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1. WSTEP

Otytos¢ jest chorobg przewlekta, ktéra w chwili obecnej na calym $wiecie
przybiera rozmiary epidemii, bedac jednoczesnie przyczyna powaznych problemow
zdrowotnych, spotecznych oraz ekonomicznych. Globalna epidemia otytosci zostala
ogloszona przez Swiatowa Organizacj¢ Zdrowia (WHO - World Health Organization) juz
w 1997 roku. Niestety od tego czasu obserwuje si¢ systematyczne narastanie problemu.
W roku 2018 nadwaga dotyczyta prawie 39% populacji dorostych ludzi na §wiecie, w tym
osoby otyte stanowity az 13% populacji. Szacuje si¢, ze w przypadku utrzymania si¢ tego
trendu w 2025 roku otylo$¢ moze dotyczy¢ nawet 21% kobiet i 18% me¢zczyzn.

Nadwaga lub otyto$¢ kobiet w wieku reprodukcyjnym oraz nieprawidiowy
przyrost masy ciala w cigzy stanowig duze wyzwanie dla lekarzy ginekologow
i potoznikéw, poniewaz stanowia przyczyne szeregu powiktan dotyczacych zaréwno
matki jak i dziecka, a ich liczba ma tendencje wzrostowe [Hirshberg i wsp., 2017,
Kominiarek 1 wsp., 2019]. Przeprowadzone badania wsrdd kobiet w cigzy pokazuja, ze
problem nadmiernego przyrostu masy ciala moze dotyczy¢ ponad 40% cig¢zarnych
[Goldstein i wsp., 2017].

Przyrost masy ciata w czasie cigzy zwigzany jest z zapewnieniem prawidlowego
dostarczania skladnikow odzywczych 1 tlenu do rozwijajacego si¢ ptodu oraz
z przygotowaniem rezerw energetycznych matki do laktacji po porodzie. U kobiety
o prawidtowej budowie ciala zalecany cigzowy przyrost masy powinien wynosi¢ okoto
20%. Na cigzowy przyrost masy ciata wptyw majg czynniki genetyczne, epigenetyczne,
metaboliