZASTOSOWANYCH W PRACY

AHA/NHLBI — (z ang. American Heart Association/National Heart, Lung and Blood
Institute) Narodowy Instytut Serca, Ptuc 1 Krwi

BMI — (z ang. body mass index) wskaznik masy ciata

ChNS - choroba niedokrwienna serca

CI — (z ang. confidence interval) przedziat ufnosci

DBD - (z ang. DNA — binding domain) domena wigzagca DNA

DBP — (z ang. diastolic blood pressure) rozkurczowe ci$nienie tetnicze
E2 — 17p-estradiol

ER — (z ang. estrogene receptors) receptory estrogenowe

ERa — receptory estrogenowe alfa

ERP — receptory estrogenowe beta

FFA — (z ang. free fatty acids) wolne kwasy tluszczowe

IDF — (z ang. International Diabetes Federation ) Miedzynarodowa Federacja
Diabetologiczna

LBD — (z ang. ligand binding domain) domena wigzaca ligand
MAF — (z ang. Minor Allele Frequency) czgstos¢ allelu rzadszego

MRS - (z ang. Menopause Range Scale) formularz do oceny objawoéw wypadowych
menopauzy

NO - tlenek azotu

OM - ostatnia miesigczka

OR — (z ang. Odds Ratio) iloraz szans

PCR — (z ang. Polymerase Chain Reaction) reakcja tancuchowej polimerazy

SBP — (z ang. systolic blood pressure) skurczowe ci$nienie tetnicze

SNP — (z ang. single nucleotide polymorphism) polimorfizm pojedynczego nukleotydu

TOF MS — (z ang. Time Of Flight Mass Spectrometry ) wysokowydajna technologia
spektrometria mas oparta na pomiarze czasu przelotu jonow

Q1-Q3 — przedziat miedzykwartylowy
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1. WSTEP

1.1 ZESPOL. METABOLICZNY

Zespot metaboliczny (ZM) stanowi istotny problem wspotczesnej medycyny. Jego
wystgpowanie rosnie wraz z wiekiem 1 jest coraz czestsze, co wigze si¢ glownie
z rosngcg epidemig otylosci i1 siedzacym trybem zycia (Ford 1 wsp., 2008). Wedlug
analizy Trzeciego Narodowego Badania Zdrowia i Odzywienia (z ang. Third
National Health and Nutrition Examination) z lat 1988-1994 przeprowadzonego
w Stanach Zjednoczonych 23.7 % populacji w wieku powyzej 20 lat spetnialo
kryteria rozpoznania ZM (zgodnie z definicja ATP III), natomiast w grupie osob
w wieku 60-69 lat odsetek ten wynosit az 43.5 % (Ford 1 wsp., 2002). Analiza
kolejnego badania z lat 2003-2006 (z ang. 2003-2006 National Health and Nutrition
Examination Survey) wykazala, ze odsetek os6b po ukonczeniu 20 roku zycia
spetniajacych kryteria rozpoznania ZM (rowniez wedtug definicji ATP III) zwigkszyt
si¢ do 34.3 % (Ford 1 wsp., 2010). Z przeprowadzonego w 2002 roku badania
NATPOL PLUS wynika, ze kryteria rozpoznania ZM (wedlug definicji IDF)
spetnialo  w Polsce 26.2 % spoteczenstwa, czyli okolo 10 milionéw 0s6b
(Wyrzykowski 1 wsp., 2005a). W badaniu WOBASZ z 2005 roku wykazano, ze
kryteria rozpoznania ZM (wedtug definicji NCEP-ATP III z 2005 roku) spetiato
w Polsce 23 % mezczyzn 1 20 % kobiet w wieku 20-74 lat (Wyrzykowski 1 wsp.,
2005b).

ZM jest zbiorem czynnikow ryzyka sercowo-naczyniowego, takich jak: otylo$¢
centralna, podwyzszone stezenie triglicerydow, obnizone stezenie cholesterolu HDL,
nadci$nienie tetnicze (NT), podwyzszone stezenie glikemii na czczo. Czynniki te
prowadza do rozwoju cukrzycy typu 2 (T2DM) oraz choroby niedokrwiennej serca
(ChNS). Pacjenci spetniajacy kryteria ZM maja dwukrotnie wyzsze ryzyko
zachorowania na ChNS na przestrzeni 5 do 10 lat od jego rozpoznania niz osoby,
ktore nie spelniajg kryteriow jego rozpoznania. Ponadto u oséb z ZM ryzyko

zachorowania na T2DM wzrasta pigciokrotnie (Alberti i wsp., 2009).

Pierwsza definicje ZM zaproponowata Swiatowa Organizacja Zdrowia w 1998 roku.

Osoba spetniata kryteria ZM jesli wykazano u niej obecno$¢ insulinoopornos$ci oraz



dwoch dodatkowych cech sposrdd nastepujacych: otylos¢, NT, hipertriglicerydemia,
obnizenie stezenia cholesterolu HDL Ilub mikroalbuminuria. Pojecie
insulinoopornos$ci nie zostalo jednak doktadnie zdefiniowane (Balkau i Charles,
1999). Kolejna definicja ZM zostala zaproponowana w 2001 roku przez Program
Edukacji Cholesterolowej (z ang. National Cholesterol Education Program Adult
Treatment Panel 11l — ATP I1I), wedtug ktorej osoba spelnia kryteria rozpoznania ZM
jesli wystepuja u niej co najmniej trzy sposrod pigciu objawow: otylo§¢ brzuszna
(inaczej centralna), NT, hipertriglicerydemia, obnizone st¢zenie cholesterolu HDL,
podwyzszone stezenie glukozy we krwi (ten czynnik jest spelniony rowniez
w przypadku osob z nieprawidtowg tolerancja glukozy lub obecnoscia T2DM).
W tej definicji nie pojawia si¢ natomiast pojecie insulinooporno$ci, gdyz koreluje
ona z otyto$cig centralng. W 2005 roku Migdzynarodowa Federacja Diabetologiczna
(z ang. International Diabetes Federation - IDF) oraz Narodowy Instytut Serca,
Ptuc 1 Krwi - AHA/NHLBI) zaproponowali kolejne definicje ZM. IDF uznal otylos¢
centralng za kryterium niezbedne do rozpoznania ZM. Ponadto do rozpoznania
powinny by¢ spelione dodatkowo dwa z czterech kryteriow: obecno$¢ NT,
podwyzszone stezenie triglicerydow, obnizone stezenie cholesterolu HDL,
podwyzszony poziom glikemii. W definicji AHA/NHLBI natomiast otylo$¢
centralna nie stanowi czynnika niezbednego do rozpoznania ZM. Osoba spetnia
kryteria rozpoznania ZM gdy wystepuja u niej trzy sposrdd pieciu nastepujacych
cech: otyto$¢ brzuszna, obecnos¢ NT, hipertriglicerydemia, obnizone stezenie
cholesterolu HDL, podwyzszony poziom glikemii. Obie definicje rdéznig si¢
punktami odciecia definiujacymi otylo$¢ brzuszng. Wedtug definicji IDF punktem
odcigcia jest obwdd pasa rowny lub wigkszy niz 80 cm u kobiet i 94 cm u mezczyzn.
Natomiast wedlug AHA/NHLBI otyto$¢ brzuszng definiuje si¢ jako obwdd pasa
rowny lub wiekszy niz 88 cm u kobiet i 102 cm u me¢zczyzn. W 2012 roku
probowano ujednolici¢ obie definicje ZM 1 uznano, ze otylo$¢ centralna nie bedzie
warunkiem niezbednym do rozpoznania ZM. Nie osiagnieto jednak ostatecznego
porozumienia co do punktéw odcigcia definiujgcych otytos¢ brzuszng (Alberti i wsp,
2009).  Poréwnanie wszystkich proponowanych kryteriow rozpoznania ZM

przedstawia Tabela 1.



Tabela 1. Poréwnanie kryteriéw rozpoznania ZM proponowanych przez rézne towarzystwa

Insulinoopornos¢

Obecnos¢ co najmniej 2 z

5 kryteriéw:

Obwod pasa >80/88cm K,
>94/102 cm M

SBP >130 mmHg lub DBP
> 85 mmHg

Triglicerydy (TG >150
mg/dl)

Cholesterol HDL
<40 M/50 K mg/dl

Mikroalbuminuria

Pacjenci z DM2 nie sa

wykluczani

Obecnos¢ co najmniej 3 z 5

kryteriow:

Obwdd pasa >88cm K,
>102cm M

Triglicerydy (TG >150 mg/dl)

SBP >130 mmHg lub DBP

> 85 mmHg

Glukoza we krwi na czczo

>100 mg/dl*

Cholesterol HDL
<40 M/50 K mg/dl

*réwniez nieprawidtowa

glikemia na czczo 1 DM2

ZM zwigksza ryzyko DM2 i
CVD lub przyspiesza rozwoj

choroby. Pacjenci z DM2 nie

sa wykluczani

Obecnos¢ co najmniej 3 z 5

kryteriow:

Obwdd pasa >80cm K,
>94 M** (88 K,102 M)

Triglicerydy (TG >150
mg/dl)

SBP >130 mmHg lub DBP
> 85 mmHg

Glukoza we krwi na czczo

>100 mg/dl*

Cholesterol HDL
<40 M/50 K mg/dl

*rowniez nieprawidtowa

glikemia na czczo 1 DM2

**wartosci sg inne dla

réznych grup etnicznych

Pacjenci z DM2 nie sa

wykluczani



1.2 MENOPAUZA 1 ESTROGENY

Grupa oséb szczegdlnie narazonych na rozwdj ZM sa kobiety po menopauzie.
Menopauza nazywamy ostatnig fizjologiczng miesigczke w  zyciu kobiety.
Po wystgpieniu menopauzy w organizmie kobiety przestaja by¢ produkowane
estrogeny, ktore poza swoimi funkcjami rozrodczymi wywieraja takze wiele
korzystnych efektow metabolicznych. Wyniki szeregu badan dowodza, ze obnizaja
one stezenie aterogennych lipidow krwi, zwigkszaja wrazliwos$¢ tkanek na insuling,
zmniejszaja odkladanie si¢ trzewnej tkanki thuszczowej oraz maja korzystny wptyw
na gospodarke weglowodanowg (Gruber i wsp., 2002; Rachon i wsp., 2007;
Resanovic 1 wsp., 2013). Co wigcej, estrogeny korzystnie wplywaja na srodbtonek
naczyn oraz wywierajg dziatanie hipotensyjne (Mueck i Seeger, 2004). Spadek ilosci
estrogenow u kobiet po menopauzie powoduje zmniejszenie ilosci podskornej tkanki
thuszczowej 1 jednocze$nie wzrost objetosci tkanki ttuszczowej w okolicy brzucha
(Liu 1 Shi, 2014; Toth i wsp., 2001), ktéra wykazuje wigksza aktywnos¢ lipazy
lipoproteinowej. W konsekwencji z tkanki tluszczowej trzewnej uwalniane sa duze
ilosci wolnych kwasow thuszczowych (FFA) 1 glicerolu, ktére powoduja rozwoj
opornos$ci tkanek na insuling, tzn. zmniejszenie wrazliwo$ci tkanek i narzadow na
insuling. Wzrost insulinoopornosci powoduje wzmozong glukoneogeneze w watrobie
1 spadek wychwytu glukozy w miegs$niach szkieletowych (Boden, 2011; Sieminska,
2007). Estrogeny zatem maja wplyw na lipolize, lipogeneze, glukoneogeneze oraz
ilo$¢ przyjmowanego pokarmu, (schemat nr 1) (Foryst-Ludwig i Kintscher, 2010).
Nie dziwi wiec fakt, ze u kobiet po menopauzie obserwuje si¢ istotny wzrost
wystepowania nadwagi i otyto$ci a co za tym idzie wzrost insulinoopornosci tkanek,
ktora stanowi wazny czynnik ryzyka rozwoju choréb uktadu sercowo-naczyniowego
1 lezy u podstaw patogenezy ZM (Lizcano i Guzman, 2014; Mauvais-Jarvis, 2011;
Wietlisbach 1 wsp., 2013).
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Rycina 1. Metaboliczne wiasciwosci estrogenow

1.3 MOLEKULARNE MECHANIZMY ODDZIALYWANIA ESTROGENOW

Estrogeny oddziatuja na tkanki docelowe poprzez swoiste receptory (estrogen
receptors - ER). ER naleza do rodziny receptorow jadrowych o wilasciwosciach
czynnikow transkrypcyjnych. W ich budowie wyrézni¢ mozna kilka miejsc
aktywnych: domen¢ wiazaca DNA (z ang. DNA — binding domain — DBD)
o charakterystycznej budowie okreslanej jako palce cynkowe, domen¢ wiazaca
ligand (z ang. ligand binding domain - LBD) oraz regiony aktywujace i regulujace.
Gdy ER nie sg zwigzane z ligandem asocjuja z biatkami opiekunczymi, dzigki czemu
DBD jest zastonicta. Znane sg dwa typy ER: ERa i ERB. DBD wykazuje duze
podobienstwo w przypadku obu receptorow (95 % homologii), natomiast LBD
receptoréw istotnie si¢ roznig (30 % homologii) (Zhao 1 wsp., 2008).
W konsekwencji niektore ligandy wykazuja rézne powinowactwo do ER. Ligandem,
ktory wiaze si¢ najsilniej zarowno z ERa jak i ER jest 17B-estradiol (E2) (Gruber
i wsp, 2002). Potaczenie jadrowych (wewnatrzcytoplazmatycznych) ER ze
swoistymi ligandami prowadzi do ich dimeryzacji (homo- i heterodimeryzacji).

Kompleksy te nastgpnie tworza czynniki transkrypcyjne, ktore tacza sie
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z okreslonym rejonem DNA tzw. rejonem ERE (z ang. estrogen response element),
co skutkuje aktywacjg lub wyciszeniem ekspresji danego genu. Sygnalizacja na
drodze klasycznej trwa zazwyczaj kilka godzin (Foryst-Ludwig i1 Kintscher, 2010;
Lizcano i Guzman, 2014). Istnieje takze inny mechanizm oddziatywania estrogenow
na komorki poprzez tak zwane receptory zwigzane z biatkiem G30 (z ang. G protein-
coupled receptor, GPR3() obecne w blonie komoérkowej. Ich budowa strukturalna
rozni si¢ od budowy klasycznych ER (Revankar i wsp., 2005; Thomas 1 wsp., 2005).
Droga niegenomowa jest réwniez okreslana jako szybka, gdyz trwa zazwyczaj
sekundy lub minuty i1 prowadzi do uwolnienia tlenku azotu (NO) i jonoéw
wapniowych (Ca2+), co skutkuje aktywacja kinaz Ras/Raf/Mek/Erk (Banerjee
1 wsp., 2014; Foryst-Ludwig i Kintscher, 2010)

Gen kodujacy ludzkie ERa poloZony jest na dtugim ramieniu chromosomu 6 (locus:
6925.1) (Menasce 1 wsp., 1993), natomiast gen kodujacy ludzkie ERp zlokalizowano
na dlugim ramieniu chromosomu 14 (locus: 14q23-24) (Ge i wsp., 2014). Jest on
jednym z gendéw nalezacych do tak zwanej Genetycznej Mapy Otytosci u Ludzi
(z ang. Human Obesity Gene Map) (Rankinen 1 wsp., 2006). Wiadomo, ze geny
kodujace ER moga ro6zni¢ sie¢ sekwencja pod wzgledem pojedynczych nukleotydow.
Obecnie znanych jest kilkadziesigt polimorfizméw gendéw ER. Niektore z nich moga
wpltywaé zarowno na ekspresj¢ jak 1 wrazliwo$s¢ ER w obrebie okreslonych tkanek
1 narzagdow. Nie dziwi wiec fakt, ze wykazano istnienie zwigzku pomiedzy
wystepowaniem okre§lonych polimorfizméw genow ER a rozwojem réznych choréb
u kobiet po menopauzie np. raka sutka (Javed i wsp., 2011; Shin i wsp., 2003), raka
endometrium (Weiderpass 1 wsp., 2000), raka jajnika (Schiiler i wsp., 2014),
osteoporozy (Binh i wsp., 2006; Nam i1 wsp., 2005; Tsai 1 wsp., 2003) oraz depresji
(Kim i wsp., 2010).

1.4 PODSUMOWANIE I ZNACZENIE BADANIA

W ciagu najblizszych dziesigcioleci, ze wzgledu na wydluzenie $redniego czasu
zycia, liczba kobiet po menopauzie drastycznie wzrosnie (Rachon i wsp., 2004).
Ponadto wydluzenie wieku emerytalnego w Polsce sprawilo, ze kobiety po
menopauzie pozostaja aktywne zawodowo przez okres co najmniej 15 lat po jej

wystapieniu.  Dlatego poznanie zaréwno S$rodowiskowych jak i genetycznych
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czynnikéw predysponujagcych do rozwoju ZM moze stanowi¢ istotny element
prewencji T2DM oraz chordb ukladu sercowo-naczyniowego w tej populacji.
Dlatego tez, celem mojej pracy jest ocena zwigzku pomigdzy wystepowaniem
okreslonych polimorfizméw genéw ER (ERa 1 ERP) a rozwojem 1 wystepowaniem

poszczegolnych sktadowych ZM u kobiet po menopauzie.

Ponadto dzigki zastosowaniu innowacyjnej metody genotypowania wyniki
przeprowadzonych przeze mnie badan moga stanowi¢ podstawe identyfikacji
potencjalnego markera molekularnego (okreslone allele genu ER) predysponujacego
do rozwoju ZM wsrod kobiet po menopauzie. Znalezienie takiej zalezno$ci moze
przyczyni¢ si¢ do wdrozenia wczesnej profilaktyki rozwoju ZM, a co za tym idzie
zmniejszy¢ zachorowalno$¢ na T2DM i1 ChNS, ktoéra stanowi gldwna przyczyne

zgonow kobiet po menopauzie.
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2. CEL PRACY

Celem mojej pracy byto znalezienie odpowiedzi na nastgpujace pytania:

1. Czy posiadanie okreslonych genotypéw w miejscach polimorficznych gendéw
kodujacych ERa 1 ERP moze predysponowaé¢ do rozwoju ZM u kobiet po

menopauzie?

2. Czy istnieje zwigzek pomiedzy posiadaniem okreslonych genotypow
w miejscach polimorficznych genow kodujacych ER a wystgpowaniem

poszczegblnych sktadowych ZM?

Hipoteza badawcza:

Posiadanie okreslonych alleli w obrebie genow kodujgcych ER moze mie¢ zwiqzek

z wystepowaniem ZM i jego sktadowych u kobiet po menopauczie.
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3. MATERIAL I METODY BADAWCZE

3.1 MATERIAL BADAWCZY

W badaniu wzigto udziat 147 kobiet po menopauzie. Menopauza definiowana byta
jako brak miesigczki przez co najmniej 12 miesigcy, po wykluczeniu innych
potencjalnych przyczyn tego stanu. Wszystkie pacjentki byly mieszkankami
wojewddztwa pomorskiego 1 zostaly zachecone do wzigcia udziatu w badaniu przez
ogloszenia w internecie. Spotkania z pacjentkami odbywaty si¢ w gabinecie
konsultacyjnym Zaktadu Endokrynologii Klinicznej i Do$wiadczalnej w Instytucie
Medycyny Morskiej i Tropikalnej Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego przy
ul. Powstania Styczniowego 9B w Gdyni, gdzie byty rowniez konsultowane przez
internist¢-endokrynologa prof. dr. n. med. Dominika Rachonia. Uczestniczki zostaty
poinformowane o zatozeniach badania i wyrazily pisemng zgod¢ na wzigcie w nim
udziatu (wzér dokumentu z informacja o badaniu i1 pisemng zgoda pacjentki oraz
formularz badania zataczylam w Aneksie niniejszej rozprawy). Z kazda
z uczestniczek badania przeprowadzitam doktadny wywiad medyczny obejmujacy
miedzy innymi pytania o wiek pierwszej (PM) i ostatniej miesigczki (OM) oraz
choroby przewlekle i przyjmowane leki. W trakcie wizyty dokonatam pomiaru masy
1 skladu ciala (zawarto$¢ catkowitej tkanki tluszczowej i1 tkanki migsniowe;j),
pomiaru cisnienia te¢tniczego krwi oraz obwodu pasa. Nastepnie od kazdej
z pacjentek zostala pobrana krew zylna do probowek niezawierajacych
antykoagulantu (,,na skrzep”) celem oznaczen stgzenia glukozy, lipidow
(cholesterolu catkowitego, cholesterolu LDL, cholesterolu HDL, triglicerydow),
insuliny oraz biatka C-reaktywnego (CRP) i adiponektyny. Do drugiej probowki
pobrano krew zylng na EDTA, ktora zostata zamrozona w temperaturze - 70°C celem
izolacji DNA i identyfikacji wybranych polimorfizméw genéw ER. Badanie
uzyskato zgod¢ Niezaleznej Komisji Bioetycznej do Spraw Badan Naukowych przy
Gdanskim Uniwersytecie Medycznym (NKEBN/11/2011), ktorej kopi¢ zalaczylam

w Aneksie niniejszej rozprawy.
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3.2 METODY BADAWCZE

3.2.1 Analiza sktadu ciata

U kazdej z pacjentek przeprowadzitam analiz¢ sktadu ciata przy uzyciu analizatora
firmy TANITA, model BC 418 MA. Badanie wykorzystuje metod¢ bioimpedancji
elektrycznej, ktora opiera si¢ na zasadzie pomiaru roéznicy w przewodnictwie
elektrycznym tkanek roznigcych si¢ stopniem uwodnienia. Tkanka migsniowa, kosci
1 woda przewodzg elektryczno$¢ znacznie lepiej niz tkanka thuszczowa. Dzigki temu
metoda ta pozwala na nieinwazyjne i wzglednie wiarygodne oszacowanie sktadu
ciala. Wynik badania podaje nastgpujace parametry: mas¢ ciata (kg), zawartos§¢
catkowitej tkanki tluszczowej (%), mas¢ calkowitej tkanki tluszczowej (kg), 1los¢
bezttuszczowej masy ciata (kg), mas¢ tkanki migsniowej (kg), zawarto§¢ wody (%),

mas¢ wody (kg), mase kosci (kg).

3.2.2 Pomiar obwodu pasa

Obwod pasa byl mierzony na wysokos$ci grzebienia biodrowego na golej skorze, przy
uzyciu nierozciggliwej tasmy centymetrowej utozonej prostopadle do dlugiej osi

ciata, rownolegle do podtogi.

3.2.3 Pomiar cisnienia tetniczego

Cis$nienie te¢tnicze krwi bylo mierzone w pozycji siedzacej po kilkuminutowym
odpoczynku, najczesciej pod koniec trwania wizyty. Pomiaru ci$nienia tetniczego
krwi dokonywatam trzykrotnie przy uzyciu aparatu oscylometrycznego do mierzenia
cisnienia firmy OMRON M3. Do analizy badania przyjmowatam s$rednig warto$¢

z trzech pomiaréw.

3.2.4 Pobieranie krwi zylnej

Od kazdej z pacjentek pobrano na czczo z zyly tokciowej 10 ml krwi systemem

préozniowym do probéwek niezawierajacych antykoagulantu (,,na skrzep”) oraz 5 ml
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krwi do probowek zawierajacych EDTA. Pobrania krwi oraz badania profilu
lipidowego, poziomoéw glukozy, insuliny 1 CRP dokonywano w Laboratorium

Medycznym Bruss przy ul. Powstania Styczniowego 9B w Gdyni.

3.2.5 Uzyskiwanie surowic

Krew pobrang na skrzep wirowatam przez 15 minut przy predkosci
2500 obrotdw/min, nastgpnie surowice zbieralam 1 rozdzielatam po 500 ul do
probowek typu Eppendorf o pojemnosci 1.5 ml. Material przechowywatam

w temperaturze - 70°C w celu przeprowadzenia dalszych oznaczen.

3.2.6 Izolacja materiatu genetycznego

Genomowy DNA izolowatam z 1 ml krwi Zylnej pobranej do probéwki zawierajace;j
EDTA z wykorzystaniem komercyjnego zestawu ,Blood Mini” (A&A
Biotechnology, Gdansk, Polska). Do 1 ml krwi w probowce typu Eppendorf
o pojemnosci 2 ml dodawatam 500 pl roztworu lizujacego erytrocyty (LE),
mieszalam przez kilkukrotne odwrocenie probowki, a nastgpnie wirowatam przy
predkosci 12 000 obrotow/min. W kolejnym etapie zlewalam nadsacz, a do osadu
leukocytéw dodawatam 100 pl buforu Tris, 200 ul buforu lizujacego LT (bufor
zawierajacy sole chaotropowe 1 detergenty niejonowe) i 20 ul proteinazy K
w celu przeprowadzenia lizy komorek i degradacji bialek. Probki inkubowatam
20 minut w termobloku o temperaturze 37 °C. Nastgpnie probki przez 20 sekund
poddawatam intensywnemu wstrzgsaniu, nanositam na ,mini kolumne do
oczyszczania genomowego DNA” zawierajaca specjalne zloze krzemionkowe, ktore
wigze DNA i ufatwia usuwanie zanieczyszczen z materialu. Kolumny z nalozonymi
probkami wirowalam przez minutg przy predkosci 12 000 obrotéw/min. W dalszej
kolejnosci dodawatam dwukrotnie, w celu wyptukania zanieczyszczen, roztwor
phuczacy A1 (500 ul i 400 pl) i wirowatam przy predkosci 12 000 obrotow/min przez
I minute.  Minikolumny przenositam do nowej proboéwki typu Eppendorf
o pojemnos$ci 1.5 ml, dodawatam 200 pl buforu Tris (10mM Tris-HCI, pH=8.5)
w celu elucji materialu genetycznego ze zloza 1 inkubowatam przez 5 minut

w temperaturze pokojowej. Nastgpnie probki wirowalam przez minute przy
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predkosci 12 000 obrotow/min. Oczyszczone DNA przechowywatam do dalszych

analiz w temperaturze - 20°C.

3.2.7 Analiza wybranych polimorfizmdéw gendéw kodujqcych ER przy uzyciu
platformy Sequenom MassARRAY

Analiza wybranych polimorfizméw w obrebie genéw kodujacych ERa 1 ER zostata
wykonana przy uzyciu aparatury MassARRAY firmy Agena Biosciences
udostgpnionej przez Zaklad Diagnostyki Molekularnej Katedry Biotechnologii
Migdzyuczelnianego ~ Wydzialu  Biotechnologii ~ Uniwersytetu  Gdanskiego
1 Gdanskiego  Uniwersytetu = Medycznego, ktoérego  kierownikiem  jest
prof. dr hab. Krzysztof Bielawski. System MassARRAY opatentowany przez firm¢
Agena Biosciences (dawniej SEQUENOM) jest platforma do analizy DNA i RNA
wykorzystujaca wysokowydajng technologie spektrometrii mas oparta na pomiarze
czasu przelotu jonow (TOF MS, z ang. Time Of Flight Mass Spectrometry). System
pozwala na skuteczne i1 precyzyjne pomiary iloSci materiatu genetycznego i1 jego
zmienno$ci. Badanie polimorfizméw pojedynczego nukleotydu z wykorzystaniem
platformy MassARRAY sktada si¢ z reakcji tancuchowej polimerazy (PCR, z ang.
Polimerase Chain Reaction) 1 reakcji wydluzenia startera o jeden nukleotyd (tzw.
reakcja iIPLEX) wraz z detekcjg polimorfizméw na spektrometrze mas typu MALDI-
TOF. Schematyczny przebieg badania przedstawia Rycina 2.  Badania
polimorfizméw przeprowadzone w ramach niniejszej pracy prowadzone byly
w oparciu o kompletny zestaw odczynnikéw iPLEX Gold, dostarczonych przez firme

Agena Biosciences.
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Tabela 2. Sekwencje starteréw uzytych do powielenia w drodze PCR wybranych fragmentéw

genow kodujgcych ERa i ERpB

Nazwa

polimorfizmu

Starter przedni

Starter wsteczny

rs2175898

ACGTTGGATGCTTCACAGTTTGCAAAGCTC

ACGTTGGATGAGCATGGCATGTGTCAACAG

rs1256049

ACGTTGGATGTAACACCTCCATCCAACAGC

ACGTTGGATGTCTCACCGCCTCTTGCTTTC

rs12664989

ACGTTGGATGCCAAGAGAAATTGTGTCAGG

ACGTTGGATGACAGGCTTTCCTCTGCTATG

rs7774230

ACGTTGGATGAACATGAATGTCCATCTGGC

ACGTTGGATGTTCCACTAGCTGGATCTCTG

rs1709183

ACGTTGGATGAGTGTAAGGCAGGACAAGAC

ACGTTGGATGGATGAAATGCACAGTCCAAC

rs4986938

ACGTTGGATGTGAGGTGAACTGGCCCACA

ACGTTGGATGACAGCAGAAAGATGAAGCCC

rs9322331

ACGTTGGATGAGAAGGCCTCGTGTAGACTG

ACGTTGGATGCCTCTAGTTTCCTTCTTGGC

rs944050

ACGTTGGATGTAGACTGGCTCTGAGCAAAG

ACGTTGGATGTTGAGCAGATGTTCCATGCC

rs9340799

ACGTTGGATGTTAGAGACCAATGCTCATCC

ACGTTGGATGCATCAGTTCATCTGAGTTCC

rs1255998

ACGTTGGATGCAGTTCCTAACCTGCATCTG

ACGTTGGATGTTTCCCCTGAGGTTTGTGCT

rs2234693

ACGTTGGATGTTAGAGACCAATGCTCATCC

ACGTTGGATGCATCAGTTCATCTGAGTTCC

rs2987983

ACGTTGGATGTGTGGTCACAATTCAGGTAG

ACGTTGGATGCCCAGAGATGGAAACTTTGC

rs1709181

ACGTTGGATGAGCTACTGACAACAGTTCTC

ACGTTGGATGCATGGTTCGTGGCCTAATTC

rs6902771

ACGTTGGATGTGGAAATTGTGGTAAGTGCC

ACGTTGGATGCCCTCATCAAATCAAGTCCC

rs1887944

ACGTTGGATGGTGTATTGTTCTGTTTTCCC

ACGTTGGATGGGAAAGCTGCTAGAGTTTAC

rs712221

ACGTTGGATGAGGCATGCTATCTTGCATAC

ACGTTGGATGGGAAGGGTCAGAAAAACAGG

rs3020450

ACGTTGGATGTCAACCTAACCTTGTGGCTG

ACGTTGGATGGTGCGCTAGTTTCCTTGTGT

rs3020449

ACGTTGGATGGATCAGTAGTCTTCAGGAAC

ACGTTGGATGACTCCGGTTGGTCTTAATGC

rs827417

ACGTTGGATGAGGTAATGAGCATAGTACCC

ACGTTGGATGTGCATTGAGCCGAGATCAAG
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Reakcja PCR zachodzi standardowo w trzech etapach. W pierwszym etapie
dochodzi do wstepnej denaturacji genomowego DNA. W drugim etapie nastepuje
wielokrotne powielenie badanego fragmentu DNA, obejmujace procesy wlasciwej
denaturacji (rozplecenia nici) w temp. 94 °C, przylaczania starterow w temp. 56 °C
do nici matrycowych oraz wydluzenia nowo powstatych nici przez polimeraze DNA
w temp. 72 °C. Sekwencje starteréw do reakcji PCR przedstawitam w Tabeli 2.
Trzeci etap obejmuje koncowe wydluzanie nici w temperaturze 72°C. Nastgpnie
material pozostaje w temperaturze 4°C. Etapy reakcji przedstawitam w Tabeli 3.

Sktad mieszaniny reakcyjnej przedstawia Tabela 4.

Tabela 3. Etapy PCR

Etapy reakc;ji Temperatura Czas trwania procesow
| ETAP 95°C 2 min.
95°C 30 sek
I ETAP
o ) 56°C 30 sek
(obejmuje 45 cykli)
72°C 1 min.
[l ETAP 72°C 5 min.
koniec reakcji 4°C

Po PCR przy uzyciu mieszaniny SAP (ang. Shrimp Alkaline Phosphatase)
zawierajace] alkaliczng fosfataz¢ usuwane sg wszystkie pozostate po reakcji wolne
deoksynukleotydy mogace mie¢ wpltyw na dalszy etap eksperymentu. Do 5 ul
uzyskanego produktu PCR dodaje si¢ 2 ul mieszaniny SAP, delikatnie miesza
probéwki, nastepnie inkubuje w termocyklerze przez 40 minut w temperaturze
37 °C, kolejne 5 minut w temperaturze 85 °C, nastepnie pozostawia si¢ probki

w temperaturze 4 °C. Sktad mieszaniny SAP przedstawia Tabela 5.
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Tabela 4. Sktad mieszaniny reakcyjnej do PCR z wykorzystaniem platformy Sequenom
MassARRAY

Odczynnik Stezenie w 5 pL llos¢  potrzebna

na 1 reakcje

Woda sterylna 0.80pL
Bufor PCR (10x) 1x 0.5uL
MgCl, (25mM) 2mM 0,4pL
Troéjfosforany deoksynukleotydéw | 500uM 0.100pL

(dNTP) (25mM)

Startery (500nM kazdy) (Sigma, | 100nM 1.000uL
Niemcy)

DNA genomowe (5-10ng/uL) 5-10ng/rxn 2.000uL
Polimeraza PCR Enzyme (SU/ pL) | 1U/rxn 0.200uL
SUMA 5.000uL

Tabela 5. Sktad mieszaniny reakcyjnej SAP w badaniu z wykorzystaniem platformy
Sequenom MassARRAY

Odczynnik llos¢ potrzebna na 1 reakcje
Woda sterylna 1.530uL
Bufor SAP (10x) 0.170uL
Enzym SAP (1,7U/uL) 0.300uL
SUMA 2.000pL
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W reakcji iPLEX startery komplementarne do sekwencji DNA bezposrednio
sasiadujgcych z analizowanymi miejscami polimorficznymi sa wydtuzane o jeden
nukleotyd z wykorzystaniem dideoksynukleotydow koncowych odpowiednio
zmodyfikowanych pod wzgledem masy czasteczkowej. Dideoksynukleotydy uzyte
do reakcji wydluzania przedstawia Tabela 6. Etap ten rozpoczyna si¢ od
przygotowania mieszaniny iPLEX.  Sklad mieszaniny przedstawia Tabela 7.
Nastepnie proby nalezy wymieszac 1 przeprowadzi¢ reakcje iPLEX, ktora sktada sie¢
z 200 krotkich cykli (2 przebiegi, jeden sktadajacy si¢ z 40 cykli, wewnatrz ktorego
jest przebieg sktadajacy si¢ z 5 cykli). Probki ulegaja denaturacji w 94 °C. Nastepuje
rozplecenie nici DNA (5 sekund w 62 °C) i ich wydluzenie (5 sekund w 80 °C).
Proces rozplatania i wydluzenia jest powtarzany jeszcze 4-krotnie. W dalszej
kolejnosci ponownie nastepuje 5 sekundowa denaturacja w 94 °C i ponownie 5 cykli
rozplatania 1 wydtuzenia nici. Koncowe wydluzanie nici nastgpuje w temperaturze
72 °C (3 minuty). Nastepnie proby sa ochtadzane do 4 °C. Schemat reakcji iPLEX

jest przedstawiony na Rycinie 3.
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Tabela 6. Dideoksynukleotydy wykorzystane do etapu wydtuzania w reakcji iPLEX oraz ich

stezenie uzyte w reakcji. W sekwencji nukleotydow matymi literami oznaczytam

niespecyficzne zasady dodane w celu ,zbilanoswania masy”

Nazwa L . Stei_enie - [UM]
polimorfizmu Sekwencje dideoksynukleotydow \c/jv mieszaninie .star_terow
o etapu wydtuzania

rs2175898 TTGCCTTCTCTCCCCG 7
rs1256049 GCTCTCCAAGAGCCGT 7
rs12664989 AGGTGGACATCAGGTAG 7
rs7774230 ctATCTGGCATTCCCCAG 7
rs1709183 GACTTCTGTTCCCTTGTAT 9.3
rs4986938 gGGCCCACAGAGGTCACAG 9.3
rs9322331 gGTAGACTGAAGGGCATGG 9.3
rs944050 gaAGCACCTTTTTGTCCCCG 9.3
rs9340799 tcctATGCTCATCCCAACTCT 9.3
rs1255998 cccaaTGCATCTGTTGGCAGG 11.6
rs2234693 ACAGAGACAAAGCATAAAACG 11.6
rs2987983 CAGGTAGAATTGGAATAATCAT 11.6
rs1709181 ACTGACAACAGTTCTCTATGAAG 11.6
rs6902771 AGTATAGGGAATTTTGAGTGTAT 11.6
rs1887944 CCCTAATAAACAGAAATAATGGCG 14
rs712221 gAGAAAGGAAAAAGGAAAAGTTAT 14
rs3020450 ggatAAGAGAGCCCAGGATTTCTAT 14
rs3020449 cTTCTCAAGGAAATTTTAGCAAATCT 14
rs827417 gcGTTTTTTGTTTTCTTTGTTTTTTTT 28

23



Tabela 7. Sktad mieszaniny reakcyjnej w reakcji iPLEX z wykorzystaniem platformy
Sequenom MassARRAY

llos¢ potrzebna na
Odczynnik Stezenie w 9 pL ]
1 reakcje
Woda sterylna 0.619uL
Bufor iPLEX (10x) 0.222X 0.200uL
Mieszanina iPLEX 1X 0.200uL
Mieszanina starterow do reakcji | 0.73uM, 0.97uM, 0.940uL
wydtuzania (7uM, 9.3uM, 11.6uM, | 1.21uM, 1.46uM,
14uM, 28uM) 2.92uM
Enzym iPLEX 1X 0.041pL
SUMA 2.000pL
94°C przez 30s
94°C przez 5s
52°C przez 55 | 40 cykli
5 cykli
80°Cprzez5s |

72°C przez 30min

4°C

Rycina 3. Schemat reakcji iPLEX w badaniu z wykorzystaniem platformy Sequenom
MassARRAY

Produkty reakcji iPLEX s3a oczyszczane 2z pozostalosci soli na zlozu
jonowymiennym, nanoszone na czip pomiarowy SpectroCHIP z Agena Biosciences
w objetosciach 8-16 nl za pomocg urzadzenia MassARRAY Nanodispenser RS1000
(Agena Biosciences). Pomiar widm masowych z czipu prowadzony jest

w urzadzeniu MassARRAY Analyzer 4 (Agena Biosciences).
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W kolejnym etapie dochodzi do desorpcji laserowej matrycy znajdujacej si¢ na
czipie, z ktora zwigzane jest badane DNA (MALDIL, z ang. Matrix-Assisted
LaserDesorption/lonization). Nastepnie dziala analizator czasu przelotu
(TOF, z ang. Time of Flight Analyser). = W spektrometrze do analizatora
wprowadzana jest wigzka jonow. Jony charakteryzujg si¢ roznymi stosunkami masy
do tadunku, w zwigzku z czym poruszajg si¢ z r6zng predkoscig (czym wigkszy jest
stosunek masy do tadunku tym wolniej poruszaja si¢ analizowane jony) i po
przebyciu pewnej drogi w przestrzeni docieraja do detektora z opo6znieniem
zaleznym od tej predkosci. Nastepnie odpowiedni uktad elektroniczny przelicza
zmierzony czas przelotu na stosunek masy do tadunku identyfikujac mase¢ danego

fragmentu w czasie rzeczywistym.

Analize uzyskanych widm masowych prowadzitam z wykorzystaniem
oprogramowania Typer4 (Agena Biosceinces), co pozwolilo na okreslenie
genotypow analizowanych loci. Rycina 4 przedstawia przyktadowy obraz widma dla
wszystkich 19  polimorfizméw, natomiast Rycina5 przedstawia wybrany

polimorfizm w trzech wariantach genotypowych.
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Rycina 4. Przyktadowy obraz widma dla 19 wybranych polimorfizmow
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Rycina 5. Polimorfizm rs7774230 w wariantach genotypowych: CT, Coraz T

3.2.8 Pomiar stezenia adiponektyny w surowicy badanych kobiet

Stezenie adiponektyny w surowicy pacjentek bylo mierzone z wykorzystaniem
komercyjnego zestawu immunoenzymatycznego (ELISA) (R&D Systems). Test
opiera si¢ na wykorzystaniu przeciwcial monoklonalnych skierowanych przeciw
domenie globularnej adiponektyny. Na optaszczong przeciwciatami 96-dotkowa
ptytke naklada si¢ w podwojnych powtdrzeniach standardy zawierajagce znane ilo$ci
rekombinowanego biatka w ilo$ci kolejno: 250 ng/ml, 125 ng/ml, 62.5 ng/ml,
31.2 ng/ml, 15.6 ng/ml, 7.8 ng/ml, 3.9 ng/ml, ,standard zerowy” oraz analizowane
probki surowicy rozcienczone w stosunku 1:100. Plytke inkubuje si¢ 2 godziny

w temperaturze pokojowej, a nastgpnie trzykrotnie plucze dotki uprzednio
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przygotowanym ,.buforem ptuczacym”. Nastepnie na ptytke dodaje si¢ 200 pl
przeciwcial monoklonalnych 1 inkubuje kolejne 2 godziny w temperaturze
pokojowej. Nastepnie po raz kolejny trzykrotnie plucze si¢ ,,buforem pluczacym”
1 dodaje po 200 pl substratu dla enzymu. Po 30-minutowej inkubacji w temperaturze
pokojowej dodaje si¢ po 50 pl roztworu zatrzymujacego reakcje enzymatyczng
1 mierzy warto$¢ absorbancji w czytniku ptytek przy dtugosci fali réwnej 450 nm.
Krzywa wzorcowa dla uzytych stezen standardéw oraz analiz¢ danych (przeliczenie
zmierzonych wartosci absorbancji na st¢zenie biatka z uwzglednieniem wyjsciowego
rozcienczenia surowicy) przeprowadza si¢ przy uzyciu oprogramowania dotgczonego

do czytnika absorbancji ptytek 96-dotkowych.

3.2.9 Analiza objawéw wypadowych przy uzyciu polskiej wersji formularza

MRS (z ang. Menopause Range Scale)

Formularz MRS (dotaczony do Aneksu niniejszej rozprawy) jest uzywany w celu
uzyskania  subiektywnej]  oceny  nat¢zenia  objawOw  hipoestrogenemii
pomenopauzalnej (,,objawow wypadowych”). Wypehienie go polega na
zaznaczeniu czy dany objaw wystepuje 1 jak bardzo jest nasilony (0 — brak,
1 — stopniu tagodnym, 2 — umiarkowanym, 3 — powaznym, 4 — bardzo powaznym).
Ocenia si¢ trzy rodzaje objawdéw: psychologiczne (0-16 punktéw), somatyczne (0-16
punktow) oraz zwigzane z ukladem moczowo-piciowym (0-12 punktéw). W sumie
mozna uzyska¢ od 0 do 44 punktow. Im wyzszy wynik koncowy, tym wigksze

nasilenie objawow wypadowych (hipoestrogenemii).

3.2.10 Analiza statystyczna wynikow

Do analizy statystycznej uzyskanych wynikéw postuzytam si¢ programem
STATISTICA wersja 8. Testowanie normalnosci rozktadu badanych zmiennych
przeprowadzitam przy uzyciu testu Shapiro-Wilka. Zmienne spetniajace zalozenie
normalnosci rozkladu przedstawitam w postaci $redniej arytmetycznej oraz
odchylenia standardowego (SD). Zmienne niespelniajace zalozenia normalnosci

rozktadu przedstawitam w postaci mediany 1 rozstgpu miedzykwartylowego (Q1—
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Q3). Przed przeprowadzeniem parametyrcznych testow statystycznych zmienne
niespeiniajgce  zatozenia normalnosci rozkladu poddawatam transformacji
logarytmicznej. W przypadku nieuzyskania ,,normalizacji rozktadu” do dalszej ich

analizy postuzylam si¢ testami nieparametrycznymi.
Zastosowatam nastepujace testy:

- porownywanie dwoch grup zmiennych niezaleznych: test t-studenta dla prob

niezaleznych lub jego ,,nieparametryczny odpowiednik™ test U Manna-Whitneya;

- poréwnywanie trzech grup zmiennych niezaleznych: test analizy wariancji
(ANOVA) lub jego odpowiednik: test Kruskala-Wallisa. W przypadku wykazania
roznic w obrebie testu ANOVA: test post-hoc NIR (najmniejszych istotnych réznic).
W przypadku wykazania ré6znic w obrgbie testu Kruskala-Wallisa: test U Manna-

Whitneya z poprawka Bonferroniego;

- korelowanie zmiennych: test korelacji Pearsona lub jego ,nieparametryczny

odpowiednik” test korelacji Spearmana;

- pordwnanie czgstosci wystepowania okreslonej cechy w niezaleznych grupach: test

chi-kwadrat;

- obliczenie ilorazu szans (OR) oraz 95% przedziat ufnosci (95%CI): test regresji

logistycznej.

We wszystkich analizach za znamienng statystycznie przyjetam wartos¢ P <0.05.
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4. WYNIKI

41 CZESTOSC WYSTEPOWANIA ZM I JEGO SKEADOWYCH WSROD
BADANYCH KOBIET

4.1.1 Charakterystyka badanych kobiet

Sredni wiek uczestniczek badania wynosit 57 + 6 lat (mediana: 57 lat; min-max: 47 —
80 lat). Srednia masa ciala wszystkich badanych kobiet wynosita 72 +11.9 kg
(mediana: 69.6 kg; min-max: 49.8 — 121.7 kg), a $rednia wartos¢ BMI catej badane;j
populacji wyniosta 27.0£4.3 (mediana: 26.4; min-max: 19.1 — 38.9). Niecate
czterdzie$ci procent kobiet (36 %, n=53) miato prawidlowy wskaznik masy ciata
(BMI 18.5 —24.9), 43 % (n=64) miato nadwage (BMI 25 —-29.9), a 20 % (n=30)
otytos¢ (BMI>30). Wigkszo$¢ badanych kobiet (88 %, n=129) miala otylos§¢
brzuszng definiowang jako obwdd pasa >80 cm. Charakterystyke badanej grupy

przedstawia Tabela 8.

Tabela 8. Charakterystyka badanych kobiet (n=147)

Wartos$¢ érednia = SD Mediana (Q1 — Q3)
Wiek (lata) 58+ 6 57 (53 — 62)
Wiek menopauzy (lata) 50+ 3 50 (48 — 52)
Masa ciata (kg) 72.0+11.9 69.6 (63.4 —78.2)
Obwdéd pasa (cm) 94.8 £ 10.9 93.0 (87.0 — 100.5)
BMI 27.0+4.3 26.4 (23.9 - 29.3)

4.1.2 Czestos¢ wystepowania ZM w badanej grupie kobiet

Ponad potowa badanych kobiet (52 %, n=76) spekniata kryteria rozpoznania ZM.
Ponad potowa z nich (54 %, n=41) spetniata 3 z 5 kryteriow, 30 % (n=23) cztery,
a 16 % (n=12) wszystkie pig¢. Wyniki te przedstawia Wykres 1. Charakterystyke
kobiet z rozpoznanym ZM oraz tych, ktore nie spetniaty kryteridéw jego rozpoznania

prezentuje Tabela 9.
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Wykres 1. llo$¢ sktadowych ZM wsréd kobiet spetniajgcych jego kryteria (n=76)

Tabela 9. Charakterystyka kliniczna kobiet spetniajgcych i niespetniajgcych kryteriéw

rozpoznania ZM

Kobiety spetniajgce Kobiety niespetniajgce
kryteria r<Z)§/|poznania kryteriow ;clﬁpoznania Wartosé P
N=76 N=71

Wiek (lata) 58 (53 - 63) 57 (63.5-61) 0.644
Masa ciata (kg) 71.4 (65.9 — 81.35) 67.6 (62.4 — 76.8) 0.005
Obwdéd pasa (cm) 97 (89 — 103.5) 92 (84.5-97) 0.001
BMI 27.3 (24.8-31.2) 25.4 (23 - 28.3) <0.001
Cholesterol calkowity | 511 (184 — 245) 220 (202 — 247) 0.295
(mg/dl)
Cholesterol LDL (mg/dl) 127 (103 — 159) 135 (115 -161) 0.444
Cholesterol HDL (mg/dl) 55 (49 — 64) 66 (58 — 81) <0.001
Triglicerydy (mg/dl) 132 (107 — 163) 90 (70 — 115) <0.001
Glikemia (mg/dl) 99 (93 - 106) 94 (88 — 97.5) <0.001
SBP (mmHg) 136 + 14 123+ 13 <0.001
DBP (mmHg) 80+9 77+9 0.041

SBP — skurczowe ci$nienie tetnicze, DBP — rozkurczowe ci$nienie tetnicze

Zatozenie normalnosci rozktadu oceniano testem Shapiro-Wilka. Zmienne spetniajace zatozenie normalnosci rozktadu
przedstawiono w postaci $redniej arytmetycznej £ SD. Zmienne niespetniajgce zatozenia normalnosci rozktadu przedstawiono jako
mediang oraz rozstep miedzykwartylowy (Q1 — Q3).
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4.1.3 Czestos¢ wystepowania poszczegolnych sktadowych ZM u kobiet
spetniajqcych i niespetniajqcych jego kryteriow

W grupie kobiet, ktore spetniaty kryteria rozpoznania ZM prawie wszystkie badane
(96 %, n=73) miatly otylo$¢ brzuszna definiowang jako obwod pasa > 80 cm. Ponad
osiemdziesigt procent z nich (83 %, n=63) miato podwyzszone ci$nienie t¢tnicze
krwi (SBP >135 lub/i DBP >85 mmHg) lub przyjmowato leki hipotensyjne. Trzy-
czwarte kobiet (76 %, n=58) mialo podwyzszone st¢zenie triglicerydow w surowicy
krwi, a ponad potowa (54 %, n=41) obnizone st¢zenie cholesterolu HDL. Ponad
polowa pacjentek z ZM (51 %, n=39) miata nieprawidlowy poziom glikemii na
czczo (=100 mg/dl) lub przyjmowata metforming (n=6). U trzech z posréd
badanych kobiet poziom glikemii na czczo > 126 mg/dl doprowadzit do rozpoznania
u nich T2DM. Czesto$¢ wystepowania poszczegdlnych sktadowych ZM w grupie
kobiet spetniajacych kryteria jego rozpoznania przedstawia Wykres 2.

L0

BO%

[k

a0

2D%

Wykres 2. Wystepowanie sktadowych ZM w grupie kobiet spetniajgcych kryteria jego

rozpoznania (n=76)

Niemniej jednak, w grupie kobiet niespelniajacych kryteriow rozpoznania ZM,
79 % (n=56) z nich mialo takze otylo$§¢ brzuszna, 39 % (n=28) podwyzszone

ci$nienie tetnicze krwi lub przyjmowalo leki hipotensyjne, a 11 % (n=8)
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podwyzszone stezenie triglicerydow w surowicy krwi. Trzynascie procent kobiet
niespetniajgcych kryteriow rozpoznania ZM (n=9), mialo takze podwyzszony
poziom glikemii na czczo, a 6 % (n=4) charakteryzowato si¢ obnizonym st¢zeniem
cholesterolu HDL w surowicy krwi.  Czegsto$¢ wystgpowania pojedynczych
sktadowych ZM w grupie kobiet niespetniajagcych kryteriow rozpoznania ZM
przedstawia Wykres 3.
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Wykres 3. Wystepowanie pojedynczych sktadowych ZM w grupie kobiet niespetniajgcych
kryteridw jego rozpoznania (n=71)

42 OCENA WPLYWU POSIADANIA OKRESLONYCH ALLELI
W MIEJSCACH POLIMORFICZNYCH GENOW KODUJACYCH ER NA
WYSTEPOWANIE ZM 1 JEGO SKLADOWYCH W BADANEJ GRUPIE
KOBIET

4.2.1 CzestoS¢ wystepowania poszczegdlnych genotypow badanych
polimorfizmow genéw kodujqcych ERa i ERS

Rozktad prawie wszystkich zbadanych przeze mnie genotypoéw byl zgodny z prawem
Hardego-Weinberga z wyjatkiem polimorfizmu 1s9322331 genu ERa, co
prawdopodobnie ma zwigzek z niewielkg ilosciag homozygot TT (Tabele 10 i 11).
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Polimorfizm rs12664989 genu ERa w badanej przeze mnie populacji okazat si¢ by¢

monomorficzny 1 zostat wylaczony z dalszych analiz.

Tabela 10. Wystepowanie okreslonych alleli analizowanych polimorfizméw genu ERa w

badanej populacji

ssﬁ:?é rfizméw genu Czestos¢ wystepowanie okres'lon_)_lch genotypow w badanej vgat::téu ¢
kodujacego ERa populacji chi2
rs2234693 T>C TT: 30.9% (n=42) TC: 50.7% (n=69) CC: 18.4% (n=25) 0.919
rs9340799 A>G AA: 44.1% (n=60) AG: 47.1% (n=64) GG: 8.8% (n=12) 0.681
rs1709181 T>C TT: 39% (n=53) TC: 43.4% (n=59) CC: 17.6% (n=24) 0.570
rs1709183 A>G AA: 56% (n=71) AG: 38.6% (n=49) GG: 5.5% (n=7) 0.928
rs2175898 A>G AA: 64.9% (n=87) AG: 32.8% (n=44) GG: 2.2% (n=3) 0.639
rs6902771 C>T CC: 30.9% (n=42) CT: 50.7% (n=69) TT: 18.4% (n=25) 0.938
rs712221 A>T AA: 39% (n=53) AT: 42.6% (n=58) TT: 18.4% (n=25) 0.444
rs7774230 C>T CC: 30.9% (n=42) CT: 50.7% (n=69) TT: 18.4% (n=25) 0.938
rs827417 A>G AA: 42.1% (n=56) AG: 40.6% (n=54) GG: 17.3%(n=23) 0.300
rs9322331 C>T CC: 47.4% (n=64) CT: 51.1% (n=69) TT: 1.5% (n=2) 0.003
rs12664989 G>C GG: 100% (n=139) GC: 0% (n=0) CC: 0% (n=0) -

Tabela 11. Wystepowanie okreslonych alleli analizowanych polimorfizméw genu ERp w

badanej populacji

. N_azwy Czestos¢ wystepowanie okreslonych genotypéw w badanej Wartos¢
polimorfizméw genu o P testu
kodujacego ERp populacji chi2
rs1256049 G>A GG: 86.8% (n=118) | GA: 12.5% (n=17) AA: 0.7% (n=1) 0.904
rs4986938 G>A GG: 41.2% (n=56) GA: 46.3% (n=63) AA: 12.5% (n=17) 0.994
rs1255998 C>G CC: 75% (n=102) CG: 24.3% (n=33) GG: 0.7% (n=1) 0.633
rs2987983 T>C TT: 47.8% (n=65) TC: 39.7% (n=54) CC: 12.5% (n=17) 0.557
rs3020449 C>T CC: 19.1 (n=26) CT: 52.9% (n=72) TT: 27.9% (n=38) 0.736
rs3020450 G>A GG: 47.8% (n=65) GA: 39.7% (n=54) AA: 12.5% (n=17) 0.557
rs944050 A>G AA: 86.8% (n=118) | AG: 12.5% (n=17) GG: 0.7% (n=1) 0.904
rs1887944 C>T CC: 64% (n=87) CT:34.5% (n=47) TT: 1.5% (n=2) 0.294
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4.2.2 Ocena wptywu wystepowania okreslonych genotypéw badanych
polimorfizméw gendéw kodujgcych ERa i ERP na wystepowanie ZM

w badanej grupie kobiet

W  wyniku przeprowadzonych analiz wykazalam, ze posiadanie okreslonych
genotypoOw w trzech z osiemnastu zbadanych przeze mnie polimorfizméw genow
kodujacych ER moze mie¢ zwigzek z rozwojem ZM u kobiet po menopauzie.
Kobiety posiadajace allel T w miejscu polimorficznym rs2234693 genu kodujacego
ERa (homozygoty TT lub heterozygoty TC) zdecydowanie czeSciej spetniaty
kryteria rozpoznania ZM w porownaniu do homozygot CC. Ta samg zalezno$¢
zaobserwowatam w przypadku polimorfizméw rs6902771 oraz rs7774230 tego
samego genu. Kobiety posiadajace allel C w tych miejscach polimorficznych
(homozygoty CC lub heterozygoty CT) tak samo czg$ciej speinialy kryteria

rozpoznania ZM w porownaniu do homozygot TT (Tabela 12).

Jak pokazuja wyniki przedstawione w Tabeli 12 czgstosci wystepowania ZM dla
tych trzech polimorfizméw byly identyczne. Kobiety posiadajace wariant TT
w miejscu polimorficznym rs2234693, w miejscach polimorficznych rs6902771 oraz
rs7774230 posiadaja wariant CC. Natomiast kobiety posiadajagce wariant CC
w miejscu polimorficznym rs2234693, w miejscach polimorficznych rs6902771 oraz
rs7774230 posiadajg wariant TT. Mozna wigc podejrzewaé, ze polimorfizmy te

w badanej przeze mnie populacji dziedzicza si¢ wspolnie.

Podobne zaleznos$ci znalaztam dla par polimorfizméw w obrgbie genu kodujacego
ERB: 151256049 1 rs944050 (oddzielone od siebie 24006 parami zasad) oraz
rs2987983 1 rs3020450 (oddzielone od siebie 4649 parami zasad). Kobiety
posiadajace wariant GG w miejscu polimorficznym rs1256049, w miejscu
polimorficznym rs944050 posiadajg wariant AA. Natomiast kobiety posiadajace
wariant TT w miejscu polimorficznym rs2987983, w miejscu polimorficznym

rs3020450 posiadaja wariant GG (Tabela 13).
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Tabela 12. Ocena wptywu wybranych polimorfizméw w genie ERa na wystepowanie ZM

wsrdod badanych kobiet.

Badany Odsetek kobiet spetniajgcych kryteria rozpoznania ZM w Wartos¢ P
polimorfizm poszczegdlnych genotypach w tescie
chi2
ERa
rs2234693 T>C | TT:40.9% (n=29) | TC:46.5% (n=33) | CC:12.7 % (n=9) 0.0189
rs9340799 A>G | AA 451 % (n=32) | AG:47.9 % (n=34) GG:7.0 % (n=5) 0.7459
rs1709181 T>C | TT: 36.6 % (n=26) TC:45% (n=32) | CC:18.3% (n=13) | 0.8415
rs1709183 A>G | AA:56.9 % (n=37) | AG: 38.5 % (n=25) GG: 4.6 % (n=3) 0.8962
rs2175898 A>G | AA:62.3% (n=43) | AG: 37.7 % (n=26) GG: 0 % (n=0) 0.1136
rs6902771 C>T | CC:40.9 % (n=29) | CT.465 % (n=33) | TT:12.7 % (n=9) 0.0189
rs712221 A>T AA:36.6 % (n=26) | AT:43.7% (n=31) | TT:19.7 % (n=14) 0.8225
rs7774230 C>T CC: 40.9 % (n=29) CT: 46.5 % (n=33) TT: 12.7 % (n=9) 0.0189
5827417 A>G AA: 391 % (n=27) | AG:42.0% (n=29) | GG: 18.8% (n=13) | 0.7513
rs9322331 C>T | CC:48.6 % (n=34) | CT:51.4 % (n=36) TT: 0 % (n=0) 0.3332
Zmienne poréwnano testem chi-kwadrat.

W przypadku polimorfizmu 1rs3020449 genu kodujacego ERP  takze

zaobserwowalam zalezno$¢ pomiedzy posiadaniem okreslonych jego alleli

a rozpoznaniem ZM ws$rdd badanych kobiet (Tabela 13). Niemniej jednak zalezno$¢

ta nie byla znamienna statystycznie (P=0.085), wobec tego podzielitam badane

kobiety na dwie grupy ze wzgledu na posiadanie allelu C w badanym miejscu

polimorficznym. W wyniki przeprowadzenia dalszych analiz stwierdzitam, ze

kobiety posiadajace allel C w tym miejscu polimorficznym (homozygoty CC lub

heterozygoty CT) dwukrotnie czgsciej

spetniaty  kryteria

w poréwnaniu do homozygot TT (64.8 % vs. 35.2 %, P=0.048).
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Tabela 13. Ocena wptywu wybranych polimorfizméw w genie ERB na wystepowanie ZM

w badanej grupie.

Wartos¢
Badany polimorfizm Odsetek kobiet spetniajgcych kryteria rozpoznania ZM w Pw
ERB poszczegodlnych genotypach tescie
chi2
1256049 G>A GG: 87.3% (n=62) | GA: 12.7% (n=9) AA: 0% (n=0) 0.5766
rs4986938 G>A GG: 43.7% (n=31) | GA: 46.5% (n=33) | AA:9.9% (n=7) 0.5909
rs1255998 C>G CC:76.1% (n=54) | CG: 23.9% (n=17) GG: 0% (n=0) 0.5710
rs2987983 T>C TT:52.1% (n=37) | TC: 39.4% (n=28) | CC: 8.5% (n=6) 0.2821
rs3020449 C>T CC: 14.1% (n=10) | CT:50.7% (n=36) | TT:35.2% (n=25) | 0.0855
rs3020450 G>A GG: 52.1% (n=37) | GA: 39.4% (n=28) | AA:8.5% (n=6) | 0.2821
rs944050 A>G AA: 87.3% (n=62) | AG: 12.7% (n=9) GG: 0% (n=0) 0.5766
rs1887944 C>T CC: 60.6% (n=43) | CT: 39.4% (n=28) TT: 0% (n=0) 0.1758
Zmienne poréwnano testem chi-kwadrat.

Uzyskane wyniki pozwolitly mi takze na doktadne wyliczenie ilorazu szans (OR)
wystapienia ZM w zaleznos$ci od posiadania okreslonych genotypéw ER. Posiadanie
genotypu TT w miejscu polimorficznym 152234693 oraz genotypu CC
w polimorfizmach rs6902771 1 rs7774230 genu kodujacego ERa prawie trzykrotnie
zwigkszato szans¢ wystgpienia ZM wsrdd badanych kobiet w poréwnaniu do
posiadania pozostalych genotypow w tych trzech miejscach polimorficznych.
Ponadto posiadanie genotypu CX (heterozygoty CT oraz homozygoty CC)
w polimorfizmie rs3020449 genu kodujacego ERP ponad dwukrotnie zwickszato
szans¢ wystgpienia ZM ws$rod badanych kobiet w porownaniu do posiadania
genotypu TT. Doktadne wartosci oraz 95 % przedziat ufnosci dla polimorfizmow

genow ER, dla ktéorych zaobserwowano istnienie tych zaleznosci przedstawia

Tabela 14.
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Tabela 14. lloraz szans (OR) wystgpienia ZM w zaleznosci od posiadania okreslonych
genotypow miejsc polimorficznych genéw ER, dla ktérych wykazano istnienie zaleznosci

miedzy posiadaniem okreslonych genotypoéw a rozwojem ZM

Badany polimorfizm | Genotyp OR (95 % ClI)

rs2234693 TT 2.76 (1.26; 6.07)
rs6902771 CC 2.76 (1.26; 6.07)
rs7774230 CC 2.76 (1.26; 6.07)
rs3020449 CX 2.17 (0.99; 4.77)

4.2.3 Ocena wptywu wystepowania okreslonych alleli w miejscach
polimorficznych genéw kodujgcych ER na wystepowania poszczegdlnych

sktadowych ZM w badanej grupie kobiet

Kolejnym krokiem bylo zbadanie czy posiadanie okreslonych genotypow
w osiemnastu zbadanych przeze mnie polimorfizmach gendéw kodujacych ER moze
mie¢ zwigzek z wystgpowaniem poszczegolnych jego sktadowych. W przypadku
polimorfizmoéw genu kodujacego ERa wykazalam znamienne roznice w surowiczych
stezeniach cholesterolu HDL w zaleznosci od posiadania okreslonych genotypow
w nastepujacych polimorfizmach: rs2234693, rs6902771 i rs7774230. Homozygoty
TT w miejscu polimorficznym 152234693 mialy znamiennie nizsze st¢zenie
cholesterolu HDL niz heterozygoty TC 1 homozygoty CC. Homozygoty CC
w miejscach polimorficznych 1s6902771 1 rs7774230 mialy znamiennie nizsze
stezenie cholesterolu HDL niz heterozygoty CT i homozygoty TT (59 + 14 mg/dl vs.
65 £ 16 mg/dl i 68 = 15 mg/dl, P=0.020). Wyniki przedstawia Tabela 15.
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15.
a posiadaniem okreslonych alleli
rs2234693, rs6902771 oraz rs7774230 genu kodujgcego ERa

sktadowych ZM

w trzech wystepujgcych wspdlnie polimorfizmach

Tabela Zaleznos¢ miedzy wystepowaniem poszczegoinych

Badane polimorfizmy N=45 N=72 N=25 War;oé(:
rs2234693 T>C TT TC ccC
rs6902771 C>T cC CT TT
rs7774230 C>T CC CT TT
Obwdéd pasa (cm) 96.7 £ 11.2 95.8 £ 10.9 91.6 £ 10.3 0.682
Ch HDL (mg/dl) 58.5+14.9* | 65.7+16.2 68.4 + 14.6 0.020
Poziom TG (mg/dI) 121.7+44.8 | 117.2+50.1 | 108.5+38.0 0.441
Glikemia na czczo (mg/dl) | 98.2+10.0 97.3£13.1 96.9+10.8 0.604
SBP (mmHg) 128.0+16.3 | 132.0+15.0 | 130.9+11.9 0.464
DBP (mmHg) 774+78 79.5+8.7 77.5+8.1 0.220
Dane przedstawiono w postaci sredniej arytmetycznej £ SD
Zmienne w poszczegdlinych grupach poréwnywano testem analizy wariancji (ANOVA). W przypadku wykazania
znamiennych réznic postuzono sig testem post-hoc NIR (najmniejszych istotnych roznic).
*p<0.05 pomiedzy TT a TC i CC dla rs2234693 oraz pomigdzy CC a CT i TT dla rs6902771 i rs7774230

W przypadku polimorfizmu rs3020449 genu kodujacego ERB wykazatam znamienne
roznice w surowiczych stezeniach cholesterolu catkowitego i cholesterolu LDL
w zaleznos$ci od posiadania okreslonych genotypow. Homozygoty TT w porownaniu
z heterozygotami CT 1 homozygotami CC mialy znamiennie nizsze st¢zenia
cholesterolu caltkowitego (206 +48 mg/dl vs. 224+ 41 mg/dl 1 231 + 35 mg/dl,
P=0.020) i cholesterolu LDL (120 + 47 mg/dl vs. 135 +36 mg/dl i 145 + 35 mg/dl,
P=0.014) w surowicy.

Ponadto homozygoty TT w miejscu polimorficznym rs2234693 genu kodujacego
ERa dwukrotnie cze$ciej przyjmowaty leki hipotensyjne w pordwnaniu do
homozygot CC (46 % vs. 24 %) 1 poltorakrotnie czesciej w poréwnaniu do kobiet
posiadajacych jeden allel C (heterozygoty TC i homozygoty CC) (46 % vs. 30 %).
Do najczesciej stosowanych nalezaly leki beta-adrenolityczne (n=25), inhibitory
enzymu konwertujagcego angiotensyne (1ACE) (n=12), leki moczopg¢dne (n=5),
inhibitory kanaléw wapniowych (n=3) oraz inhibitory receptoréw dla angiotensyny

(sartany) (n=2). Dane te takze pozwolity mi na dokladne wyliczenie ilorazu szans
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(OR) wystepowania NT w zaleznosci od posiadania okreslonych genotypow ER.
Posiadanie genotypu TT w miejscu polimorficznym 1s2234693 genu kodujacego
ERa dwukrotnie zwigkszalo szans¢ przyjmowania lekéw hipotensyjnych
w poréownaniu do heterozygot TC 1 homozygot CC, co jest rownoznaczne

z rozpoznaniem u tych kobiet NT [OR=2.00; 95%CI (0.91, 4.4)].

Podobne rd6znice zaobserwowalam w liczbie kobiet przyjmujacych leki
hipolipemizujace w obu grupach. Homozygoty TT w miejscu polimorficznym
1s2234693 genu kodujacego ERa trzykrotnie czeSciej przyjmowaly leki
hipolipemizujace w poréwnaniu do homozygot CC (33 % vs. 11.5%) 1 prawie
dwukrotnie czesciej w poréwnaniu do kobiet posiadajacych co najmniej jeden allel C
(heterozygoty TC 1 homozygoty CC) (33 % vs. 18 %). Posiadanie genotypu TT
w miejscu polimorficznym rs2234693 genu kodujacego ERa dwukrotnie zwickszato
szans¢ przyjmowania lekéw hipolipemizujacych ws$réd badanych kobiet
w porownaniu do posiadania genotypow TC 1 CC [(OR=2.00, 95%CI(1.01, 4.84)].
Wigkszos¢ badanych przyjmowata jednak statyny (n=31). Fibraty przyjmowato

zaledwie 5 kobiet.

4.24 Ocena wpltywu wystepowania okreslonych alleli w miejscach
polimorficznych genow kodujgcych ER na wskazZniki
insulinoopornosci/wrazliwosci, surowicze poziomy adiponektyny oraz CRP

w badanej grupie

Insulinoopornos$¢ lezy u podstaw patogenezy ZM. Kolejnym wigc krokiem mojego
badania byla ocena wptywu posiadania okreslonych alleli w miejscach
polimorficznych genéw kodujacych ER na wskazniki insulinooporno$ci/wrazliwosci
wsrdéd badanych kobiet. Kobiety z rozpoznanym ZM w poréwnaniu do kobiet
niespetniajgcych kryteriow jego rozpoznania mialy znamiennie wyzsze stezenia
insuliny na czczo, wyzszy wskaznik HOMA-R, nizszy wskaznik QUICKI oraz
wyzszy stosunek triglicerydow do cholesterolu HDL. Mediana surowiczych stezen
adiponektyny byla mniejsza wsérdd kobiet z rozpoznanym ZM w poréwnaniu do
tych, ktore nie spehniaty kryteriow jego rozpoznania. Roéznica ta nie byta jednak

znamienna statystycznie (P=0.494). Kobiety z rozpoznanym ZM miaty natomiast
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wyzsze surowicze stgzenia CRP w porownaniu do tych, ktére nie spetniaty kryteriow

jego rozpoznania (P=0.010). Wyniki przedstawia Tabela 16.

Tabela 16. Poréwnanie wskaznikéw insulinoopornosci/wrazliwosci oraz surowiczych stezen

adiponektyny i CRP wsrod kobiet spetniajgcych i niespetniajgcych kryteriow rozpoznania ZM

Kobiety spetniajace Kobiety niespetniajgce Wartos¢ P
kryteria rozpoznania kryteriow rozpoznania
ZM N=76 ZM N=71

Glikemia (mg/dl) 99 (93 — 106) 94 (88 — 97.5) 0.001
Insulinemia na €zCzo
(wlU/m) 9.6 (7.1-18.7) 6.8 (4.8 — 8.6) <0.001
HOMA-IR 23(1.6-4.7) 1.5(1.1-2.0) <0.001
QUICKI 0.6 (0.5 —0.6) 0.7 (0.6 - 0.7) <0.001
TG/HDL 2.3(1.5-3.1) 1.3(0.9-1.9) <0.001
Adiponektyna (ng/ml) 11.0 (6.1 - 16.2) 15.2 (0.0 — 20.0) 0.494
CRP (mg/l) * 1.6 (0.9 - 3.2) 0.8 (0.4 - 1.5) 0.010
HOMA-IR — model oceny insulinoopornoéci (z ang. Homeostasis Model Assessment of Insulin Resistance), QUICKI — ilosciowy
indeks oceny insulinowrazliwosci (z ang. Quantitative Insulin Sensitivity Check Index)
TG/HDL - stosunek triglicerydéw do cholesterolu HDL (z ang. Triglycerides/HDL Ratio)
Roéznice migdzy grupami analizowano przy uzyciu testu t-studenta lub jego nieparametrycznego odpowiednika testu U Manna-
Whitneya.
Dane przedstawiono jako mediane oraz rozstep miedzykwartylowy (Q1 — Q3).

Doktadna analiza wynikdw nie wykazala jednak, aby ktérykolwiek z badanych
przeze mnie polimorfizmoéw wptywal na surowicze poziomy insuliny na czczo,
wyliczone  wskazniki  insulinoopornosci/wrazliwosci (HOMA-IR, QUICKI,
TG/HDL) oraz surowicze st¢zenia adiponektyny i CRP w badanej przeze mnie
grupie. W Tabelach 171 18 przedstawitam wyniki dla tych polimorfizméw, ktore

w poprzednich analizach miaty zwigzek z wystepowaniem ZM.

40



Tabela 17. Ocena wptywu wystepowania okreslonych alleli w trzech wystepujgcych wspdlnie

miejscach polimorficznych rs2234693, rs6902771 oraz rs7774230 genu kodujgcego ERa na

wskazniki insulinoopornosci/wrazliwosci, surowicze poziomy adiponektyny oraz CRP

Badane polimorfizmy N=42 N=69 N=25 War;os’(:

rs2234693 T>C TT TC CcC

rs6902771 C>T cC CcT T

rs7774230 C>T cC CT T

Glikemia na czczo (mg/dl) 99 (93 - 104) 96 (89 — 102) 95 (88 — 102) 0.827
Insulinemia na czczo | 94 (7.2-11.5) 76(5.2-94) 6.8 (5.3-10.8) 0.273
(ulU/ml)

Wspétczynnik HOMA-IR 22(1.8-26) 1.7 (1.2-2.5) 1.5(1.2-2.6) 0.990
Wspotczynnik QUICKI 0.6 (0.6 - 0.6) 0.6 (0.6-0.7) 0.7(0.6-0.7) 0.268
TG/HDL 20(1.4-27) | 16(1.0-2.6) 15 (1.1-2.0) 0.155
Adiponektyna (ng/ml) 7.9(0.0-18.1) | 14.0(6.4-18.9) | 11.8 (5.7 -17.1) 0.281
CRP (mg/l) 22(13-31) | 09(05-1.8) 0.8 (0.3—1.3) 0.130

Dane przedstawiono jako mediane oraz rozstgp migdzykwartylowy (Q1 — Q3).

Zmienne w poszczegdlnych grupach poréwnywano testem analizy wariancji (ANOVA).

Tabela 18. Ocena wplywu wystepowania okreslonych alleli w miejscu polimorficznym

rs3020449 genu kodujgcego ERPB na wskazniki insulinoopornosci/wrazliwosci, surowicze

poziomy adiponektyny oraz CRP w badanej grupie

cc CT T Wartosé

rs3020449 C>T N=26 N=72 N=38 P
Glikemia na czczo (mg/dl) 93 (86— 101) 97 (91 - 105) 96 (91 -103) 0.222
Insulinemia na czczo | 7.8(4.8-18.7) 7.8 (6.0-10.9) 7.4 (54-10.1) 0.872
(ulu/ml)

Wspotczynnik HOMA-IR 20(1.1-4.4) 19(1.5-27) 1.7(1.2-25) 0.807
Wspdtczynnik QUICKI 0.6 (0.5-0.7) 0.6 (0.6 -0.7) 0.6 (0.6 -0.7) 0.669
TG/HDL 1.9(1.4-27) 1.8(1.2-2.6) 1.5(1.1-2.4) 0.860
Adiponektyna (ng/ml) 14.1(0.1-19.0) | 13.3(8.6 -18.1) | 7.3(0.0-18.2) 0.156
CRP (mgl/l) 0.9 (0.6 -2.2) 0.9 (0.5-3.0) 1.4 (0.5-3.2) 0.134

Dane przedstawiono jako mediane oraz rozstep migdzykwartylowy (Q1 — Q3).
Zmienne w poszczegdlnych grupach poréwnywano testem analizy wariancji (ANOVA).
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Surowicze poziomy adiponektyny wsrdd kobiet spetniajacych kryteria rozpoznania
ZM korelowaty ujemnie z surowiczymi st¢zeniami insuliny na czczo (r= — 0.422,
P=0.028) oraz dodatnio z warto$ciami wskaznika QUICKI (R=0.469, P=0.014)
1 surowiczymi stezeniami HDL-cholesterolu (R=0.415, P=0.031).

43 OCENA WPLYWU POSIADANIA OKRESLONYCH ALLELI
W MIEJSCACH POLIMORFICZNYCH GENOW KODUJACYCH ER NA
SKEAD CIALA BADANYCH KOBIET

ZM jest konsekwencja insulinoopornosci tkanek, ktéra najczesciej jest wynikiem
obecnosci otytosci, a co za tym idzie zawartosci tkanki ttuszczowej. Wobec tego
dokonatam takze analizy wplywu posiadania okreslonych alleli w miejscach
polimorficznych genéw kodujacych ERa i ERP na sktad ciala badanych kobiet.
W wyniku przeprowadzonych analiz stwierdzilam istnienie zalezno$ci miedzy
posiadaniem okreslonego genotypu w polimorfizmie rs1709183 genu kodujacego
ERa a zawartos$cig catkowitej tkanki thuszczowej. Heterozygoty AG w tym miejscu
polimorficznym charakteryzowaty si¢ mniejszag zawarto$cig calkowitej tkanki
thuszczowej niz homozygoty AA 1 GG (P=0.037) (Tabela 19). W przypadku
wspoélnie wystepujacych polimorfizméw: 1s2234693, 156902771 1 rs7774230 tego
samego genu takze zaobserwowalam roznice pomiedzy posiadaniem okreslonych
genotypoéw a zawarto$cig catkowitej tkanki thuszczowej. Niemniej jednak rdznica ta
byla na granicy znamienno$ci statystycznej (P=0.080), wobec tego podzielitam
badane kobiety na dwie grupy ze wzgledu na posiadanie allelu C w miejscu
polimorficznym rs2234693 oraz allelu T w miejscach polimorficznych rs6902771
1rs7774230. Kobiety nieposiadajace allelu C w miejscu polimorficznym rs2234693
(homozygoty TT) charakteryzowaly si¢ wyzsza zawartoscig calkowitej tkanki
thuszczowej w poréwnaniu do kobiet posiadajacych allel C (homozygoty CC
i heterozygoty TC) (28.9+8.7kg vs. 25.6+8.6 kg, P=0.048).  Analogiczna
zalezno$¢ zaobserwowatam w przypadku polimorfizméw rs6902771 1 rs7774230.
Kobiety nieposiadajace allelu T w tych miejscach polimorficznych (homozygoty CC)
charakteryzowaly si¢ wyzsza zawartoscig catkowitej tkanki tluszczowej

w porownaniu do kobiet posiadajacych allel T (homozygoty TT i heterozygoty CT)
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(28.9+ 8.7 kg vs. 25.6 = 8.6 kg, P=0.048). Ponadto wykazatam zalezno$¢ miedzy
posiadaniem okreslonych genotypow w miejscu polimorficznym rs2175898 genu
kodujacego ERa a wzrostem badanych kobiet. Homozygoty GG w tym miejscu

polimorficznym mialy znamiennie wyzszy wzrost niz heterozygoty AG

1 homozygoty AA (P=0.048). Pomimo tego nie wykazalam, aby grupy te r6znity si¢
pod wzgledem BMI (P=0.709) (Tabela 21).

Tabela 19. Ocena wplywu wystepowania okreslonych alleli w miejscu polimorficznym

rs1709183 genu kodujgcego ERa na sktad ciata w badanej grupie

AA AG GG Wartos¢
P

rs1709183 A>G N=71 N=49 N=7
Masa ciata (kg) 71.0 (65.1-77.9) | 67.6(60.6 —76.8) 71.9 (65.3 -84.8) 0.192
Wzrost (cm) 164.0 (16.0 — 16.6) | 164.0 (16.0—17.0) | 162.0 (16.0 — 17.6) 0.758
BMI 26.6 (24.5-294) 25.9 (23.1 — 28.6) 25.5(23.7 - 33.8) 0.124
Zawarto$¢  tk. | 26.6 (20.6—31.4) | 23.0 (17.9-30.5)* | 28.3 (24.5—37.5) 0.037
ttuszczowej (kg)
Zawartos¢ wody | 33.0 (30.3 - 34.8) 31.7 (29.7 - 35.6) 36.0 (32.1 — 39.3) 0.237
(kg)
FFM (kg) 46.2 (43.6 —48.4) | 44.4 (42.3-1487) 50.1 (44.8 — 53.7) 0.291
Dane przedstawiono jako mediane oraz rozstgp migdzykwartylowy (Q1 — Q3).
Zmienne w poszczegdlnych grupach poréwnywano testem analizy wariancji (ANOVA).
W przypadku wykazania znamiennych réznic postuzono sie testem post-hoc NIR (najmniejszych istotnych réznic).
*p<0.05 pomigdzy AG a AA i GG
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Tabela 20. Ocena wptywu wystepowania okreslonych alleli w trzech wystepujgcych wspdlnie
miejscach polimorficznych rs2234693, rs6902771 oraz rs7774230 genu kodujgcego ERa na
skfad ciata w badanej grupie

Badane N=42 N=69 N=25 Wartos¢
polimorfizmy P
rs2234693 T>C T CT cc

rs6902771 C>T CC CT T

rs7774230 C>T cC CcT T

Masa ciata (kg) 71.5(66.0-83.7) | 70.8(64.3—77.9) 67.8 (61.8 -73.4) 0.203
Wzrost (cm) 164.0 (16.0-16.9) | 163.0 (16.0-16.7) | 163.0 (16.0 — 16.6) 0.369
BMI 26.4 (24.5-30.6) 271 (24.2-29.2) 25.0 (22.8 —28.8) 0.509
Zawartos¢  tk. | 26.7 (23.5-34.3) | 25.0(20.3-30.8) | 21.0(17.7-27.9) 0.080
ttuszczowej (kg)

Zawarto$¢ wody | 32.9 (31.2-36.8) 32.9 (30.3 -35.0) 31.2(30.0 -33.9) 0.326
(kg)

FFM (kg) 46.9 (43.0-51.3) | 45.8(43.2-48.1) | 44.8(43.1-47.7) 0.199

Dane przedstawiono w postaci $redniej arytmetycznej + SD

Zmienne w poszczegdlnych grupach poréwnywano testem analizy wariancji (ANOVA).

Tabela 21. Ocena wplywu wystepowania okreslonych alleli w miejscu polimorficznym

rs2175898 genu kodujgcego ERa na sktad ciata w badanej grupie

AA AG GG Wartos¢
rs2175898 A>G N=87 N=44 N=3 P
Masa ciata (kg) 70.0 (64.7-77.6) | 69.8(63.1—81.8) 84.8 (66.8 -85.3) 0.588
Wazrost (cm) 163.0 (16.0 — 16.6) | 164.0 (16.0—17.0) | 172.0 (16.2— 17.6)* 0.048
BMI 26.4 (24.3-29.4) 26.2 (23.3 - 30.0) 27.4 (25.5-28.8) 0.709
Zawarto$¢ tk. | 25.8(205-312) | 24.7(188-31.6) | 31.3(30.0-31.5) 0.661
ttuszczowej (kg)
Zawartos¢ wody | 32.9 (30.3 -34.8) 31.8 (30.3 — 36.5) 38.5(31.3-39.0) 0.312
(kg)
FFM (kg) 45.9 (43.2 - 48.3) 44.8 (42.9 — 50.6) 53.3 (42.8 — 54.0) 0.443

Dane przedstawiono jako mediane oraz rozstgp migdzykwartylowy (Q1 — Q3).

Zmienne w poszczegdlnych grupach poréwnywano testem analizy wariancji (ANOVA).

W przypadku wykazania znamiennych réznic postuzono sie testem post-hoc NIR (najmniejszych istotnych réznic).
*p<0.05 pomiedzy GG a AA i AG
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44 OCENA WPLYWU POSIADANIA OKRESLONYCH ALLELI
W MIEJSCACH POLIMORFICZNYCH GENOW KODUJACYCH ER NA
WYSTEPOWANIE OBJAWOW HIPOESTROGENEMII U BADANYCH
KOBIET

Obecnos¢ polimorfizmow gendw kodujacych ER moze mie¢ wptyw na ich ekspresje
a co za tym idzie wrazliwo$¢ tkanek docelowych na dziatanie estrogenéw. Wobec
tego dokonatam réwniez oceny czy posiadanie okreslonych alleli w miejscach
polimorficznych genow kodujacych ER moze wplywac na stopien nasilenia objawow
wpadowych. W tym celu wérdéd badanych kobiet zebratam doktadny wywiad
dotyczacy wystepowania objawdéw hipoestrogenemii wykorzystujac kwestionariusz
MRS (z ang. Menopause Rating Scale). Najwiece] kobiet zgtaszato wyczerpanie
fizyczne 1 umystowe (82.2 %), uderzenia gorgca oraz zwigkszong potliwos¢
(79.4 %), pobolewanie stawdéw lub miegsni (79.4 %) oraz uczucie rozdraznienia

(78.5 %). Wyniki przedstawia Tabela 22.

Tabela 22. Wystepowanie objawdw hipoestrogenemii wérdd badanych kobiet

Czestos¢
zgtaszanych
dolegliwosci

Zgtaszane dolegliwosci

Wyczerpanie fizyczne i umystowe (ogdlnie mniejsze mozliwosci, pogorszenie pamieci,
obnizona zdolno$¢ koncentracji, zapominanie)

82.2 % (n=88)

Uderzenia goraca, pocenie sie (epizody pocenia sie) 79.4 % (n=85)

Dyskomfort zwigzany ze stawami i
reumatyczne)

mig$niami (bdle stawéw, dolegliwosci | 79.4 % (n=85)

Drazliwo$¢ (uczucie zdenerwowania, wewnetrzny niepokdj, uczucie agres;ji) 78.5 % (n=84)

Nastroj depresyjny (uczucie przygnebienia, smutku, bycie bliskim ptaczu, brak
motywacji do dziatania, hustawka nastrojow)

72.9 % (n=78)

Problemy ze snem (trudnosci z zasypianiem, trudnosci z przespaniem catej nocy,
wczesne budzenie sig)

72.0 % (n=77)

Ktopoty z sercem (obawa o czynnos$¢ serca, nieregularne bicie serca, szybkie bicie
serca, ucisk w piersi)

61.7 % (n=66)

Lek (wewnetrzna nerwowos¢, uczucie paniki)

60.7 % (n=65)

Problemy z pecherzem moczowym (trudnosci z oddawaniem moczu, zwigekszona
potrzeba oddawania moczu, nietrzymanie moczu)

55.1 % (n=59)

Problemy seksualne (zmiana w pozgdaniu seksualnym, seksualnej aktywnosci i
satysfakcji)

54.2 % (n=58)

Sucho$¢ pochwy (uczucie suchosci lub pieczenia w pochwie, bolesno$¢ podczas
stosunku)

51.4 % (n=55)
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Mediana punktow oceniajacych stopien nasilenia objawow hipoestrogenemii
w badanej populacji kobiet wynosita 13 punktow (Q1-Q3: 10 - 18 pkt, min-max:
0 - 33 pkt). Nie zaobserwowatam zalezno$ci migdzy posiadaniem okreslonych alleli
w miejscach polimorficznych genéw kodujacych ER a iloscig 1 stopniem natg¢zenia

objawow wypadowych wsrdd badanych kobiet.
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5. DYSKUSJA

Wyniki badania NATPOL Plus dowiodty, ze ZM wystepuje u ponad jednej czwartej
populacji dorostych Polakow (Wyrzykowski 1 wsp, 2005b). Biorac pod uwagg jego
nastepstwa takie jak T2DM oraz ChNS, ZM stanowi istotny problem wspotczesne]
medycyny (Alberti 1 wsp, 2009). Menopauza jest nastgpstwem wygasniecia
czynnosci hormonalnej gonady zenskiej 1 obecnie wiadomo, ze niedobor estrogendw
u kobiet po menopauzie prowadzi do rozwoju otytosci brzusznej i opornosci na
insuling, czego konsekwencja jest hiperinsulinemia i jej niekorzystne nastepstwa
metaboliczne (Rachon i1 Teede, 2010). Estrogeny swoje dziatanie biologiczne
wywotuja oddziatywujac poprzez dwa izotypy ER: ERa 1 ERB. W zwigzku
z wydtuzaniem $redniego czasu zycia oraz podnoszeniem wieku emerytalnego coraz
wigksza cze$¢ zycia kobiet przypada na okres po menopauzie, dlatego poznanie
czynnikéw predysponujagcych do rozwoju ZM moze stanowi¢ istotny element
prewencji T2DM oraz chordb ukladu sercowo-naczyniowego w tej populacji.
Z tego wzgledu celem niniejszej pracy byla ocena zwigzku pomigdzy
wystepowaniem okreslonych alleli w miejscach polimorficznych gendéw kodujacych
ER a wystepowaniem ZM 1 jego poszczegolnych sktadowych u kobiet po

menopauzie.

W badanej przeze mnie populacji czgstos¢ wystgpowania ZM wynosita 52 % (n=76).
Prawie wszystkie badane spetniajace kryteria rozpoznania ZM miaty otylo$¢
brzuszng (96 %, n=73), 83 % z nich (n=63) mialo podwyzszone cis$nienie tetnicze
krwi lub przyjmowato leki hipotensyjne. Trzy-czwarte kobiet (76 %, n=58) miato
podwyzszone stezenie triglicerydow w surowicy krwi, a ponad potowa (54 %, n=41)
obnizone stgzenie cholesterolu HDL. Ponad potowa pacjentek z ZM (51 %, n=39)
miala nieprawidlowy poziom glikemii na czczo lub przyjmowala metforming.
W badaniu przeprowadzonym w 2015 roku w Hiszpanii wsréd 716 kobiet po
menopauzie kryteria ZM spetiato 61.7 % z nich (Orgaz Gallego 1 wsp., 2015).
Badanie 250 wloskich kobiet po menopauzie takze przeprowadzone w 2015 roku
wykazalo natomiast, ze kryteria ZM spetialo 34.4 % z nich (Agnoli i wsp., 2015).
Czestos¢ wystepowania ZM wsrod kobiet w Polsce bedacych po menopauzie

zblizona jest wigc bardziej do tych z Hiszpanii. Niski odsetek kobiet spetniajacych
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kryteria rozpoznania ZM ws$rod kobiet po menopauzie we Wloszech tlumaczy¢
nalezy stosowaniem przez nich diety srodziemnomorskiej (Kastorini i Panagiotakos,

2010).

Wsrod przebadanych przeze mnie 19 polimorfizméw gendw kodujacych ER
wykazatam, ze cztery z nich (3 w obrgbie genu kodujacego ERa oraz 1 w obrebie
genu kodujacego ERP) moga mie¢ zwigzek z wystepowaniem ZM u kobiet po
menopauzie. W przebadanej przez mnie grupie 147 uczestniczek ponad potowa
(54%) spetniata kryteria rozpoznania ZM. Ponadto ZM znamiennie czgsciej
wystepowat wsrod tych kobiet, ktére w czterech miejscach polimorficznych
(rs2234693, 156902771, rs7774230 oraz rs3020449) posiadaly okreslone allele.
Homozygoty TT w polimorfizmie 1s2234693 oraz homozygoty CC
w polimorfizmach rs6902771 1 rs7774230 znamiennie czg¢sciej spetniaty kryteria
rozpoznania ZM niz heterozygoty 1 homozygoty CC w polimorfizmie rs2234693
oraz homozygoty TT w polimorfizmach rs6902771 1 rs7774230. Ponadto kobiety
posiadajace allel C w miejscu polimorficznym 1rs3020449 (homozygoty CC lub
heterozygoty CT) znamiennie czeSciej speitnialy kryteria rozpoznania ZM

w porownaniu do homozygot TT.

Gallagher 1 wsp. (2007) takze badali zwigzek pomigdzy wystgpowaniem okreslonych
alleli w miejscach polimorficznych genu ERa. Podobnie jak ja wykazali oni
zalezno$¢ miedzy posiadaniem okreslonych genotypéw miejsca polimorficznego
rs6902771 a wystepowaniem ZM, nie znalezli jednak takiej zaleznosci dla miejsc
polimorficznych rs7774230 oraz rs2234693. Ponadto Ci sami badacze wskazali na
istnienie zalezno$ci pomigdzy posiadaniem okre§lonych genotypow miejsc
polimorficznych 1s9340799 oraz rs2175898 a wystgpowaniem ZM, ktorej to
zalezno$ci ja nie znalaztam w badanej przeze mnie populacji. Najprawdopodobnie;j
rozbieznos¢ ta wynika z faktu, iz w przytoczonej przeze mnie pracy Gallagher i wsp.
uczestnikami badania byli me¢zczyzni oraz kobiety rasy afroamerykanskiej, podczas

gdy w mojej pracy przebadatam kobiety rasy kaukaskiej bedace po menopauzie.

Nalezy dodatkowo zwroci¢ uwage, ze allele wystepujace we wspomnianych
wcezesniej trzech miejscach polimorficznych genu kodujacego ERa (rs2234693,
rs6902771, rs7774230) wykazuja pewng analogi¢. Kobiety posiadajagce wariant TT

w miejscu polimorficznym rs2234693, w miejscach polimorficznych rs6902771 oraz
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rs7774230 posiadaja wariant CC. Natomiast kobiety posiadajace wariant CC
w miejscu polimorficznym 152234693, w miejscach polimorficznych rs6902771 oraz
rs7774230 posiadaja wariant TT. Loci tych polimorfizméw znajduja si¢ blisko siebie
w obrebie genu kodujacego ERa - polimorfizmy rs2234693 1 rs6902771 polozone sa
w pierwszym intronie tego genu 1 oddzielone od siebie 5454 parami zasad,
natomiast polimorfizm rs7774230 lezy w obrgbie drugiego intronu 1 jest oddzielony
0 904 parami zasad od /oci rs2234693. Wobec tego, wymienione wcze$niej miejsca
polimorficzne moga by¢ traktowane jako haplotyp, czyli zbidr polimorfizméw
pojedynczych nukleotydow (z ang. single nucleotide polymorphism, SNP), ktére
dziedzicza si¢ wspolnie. W przytoczonej juz przeze mnie pracy Gallagher 1 wsp
(2007) nie stwierdzili, aby allele obecne w obrgbie miejsc polimorficznych
rs2234693, 156902771 1 rs7774230 dziedziczyty si¢ wspolnie. Mozliwe wigc, ze
wspolne dziedziczenie tych alleli jest charakterystyczne tylko dla rasy kaukaskie;j.
Dane z bazy NCBI rowniez wskazuja, ze w populacji ogolnoswiatowej okreslone
allele w tych miejscach polimorficznych nie wystepuja wspolnie, gdyz warto$ci
MAF (z ang. Minor Allele Frequency, czyli czgstos¢ allelu rzadszego) dla tych
polimorfizmow nie sg takie same. Co ciekawe, polimorfizm rs9340799 w obrebie
genu ERao, inaczej zwany polimorfizmem miejsca restrykcyjnego Xbal, znajduje si¢
w odleglosci jedynie 46 par zasad od miejsca polimorficznego rs2234693, jednak
allele w obrebie tych miejsc nie dziedzicza si¢ wspolnie. Podejrzewa¢ mozna, iz
wynika to ze struktury przestrzennej DNA, ktorej utozenie umozliwia interakcje
pomiedzy fragmentami, ktore oddzielone od siebie znaczng ilo$cig par zasad.
Wystepowanie oméwionego zjawiska wspolnego dziedziczenia zaobserwowatam
rowniez dla par polimorfizméw w obrebie genu kodujacego ERP: rs1256049
1 1s944050 (oddzielone od siebie 24006 parami zasad) oraz rs2987983 i rs3020450
(oddzielone od siebie 4649 parami zasad). Kobiety posiadajace wariant GG
w miejscu polimorficznym 1s1256049, w miejscu polimorficznym 1rs944050
posiadajg wariant AA. Natomiast kobiety posiadajagce wariant TT w miejscu
polimorficznym rs2987983, w miejscu polimorficznym rs3020450 posiadaja wariant
GG.

Czwarte miejsce polimorficzne, dla ktéorego wykazatam zalezno$§¢ miedzy
posiadaniem okre$lonych genotypdw a wystegpowaniem ZM to miejsce

polimorficzne rs3020449 genu kodujacego ERPB. Zgodnie z moja wiedzg jest to
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pierwsze doniesienie, iz polimorfizm 1rs3020449 w obrgbie genu kodujacego

ER[} moze mie¢ zwigzek z wystagpieniem ZM u kobiet po menopauzie.

Kolejnym celem moich badan byla ocena czy posiadanie okreslonych genotypow
w zbadanych przeze mnie polimorfizmach genow kodujacych ER moze mieé
zwigzek z wystepowaniem poszczegdlnych jego sktadowych, a takze ze
wskaznikami insulinooporno$ci/wrazliwosci, profilem lipidowym, surowiczymi
poziomami adiponektyny oraz CRP. Nie wykazatam, aby posiadanie okreslonych
genotypow badanych przeze mnie miejsc polimorficznych w obrebie genow ER
mialo zwigzek z wystepowaniem takich skladowych ZM jak otyto$¢ brzuszna,
nieprawidlowa glikemia na czczo, hipertriglicerydemia oraz podwyzszone ci$nienie
tetnicze krwi. Wykazatam natomiast istnienie zalezno$ci pomigdzy surowiczymi
stezeniami cholesterolu HDL a posiadaniem okreslonych genotypow we wczesniej
opisanych juz polimorfizmach genu kodujacego ERa (rs2234693, rs6902771
1 1s7774230). Homozygoty TT w miejscu polimorficznym 1s2234693 miaty
znamiennie nizsze stezenie cholesterolu HDL niz heterozygoty TC i homozygoty
CC. Homozygoty CC w miejscach polimorficznych rs6902771 i rs7774230 miaty
znamiennie nizsze st¢zenie cholesterolu HDL niz heterozygoty CT i homozygoty TT.
Ponadto wyniki przeprowadzonych przeze mnie badan wykazaly istnienie
znamiennych r6éznic w surowiczych stezeniach cholesterolu catkowitego
i cholesterolu LDL w zaleznosci od posiadania okreslonych genotypéw w miejscu
polimorficznym 1s3020449 genu kodujacego ERP.  Homozygoty TT miaty
znamiennie nizsze stezenia cholesterolu catkowitego 1 LDL w surowicy
w poréwnaniu do heterozygot CT i homozygot CC. Wyniki przytoczonej juz przeze
mnie wczesniej pracy Gallagher i wsp (2007) nie potwierdzajg jednak wystgpowania
takiej zaleznosci w populacji afroamerykanskiej. U kobiet po menopauzie obserwuje
si¢ wzrost stezenie cholesterolu catkowitego i cholesterolu LDL, oraz spadek
stezenie cholesterolu HDL w surowicy krwi, co w konsekwencji prowadzi do
wzrostu ryzyka choréb uktadu sercowo-naczyniowego. Przyjmowanie hormonalnej
terapii zastgpczej zapobiega tym zmianom co wskazuje, ze estrogeny maja duzy
wpltyw na poziom lipidow we krwi (Jensen, 1991). Mozna zatem przypuszczaé, ze
obserwowane nizsze stezenia cholesterolu catkowitego i1 cholesterolu LDL oraz
wyzsze cholesterolu HDL u kobiet posiadajacych okreslone genotypy w trzech

wymienionych  wczesniej miejscach  polimorficznych  genu  kodujacego
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ERa (12234693, 1s6902771 1 1s7774230) oraz w jednym miejscu polimorficznym
rs3020449 genu kodujacego ERP moga by¢ efektem zwickszonej ekspresji lub
wrazliwosci tych receptorow na dziatanie estrogenow. Jak wiadomo, u kobiet po
menopauzie pomimo wygasni¢cia czynnosci hormonalnej gonad nie dochodzi do
bezwzglednego braku estrogendéw. Tkanka tluszczowa dzigki wysokiej aktywnosci
aromatazy ma bowiem zdolno$¢ do przeksztatcania androstendionu pochodzenia
nadnerczowego do estronu, ktory takze jest silnym agonista ER. Ponadto estron przy
udziale 17B-dehydrogenazy steroidowej moze by¢ takze przeksztalcany do 17p3-
estradiolu (Gruber 1 wsp, 2002).

Ponadto wykazatam, ze kobiety z genotypem TT w miejscu polimorficznym
152234693 trzykrotnie czesciej przyjmowaty leki hipolipemizujagce w poréwnaniu do
kobiet posiadajacych genotyp CC. Co wigcej, kobiety z genotypem TT w tym
samym miejscu polimorficznym dwukrotnie czesciej przyjmowaty leki hipotensyjne
w porownaniu do kobiet z genotypem CC, co oznacza, ze czgsciej wystepowato
u nich NT. Mozna przypuszcza¢ wigc, ze posiadanie genotypu CC w tym miejscu
polimorficznym takze zwicksza wrazliwo$¢ ER, a jak wiadomo estrogeny wykazuja

takze dziatanie hipotensyjne (Dabrowska i Rachon, 2013).

Wyniki badania Women’s Health Study wskazaly jednak na istnienie zaleznosci
pomiedzy posiadaniem okreslonych genotypdéw w obrebie miejsca polimorficznego
rs2234693 a wystepowaniem nadwagi 1 otylosci wsréd kobiet po menopauzie.
Przebadano 543 kobiety i wykazano, ze posiadanie genotypu TT w tym miejscu
polimorficznym wigze si¢ z czgstszym wystepowaniem otyloSci w tej grupie
w porownaniu do posiadania genotypu CC. Wsrod kobiet posiadajacych genotyp TT
ponad 18 % byto otylych, podczas gdy w grupie kobiet z genotypem CC otylos§¢
dotyczyta jedynie 8 % badanych (Goulart i wsp., 2009). Wyniki innego duzego
badania Framingham Heart Study dowodza istnienia zalezno$ci migdzy
wystepowaniem okreSlonych genotypéw miejsca polimorficznego 152234693
a obwodem pasa. Autorzy badania wykazali, ze mezczyzni z genotypem CC w tym
miejscu polimorficznym mieli mniejszy obwod pasa w poréwnaniu do mezczyzn
o genotypie TC i TT. Zaleznosci tej nie zaobserwowano jednak wsrod kobiet (Fox
1 wsp., 2005). W badaniu przeprowadzonym na 1 780 osobach z Izraela powyzej

20 roku zycia wykazano, ze u mg¢zczyzn posiadajacych genotyp CC w miejscu
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polimorficznym rs2234697 warto$ci tetna oraz cisnienia skurczowego sg wyzsze
w porownaniu do heterozygot TC 1 homozygot TT (Peter 1 wsp., 2005). Istnieje
zatem prawdopodobienstwo, ze okreSlone allele w polimorfizmie rs2234693
wykazujg rézny efekt w zalezno$ci od pici. Tak dzieje si¢ w przypadku innego
miejsca polimorficznego w genie ERa, miejsca rs9340799, ktore znajduje si¢ jedynie
46 par zasad ponizej miejsca polimorficznego rs2234693. Obecnos¢ allelu C w tym
miejscu wigze si¢ ze zmniejszonym ryzykiem zlaman kosci, podczas gdy

w przypadku mezczyzn ochronng role wykazuje allel T (Harslof i wsp., 2010).

Wyniki moich badan wykazaty, Zze kobiety z rozpoznanym ZM w pordéwnaniu do
kobiet niespetniajacych kryteriow jego rozpoznania mialy znamiennie wyzsze
stezenia insuliny na czczo, wyzszy wskaznik HOMA-IR, nizszy wskaznik QUICKI
oraz wyzszy stosunek triglicerydow do cholesterolu HDL co wskazuje na udziat
insulinooporno$ci w patogenezie ZM. Adiponektyna jest cytoking produkowang
przez adipocyty, ktora zwigksza wrazliwos$¢ tkanek na dziatanie insuliny. Efekt ten
jest wynikiem jej wptywu na oksydacje kwasdéw tluszczowych 1 zmniejszenia
magazynowania triglicerydéw w miegs$niach szkieletowych (Dyck, 2009). Wykazano,
ze wyzsze stezenia adiponektyny zmniejszaja ryzyko wystgpienia ostrego zespotu
wiencowego (Wolk i wsp., 2007) oraz udaru w przebiegu miazdzycy tetnic (Zhang
1 wsp., 2015). W mojej pracy nie wykazalam, aby kobiety z rozpoznanym ZM miaty
znamiennie nizsze surowicze stezenia tej adipokiny w poréwnaniu do kobiet
niespetniajacych kryteriow jego rozpoznania. Niemniej jednak surowicze st¢zenia
tej cytokiny wsrdd kobiet speiniajacych kryteria rozpoznania ZM korelowaty
ujemnie z surowiczymi stezeniami insuliny na czczo oraz dodatnio z wartosciami
wskaznika QUICKI i surowiczymi stezeniami HDL-cholesterolu. Wyniki te s3
zbiezne z wynikami innych autorow, ktorzy takze wykazali, ze st¢zenie tej adipokiny
koreluje ujemnie ze stezeniem insuliny oraz dodatnio ze st¢zeniem cholesterolu HDL
(Mohammadzadeh i Ghaffari, 2014; Wolk 1 wsp, 2007). Kobiety z rozpoznanym ZM
mialy takze wyzsze surowicze stezenia CRP w poréwnaniu do tych, ktére nie
spetnialy kryteriéw jego rozpoznania. CRP nalezy do biatek ostrej fazy dlatego jego
stezenie w surowicy ulega podwyzszeniu we wszystkich stanach zapalnych
(zakazeniach, urazach, chorobach nowotworowych) (Du Clos, 2000). Wyniki
badania przeprowadzonego ws$réd mieszkancow Gruzji takze wykazaly wyzsze

stezenia CRP w surowicy wsrdd osob z rozpoznanym ZM w poréwnaniu do osob
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niespetniajgcych kryteriow jego rozpoznania (Sarbijani 1 wsp., 2015). Wyniki badan
przeprowadzonych przez Ridker’a (2007) wykazaty, ze surowicze stezenia CRP sg
znamiennie wyzsze u osob otylych w poréwnaniu do osoéb o prawidlowej masie
ciata. Ndumele i wsp. (2006) wykazali natomiast, ze surowicze stezenia CPR
dodatnio korelujg z insulinoopornos$cia tkanek niezaleznie od wystgpowania otylosci,
nadcis$nienia te¢tniczego, dyslipidemii, a takze spozycia alkoholu 1 palenia
papierosOw. Obecnie surowicze st¢zenia CRP stanowig niezalezny czynnik ryzyka

sercowo-naczyniowego u kobiet po menopauzie (Ridker i wsp., 2000).

Doktadna analiza wynikow moich badania nie wykazata jednak, aby ktorykolwiek
z badanych przeze mnie polimorfizmow wptywat na surowicze poziomy insuliny na
czczo, wyliczone wskazniki insulinoopornosci/wrazliwosci (HOMA-R, QUICKI,
TG/HDL) oraz surowicze st¢zenia adiponektyny i CRP w badanej przeze mnie
grupie. Nie stwierdzitam takze zwigzku pomiedzy posiadaniem okreslonych
genotypéw w obrebie badanych przeze mnie polimorfizméw ER a zawarto$cia
tkanki mie$niowej czy beztluszczowej masy ciata oraz obwodu pasa, ktéry silnie
koreluje z insulinoopornoscia (Bonneau 1 wsp., 2014).  Niemniej jednak,
heterozygoty AG w obrgbie miejsca polimorficznego rs1709183 charakteryzowaty
si¢ mniejszg zawartoscig catkowitej tkanki thuszczowej w poréwnaniu do homozygot
AA 1 GG. Ponadto homozygoty TT miejsca polimorficznego rs2234693 miaty
wickszg zawartos¢ catkowitej tkanki thuszczowej w porownaniu do homozygot CC
1 heterozygot TC. Homozygoty CC miejsc polimorficznych rs6902771 i rs7774230
charakteryzowaty si¢ wigksza zawartoscig catkowitej tkanki thuszczowej
w porownaniu do homozygot TT 1 heterozygot CT. Dodatkowo znalaztam istnienie
zalezno$ci miedzy genotypem miejsca polimorficznego rs2175898 a wzrostem
badanych kobiet. Homozygoty GG w tym polimorfizmie charakteryzowaty si¢
wyzszym wzrostem w poréwnaniu do homozygot AA i heterozygot AG. Nie
znalazlam jednak znaczacych roéznic w BMI pomiedzy tymi grupami. Wyzszy
wzrost u kobiet z genotypem GG miejsca polimorficznego rs2175898 moze wigzad
si¢ ze zmniejszong wrazliwoscig ER na dzialanie estrogenéw w obrebie nasad kosci
dhugich podczas procesu wzrastania. Estrogeny bowiem przyspieszaja kostnienie
chrzastek nasad kosci diugich w okresie dojrzewania (Rochira i wsp., 2015).

Zgodnie z moja wiedza jest to pierwsze doniesienie, iz wymienione wyzej
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polimorfizmy moga mie¢ zwigzek z zawarto$cig catkowitej tkanki tluszczowej

1 wzrostem ciata kobiet po menopauzie.

Wszystkie polimorfizmy, dla ktorych znalaztam istotne statycznie zaleznoS$ci
znajduja si¢ w intronach genow ER. Powstaje pytanie w jaki sposob polimorfizmy
w obrebie sekwencji intronowych moga wplywaé na opisane przeze mnie zaleznosci.
Sekwencje intronowe, jak wiadomo, nie koduja sekwencji bialek, a wiec zdaja si¢ nie
mie¢ wplywu na ekspresje lub wrazliwos¢ ER. Niemniej jednak Herrington 1 wsp.
(2002) wykazali, ze posiadanie allelu C w miejscu polimorficznym rs2234693
tworzy miejsce wigzania dla czynnika transkrypcyjnego B-myb. Obecno$¢ tego
czynnika transkrypcyjnego moze zatem powodowac¢ amplifikacje transkrypcji genu
ERa. To z kolei prowadzi do zwigkszonej ilosci ERa 1 wzmocnionej odpowiedzi na
estrogeny w tkankach, w ktérych dochodzi do ekspresji czynnika transkrypcyjnego
B-myb. Znalezienie przeze mnie opisanych powyzej zalezno$ci zwigzanych
z posiadaniem okreslonych alleli w miejscach polimorficznych znajdujacych sig¢
w obrebie sekwencji intronowych mozna ttumaczy¢ wilasnie zmianami w poziomie
ekspresji ER. U o0s06b posiadajacych genotyp CC w miejscu polimorficznym
1s2234693 moze dochodzi¢ do nasilenia transkrypcji genu ERa i zwigkszonej ilosci
ERa. W konsekwencji, pomimo niskiego poziomu estrogendw w organizmie,
zaobserwowac¢ mozna ich dzialanie biologiczne ze wzgledu na zwigkszong ekspresje
ER. Mozliwe, iz w przypadku innych miejsc polimorficznych, dla ktorych
wykazatam zalezno$¢ migdzy obecnoscig okreslonych genotypdéw w tych miejscach
a wystgpowaniem ZM posiadanie okreslonych alleli réwniez sprzyja wigzaniu
dodatkowych czynnikéw transkrypcyjnych aktywujacych ekspresje gendéw zaleznych

od estrogenow.

Podsumowujac wyniki moich badan stwierdzitam, ze posiadanie okreslonych
genotypow w 3 z 10 przebadanych przeze mnie polimorfizmow genu kodujacego
ERa oraz w 1 z 9 przebadanych przeze mnie polimorfizméw genu kodujacego ERf3
moze mie¢ zwigzek z wystepowaniem ZM u kobiet po menopauzie. W przypadku
3 miejsc polimorficznych w genie kodujacym ERa wykazatam zalezno$¢ migdzy
posiadaniem okre$lonych alleli w tych miejscach a stezeniem cholesterolu HDL.

W przypadku 1 miejsca polimorficznego w genie kodujacym ERP wykazatam
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zalezno$¢ miedzy posiadaniem okreslonych alleli w tym miejscu a stezeniem
cholesterolu catkowitego 1 LDL. Ponadto w przypadku 4 miejsc polimorficznych
w genie kodujacym ERa wykazalam zalezno$¢ migdzy posiadaniem okreslonych
alleli w obrgbie tych miejsc a zawarto$cig catkowitej tkanki thuszczowe;.
W przypadku 1 miejsca polimorficznego w genie kodujacym ERo wykazatam
zalezno$¢ migdzy posiadaniem  okreslonych alleli w tym  miejscu

a wzrostem badanych kobiet.
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6. WNIOSKI

Wyniki badah niniejszej pracy pozwalaja na sformutowanie nastgpujacych

wnioskow:

1. Posiadanie okreslonych genotypéw w miejscach polimorficznych genow
kodujacych ERa (rs2234693, 1s6902771, rs7774230) i ERP (rs3020449)

moze mie¢ zwigzek z rozwojem ZM u kobiet po menopauzie.

2. Istnieje zwigzek pomiedzy posiadaniem okre§lonych genotypow w miejscu
polimorficznym 1s2234693 a wystgpowaniem nadci$nienia tgtniczego
1 dyslipidemii. Ponadto posiadanie okreslonych genotypow w miejscach
polimorficznych rs2234693, 16902771, rs7774230 genu kodujacego ERa ma

wplyw na surowicze st¢zenia cholesterolu HDL.
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7. STRESZCZENIE

ZM wystepuje u ponad jednej czwartej populacji dorostych Polakow. Biorac pod
uwage jego nastepstwa takie jak T2DM oraz ChNS, ZM stanowi istotny problem
wspolczesnej medycyny. Menopauza jest nastepstwem wygasni¢cia czynno$ci
hormonalnej gonady zenskiej 1 obecnie wiadomo, ze niedobor estrogenéw u kobiet
po menopauzie prowadzi do rozwoju otytosci brzusznej i opornosci na insuling,
czego konsekwencja jest hiperinsulinemia 1 jej niekorzystne nastepstwa
metaboliczne. Estrogeny swoje dziatanie biologiczne wywoluja oddzialywujac
poprzez dwa izotypy ER: ERa 1 ERB. W zwigzku z wydluzaniem $redniego czasu
zycia oraz podnoszeniem wieku emerytalnego coraz wigksza czg$¢ zycia kobiet
przypada na okres po menopauzie, dlatego poznanie czynnikéw predysponujacych
do rozwoju ZM moze stanowi¢ istotny element prewencji T2DM oraz choréb uktadu
sercowo-naczyniowego w tej populacji. Z tego wzgledu celem niniejszej pracy byta
ocena zwigzku pomiedzy wystepowaniem okreslonych alleli w miejscach
polimorficznych gendw kodujacych ER a wystepowaniem ZM i jego poszczegdlnych
sktadowych u kobiet po menopauzie. MATERIAL I METODY: W badaniu wzigto
udziat 147 kobiet po menopauzie. Ws$rod uczestniczek badania przeprowadzitam
wywiad medyczny, dokonalam pomiaru masy i sktadu ciata, pomiaru obwodu pasa
1 ci$nienia tetniczego krwi. U kazdej z pacjentek oznaczono stgzenia glukozy,
lipidéw, insuliny oraz biatka C-reaktywnego (CRP) i adiponektyny oraz dokonano
analizy wybranych polimorfizméw przy uzyciu platformy Sequenom MassARRAY.
WYNIKI: Ponad potowa badanych kobiet (52 %) spetniata kryteria rozpoznania ZM.
W przypadku trzech z dziesigciu analizowanych polimorfizméw w genie kodujacym
ERa (152234693, 1s6902771, rs7774230) oraz jednego z dziewigciu analizowanych
polimorfizméw w genie kodujagcym ERp (rs3020449) wykazatam zaleznos¢
pomiegdzy posiadaniem okreslonych genotypéw a obecnoscia ZM u kobiet po
menopauzie. Ponadto wykazatam, Zze trzy wyzej wymienione polimorfizmy w genie
kodujacych ERa (152234693, 1rs6902771, rs7774230) dziedzicza si¢ wspolnie. To
samo zjawisko dotyczy dwoch par polimorfizméw w obrebie genu kodujacego
ERP (rs1256049 1 rs944050 oraz rs2987983 i rs3020450). Dla polimorfizmow
rs2234693, rs6902771 i rs7774230 genu kodujacego ERa wykazatam znamienne
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roznice w surowiczych stezeniach cholesterolu HDL w zalezno$ci od posiadania
okreslonych genotypow. W przypadku polimorfizmu rs3020449 genu kodujacego
ERB wykazatam  znamienne rdznice w surowiczych stezeniach cholesterolu
catkowitego 1 cholesterolu LDL w zalezno$ci od posiadania okre§lonych genotypow.
Posiadanie genotypu TT w miejscu polimorficznym rs2234693 genu kodujacego
ERa dwukrotnie zwigkszato szans¢ przyjmowania lekow hipotensyjnych oraz lekow
hipolipemizujacych w poréwnaniu do heterozygot TC 1 homozygot CC. Kobiety
spetniajace kryteria rozpoznania ZM mialy wyzsze surowicze stezenia CRP
w poréwnaniu do tych, ktére nie spehlnialy kryteriow jego rozpoznania.
W przypadku czterech analizowanych polimomorfizméw w genie kodujacym
ERa (rs1709183, 152234693, 1s6902771, 1s7774230) wykazalam  zalezno$¢
pomiedzy posiadaniem okreslonych genotypdéw a zawartoScig tkanki tluszczowe;j
w badanej grupie. Ponadto homozygoty GG w miejscu polimorficznym rs2175898
genu kodujacego ERa charakteryzowaly si¢ wyzszym wzrostem niz heterozygoty
AG 1 homozygoty AA  WNIOSKI: Istnieje zwigzek pomiedzy posiadaniem
okreslonych genotypéw w miejscach polimorficznych genéw kodujacych ER
a obecnoscia ZM wérdéd kobiet po menopauzie. Ponadto istnieja znamienne
statystycznie rdznice w surowiczych poziomach cholesterolu HDL, cholesterolu
LDL 1 cholesterolu catkowitego pomigdzy kobietami posiadajacymi okreslone

genotypy w miejscach polimorficznych genéw kodujacych ER.
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8. SUMMARY

Metabolic syndrome concerns one fourth of Polish people and leads to diabetes
mellitus type 2 and ischemic heart disease. Postmenopausal women are highly
affected by MS due to the lack of protective effects of estrogens. Estrogens act
through their nuclear receptors (ER). In the near future because of the extension of
life expectancy, the number of postmenopausal women will increase substantially.
Therefore, investigating both the environmental and genetic factors predisposing to
MS development has a great impact on women’s health. The aim of this study was
to find out whether bearing particular alleles at the ER gene polymorphism sites can
predispose to the development of MS in women after menopause. MATERIALS
AND METHODS: The sample consisted of 147 postmenopausal women. Apart
from collecting careful medical history and analyzing body mass and body
composition, patient’s waist size and blood pressure were measured. Moreover,
blood samples were analyzed to measure serum lipids, glucose, insulin, C-reactive
protein and adiponectin. The analysis of ER genes polymorphisms was performed
using Sequenom MassARRAY platform. RESULTS: More than a half (52 %) of
women had MS. Three out of ten analyzed polymorphisms in ERa gene (rs2234693,
1s6902771, rs7774230) and one out of nine analyzed polymorphisms in ER gene
(rs3020449) were associated with the diagnosis of the MS. Additionally, three ERa
gene polymorphisms (rs2234693, rs6902771, rs7774230) and two pairs of ER[3 gene
polymorphisms (rs1256049 and rs944050; rs2987983 and rs3020450) were inherited
together. ERa gene polymorphisms rs2234693, rs6902771 and rs7774230 were
associated with serum high-density lipoprotein concentrations.  ER[P gene
polymorphism rs3020449 was associated with serum total cholesterol concentrations
and serum low-density lipoprotein concentrations. Moreover, TT genotype in the
1s2234693 ERa gene polymorphism was associated with two times higher chance to
take anti-hypertensive and cholesterol lowering medications in comparison to the TC
and CC genotypes. Women with MS had higher levels of serum C-reactive protein
in comparison to women without MS. Four ERa gene polymorphisms (rs1709183,
1s2234693, rs6902771, rs7774230) were also associated with total fat tissue content.
Additionally, GG homozygotes of ERa gene polymorphism rs2175898 had higher
height in comparison with the AG heterozygotes and AA homozygotes.
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CONCLUSIONS: Bearing the particular alleles at the ER gene polymorphism sites
may impact the development of MS in women after menopause. Moreover, some of
the ER gene polymorphisms variants may influence serum high-density lipoprotein,
serum low-density lipoprotein and serum total cholesterol concentrations in women

after menopause.
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9. ANEKS
Do pracy dotaczono nastepujace dokumenty:

e Kopi¢ zgody Niezaleznej Komisji Bioetycznej do Spraw Badan Naukowych
przy Gdanskim Uniwersytecie Medycznym (NKEBN/11/2011)

e wzor dokumentu z informacja o badaniu i1 pisemna zgoda pacjentki
e wzor formularza badania

e wzoOr formularza MRS
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NIEZALEZNA KOMISJA BIOETYCZNA DO SPRAW BADAN NAUKOWYCH
PRZY GDANSKIM UNIWERSYTECIE MEDYCZNYM
80-210 Gdarisk, ul. M. Skiodowskiej-Curie 3a
telefax 58/349-10-11 - sekretariat, tel. 58/349-12-60 - przewodniczgcy

NKEBN/11/2011 Gdansk, 2011-03-07

Pan

Dr hab. n. med. Dominik Rachon

Kierownik Zakladu Endokrynologii Kliniczne] i DoS§wiadczalnej
Miedzywydziatowy Instytut Medycyny Morskiej i Tropikalnej
Gdanski Uniwersytet Medyczny

W odpowiedzi na zgloszenie bada’i z dnia 4.01.2011 r. na temat:
LPolimorfizm genbéw receptoréw estrogenowych (ER& i ERR) a rozwéj zespotu
metabolicznego kobiet po menopauzie” (praca na stopien doktora nauk medycznych
mgr Karoliny Dgbrowskiej — stuchaczki I roku Dziennych Studiéw Doktorankich GUMed,
planowana do przeprowadzenia we wspétpracy z Katedrq Zywienia Klinicznego GUMed)
- Niezalezna Komisja Bioetyczna do Spraw Badari Naukowych przy Gdarnskim
Uniwersytecie Medycznym na posiedzeniu w dniu 27 stycznia 2011 roku zapoznata si¢
z wyzej wymienionym projektem pracy i - po uzupefnieniu w.w. zgtoszenia badari
I wyjasnieniu watpliwosci Komisji (pismo badacza z dnia 3.03.2011 r.) - wyraza zgode
na prowadzenie tej pracy w zakresie przedstawionym we wniosku, gdyz s3 to badania
poznawcze, nie stanowigce istotnego zagrozenia dla zdrowia badanych oséb.

GDANSKI UNIWERIYTET HEDYCINY
LLZALE?Nn RUMISIA By TYCINEA
DO SPRAW DAUAL wAUKOWYCH

YRZL TZACY
ol 10 Caansw, ul. M. Swesowgue-Cune 3A t li“/“lk;\' )‘ﬁ;;g_l C 7{}5;
elarax NSF 349 10 11 ST & ,,‘w TTort
£ f e ST

prof Ar hab e, Stefan Raszeje
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INFORMACJA O BADANIU ORAZ SWIADOMA ZGODA BADANEGO

Petna nazwa programu badawczego: Polimorfizm gendéw receptoréow
estrogenowych (ERa i ERB) a rozwdj zespotu metabolicznego u kobiet po

menopauzie.

NQZWISKO i IMIE: ittt e e e e e e e e ee s e aaab e b e e e eeaaeeeaaeeans

1.Zatozenia badania.

Zespot metaboliczny (ZM) jest zbiorem czynnikdw ryzyka sercowo-naczyniowego, ktodre
moga prowadzi¢ do choroby niedokrwiennej serca i cukrzycy typu 2. Grupg oséb
szczegoblnie narazonych na rozwdj ZM sg kobiety po menopauzie. Dzieje sie tak, gdyz po
wystgpieniu menopauzy w organizmie kobiety przestajg by¢ produkowane estrogeny,
zenskie hormony ptciowe, ktdre wywierajg wiele korzystnych efektéw metabolicznych
dziatajagc poprzez receptory estrogenowe (ER). Woczesniejsze badania sugerujg, ze
zwiekszone ryzyko rozwoju ZM moze mie¢ zwigzek z okresSlonym polimorfizmem
(stosunkowo czestg zmiang w DNA populacji) genéw, ktére kodujg ER.

Prowadzone badanie bedzie trwato ok. 4 lata i ma na celu znalezienie ewentualnego
zwigzku pomiedzy wystepowaniem okreslonego polimorfizmu gendw ER a rozwojem ZM u
kobiet po menopauzie.

Niniejsze badanie zostato przyjete i zatwierdzone przez Niezalezng Komisje Bioetyczng do
Spraw Badan Naukowych przy Gdanskim Uniwersytecie Medycznym, powotang przez
Rektora Uczelni, na podstawie rozporzadzenia Ministra Zdrowia i Opieki Spotecznej.
Zadaniem Komisji jest ochrona praw badanego. Kierownikiem badania jest pan dr hab. n.
med. Dominik Rachon, kierownik Zaktadu Endokrynologii Klinicznej i Doswiadczalnej
Wydziatu Nauk o Zdrowiu.

2. Postepowanie badawcze.

Badanie bedzie prowadzone w Zaktadzie Endokrynologii Klinicznej i Doswiadczalnej
Wydziatu Nauk o Zdrowiu od stycznia 2011 do czerwca 2015 roku. W czasie badania
dwukrotnie, w odstepie ok. 4 lat, wykonamy pomiary i badania majace na celu ocene
obecnosci sktadowych ZM. U kazdej z pacjentek zostanie wykonany pomiar obwodu pasa i
ci$nienia tetniczego oraz pobrana zostanie prébka krwi, ktéra postuzy do oznaczenia
glukozy we krwi na czczo, biochemicznego oznaczenia petnego lipidogramu krwi,
oznaczenia cytokin prozapalnych: interleukiny 6 (IL-6) i biatka C-reaktywnego (CRP) oraz do
zidentyfikowania polimorfizméw gendéw ER. Pomiar obwodu pasa, ciSnienia tetniczego i
pobranie probki krwi zostang wykonane dwukrotnie — na poczatku badania i po okresie ok.
4 |at.
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3. Ryzyko zwigzane z badaniem.

Pomiar obwodu pasa oraz cisnienia tetniczego sg badaniami catkowicie nieinwazyjnymi.
Probki krwi zostang pobrane dwukrotnie w objetosci 5 ml w odstepie ok. 4 lat. Pobieranie
krwi wigze sie z pewnymi niedogodnosciami - ukfucie, swedzenie wyjgtkowo siniak,
zupetnie wyjatkowo zakazenie w miejscu uktfucia.

4. Korzysci zwigzane z badaniem.

Przeprowadzimy dwukrotnie szereg pomiaréw i badan majacych na celu ocene obecnosci
sktadowych ZM. Ponadto sprawdzimy jaki posiada Pani polimorfizm genu receptora
estrogenowego. Przeprowadzimy wyktad dotyczgcy mozliwosci zapobiegania rozwojowi
ZM. Jesli w trakcie badania znajdziemy zwigzek pomiedzy wystepowaniem okreslonego
polimorfizmu genu ER a rozwojem ZM, w przysztosci bedzie mozna wyodrebni¢ grupy
kobiet o wyzszym ryzyku wystgpienia ZM i szybciej podjg¢ dziatania prewencyjne.

Wyniki tego badania mogg okazacd sie istotne w prewencji rozwoju zespotu metabolicznego
i, co za tym idzie, w zapobieganiu chorobie wiericowej serca i cukrzycy typu 2.

5. Poufnos$¢ wynikéw badania.

Zachowamy petng poufnosé dotyczaca osobiscie Pani oraz wynikéw badan.

Wyniki badan mogg by¢ przedstawione odpowiedniej agendzie rzadowej (np. Komisja
Rejestracji Lekdw) z pominieciem Pani danych osobowych. Tajemnice lekarskg zachowamy
takze w publikacjach, dotyczacych niniejszego badania. Jedynie prawomocna decyzja sgdu

moze spowodowacd ujawnienie danych osobowych. Prawo Panstwowe chroni poufnosé Pani
danych osobowych.

6. Opftaty.

Za uczestnictwo w badaniach nie przewidujemy optaty Pani oraz rodzinie.

7. Jak uzyska¢ dodatkowe informacje.

Zachecamy Panig do zadawania pytan, ktore dotyczg badania, przed i czasie jego przebiegu.
Otrzyma Pani takze kopie niniejszego pisma do wgladu. Jesli bedzie miata Pani dodatkowe
pytania prosimy dzwoni¢ na numer +48 724 993 000 w czasie dnia.

8. Uczestnictwo.

Moze Pani w kazdej chwili zrezygnowa¢ z uczestnictwa w tym badaniu, po zawiadomieniu
dr hab. n. med. Dominika Rachonia lub mgr Karoliny Kuzbickiej (Zaktad Endokrynologii
Klinicznej i Doswiadczalnej Wydziatu Nauk o Zdrowiu).
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9. Podpisy.

Przeczytatam i zapoznatam sie z wyzej podang informacjg oraz mozliwoscig uzyskania
dodatkowych informacji w kazdej chwili. Zgadzam sie uczestniczy¢ w niniejszym badaniu. W
petni rozumiem cel badania, sposéb jego przeprowadzenia oraz wszystkie korzysci i
zagrozenia wynikajgce z faktu uczestniczenia w badaniu.

Otrzymatam jedng kopie niniejszego pisma.

Ja, nizej podpisana w petni wyjasnitam wszelkie szczegdty tego badania uczestniczce. W
petni Swiadomie podejmuje sie prowadzenia tego badania i rozumiem swoja role.
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Imie: Kod materiatu:
Nazwisko: Data badania:
Adres:
Telefon: Data urodzenia:
Wywiad ginekologiczny
Czy pacjentka przyjmowata lub przyjmuje hormonalng terapie zastepcza? Nie
Tak
PM: OM:
Jesli tak to od kiedy i jakie?
Badania w kierunku zespotu metabolicznego (MS)
Obwdd pasa: cm | Waga: kg | Wzrost: m
o . masa tkanki
BMI: % tkanki ' %
ttuszczowej: S .
miesniowej:
Nie
H
SBP / DBP mmne Czy pacjentka przyjmuje leki na
mmHg S
nadcisnienie? Tak
mmHg
Jesdli tak to jakie?
Nie
Poziom glikemii mg/dl | Czy pacjentka przyjmuje leki na
obnizenie glikemii? Tak
Jesli tak to jakie?
Cholesterol cat. mg/dl | Cholesterol-LDL mg/dl
Triglicerydy mg/dl | Cholesterol-HDL mg/dl
Czy pacjentka przyjmuje Nie . L
leki hiooli . 5 Jesdli tak to jakie?
eki hipolipemiczne? Tak
. Nie Jedli tak to od kiedy
CZT— paq.entka? TSH uu)/!
pall papierosy: Tak i w jakich ilosciach?

Choroby
wspotistniejace:

Inne przyjmowane
leki:

Lekarz badajacy:
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Skala oceny objawéw menopauzy

(Polish version of the MRS)

10.

11.

Ktére z nastepujgcych objawow wystepujg obecnie u Pani? Prosze zaznaczyt odpowiednia kratke
dia kazdego objawu. W przypadku objawéw, ktére u Pani nie wystepuja, prosze zaznaczyt brak’™

Objawy:

Ocena =

Uderzenia gorgea, pocenie sig

{epizody pocenia sig)... ’
Kiopoty z sercem (zwraca Pam uwage na b:cne serca,
nieregulame bicie serca, szybkie bicle serca, ucisk w
o R DA AT R A T i
Problemy ze snem (trudnosc z zasyplaniem, trudnoed z
przespaniem catej nocy, Wezesne budzemie Sig) ...
Nastrd| depresyjny (uczucie przygnebienia, smutku, bycie
bliskim ptaczu, brak motywacji do dzialania, hustawka
nastrojow) ... .
Drazliwosc (ucmue zdenemcmama. wamqtrmy niopokég.
uczucle agres)i)... R
Lek (wewnqtrzna nerwowosc, uczucie pamkn) ......................
Wyczerpanie fizyczne | umysiowe (ogdinie mniejsze
moliwoéci, pogorszenie pamieci obnizona zdolnose
koncentracyl, zapominanie)...

Problemy seksualne (zmlana w pozadanlu seksualnym
seksualnej aktywnosci i satysfakcji)........ccoiviinciciiiis
Problemy z pecherzem (lrudnodci 2 oddawaniem moczu,
2wigkszona polrzeba oddawania moczu, nietrzymanie
Sucho&é pochmy (uczucm Buchoéca Iw plecz:ama w
pochwie, trudnosci podezas stosunku seksualnego)....
Dyskomfort zwigzany ze stawami i migsniami (bole
Stawdw, doleghwoSct reUmatyCZne). ..o S

bardzo
umiarko- pows2-  powaz-
beak tagodne  wane ne ne
0 1 2 3 4
O a o o ]
(=)
O
a a 8]
m) O o O O
(m) a o a o
(=]
o O
m] ] a O 0
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10. SPIS RYCIN, TABEL I WYKRESOW ZAMIESZCZONYCH
W PRACY

10.1 SPIS RYCIN

Rycina 1. Metaboliczne wlagCiwOSCl €StrOZENOW ........ccvvevieriiirireriieeiieeieereesreesreeereeeaeesneens 10

Rycina 2. Schematyczny przebieg badania polimorfizméw pojedynczego nukleotydu z
wykorzystaniem platformy MassARRAY (zrédto: materiaty informacyjne firmy Agena
BIOSCICIICES ) ..ottt ettt ettt et et stt e st e et e bt e bt e s e satesneeenteenseenseenseesseessaesnneenneens 18

Rycina 3. Schemat reakcji iPLEX w badaniu z wykorzystaniem platformy Sequenom

MAaSSARRAY ... e 24
Rycina 4. Przyktadowy obraz widma dla 19 wybranych polimorfizmow .............ccceeeveenene 25
Rycina 5. Polimorfizm rs7774230 w wariantach genotypowych: CT, Coraz T .................. 26
10.2.SPIS TABEL

Tabela 1. Porownanie kryteridow rozpoznania ZM proponowanych przez réozne towarzystwa 8

Tabela 2. Sekwencje starterow uzytych do powielenia w drodze PCR wybranych
fragmentow gendw kodujacych ERIT 1 ER DI oo 19

Tabela 3. Etapy PCR ......ooiiiiceceeetete ettt sseestaesraesnseenseens 20

Tabela 4. Sktad mieszaniny reakcyjnej do PCR z wykorzystaniem platformy Sequenom
MASSARRAY ...ttt ettt 21

Tabela 5. Sktad mieszaniny reakcyjnej SAP w badaniu z wykorzystaniem platformy
Sequenom MasSARRAY ....oooiiiiiiieiiece ettt et et e e seb e etaeeenes 21

Tabela 6. Dideoksynukleotydy wykorzystane do etapu wydtuzania w reakcji iPLEX oraz ich
stezenie uzyte w reakcji. W sekwencji nukleotydow matymi literami oznaczytam
niespecyficzne zasady dodane w celu ,,zbilanoswania masy” ...........ccoceevevenienenceneneenenn 23

Tabela 7. Sktad mieszaniny reakcyjnej w reakcji iPLEX z wykorzystaniem platformy
Sequenom MasSARRAY ....oouiiiiiiieiece ettt et e e 24

Tabela 8. Charakterystyka badanych kobiet (N=147) ......cccceeoiriiriiiiieieieee e 29

Tabela 9. Charakterystyka kliniczna kobiet spetniajacych i niespetniajacych kryteriow
TOZPOZNANIA ZM ... .iiiiiieiiiciieciieciie ettt et et e a e et e e b e e b e esteestaessaessseesseesseesseessesssessseasseessennsens 30

Tabela 10. Wystepowanie okreslonych alleli analizowanych polimorfizméw genu ERa w
DAAANE] POPUIACTT 1.vveevieeiieciiecie ettt ettt ettt e st e st e et e e beebeestsessbeesseesseensaenseas 33

Tabela 11. Wystepowanie okreslonych alleli analizowanych polimorfizméw genu ERO w
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Tabela 12. Ocena wptywu wybranych polimorfizméw w genie ERa na wystgpowanie ZM
WSTOd badanych KODIEt. ........coiuiiiiiiiiiiiieie e e 35

Tabela 13. Ocena wptywu wybranych polimorfizméw w genie ERP na wystepowanie ZM w
DAAANE] ZIUPIC. ...ttt ettt et b e sttt ettt ettt et e 36

Tabela 14. Iloraz szans (OR) wystgpienia ZM w zaleznosci od posiadania okreslonych
genotypoéw miejsc polimorficznych genow ER, dla ktorych wykazano istnienie zaleznos$ci
mi¢dzy posiadaniem okreslonych genotypdw a rozwojem ZM..........cccocvvevvievieeneenieeieanneens 37

Tabela 15. Zaleznos¢ migdzy wystepowaniem poszczegolnych sktadowych ZM a
posiadaniem okreslonych alleli w trzech wystepujacych wspolnie polimorfizmach
rs2234693, rs6902771 oraz rs7774230 genu kodujacego ER T ..ovviiiiiiiieciieeee, 38

Tabela 16. Poréwnanie wskaznikow insulinoopornosci/wrazliwos$ci oraz surowiczych stezen
adiponektyny i CRP wsrod kobiet spetniajgcych i niespetniajacych kryteriow rozpoznania

Tabela 17. Ocena wptywu wystepowania okreslonych alleli w trzech wystepujacych
wspolnie miejscach polimorficznych rs2234693, rs6902771 oraz rs7774230 genu
kodujacego ERa na wskazniki insulinoopornosci/wrazliwosci, surowicze poziomy
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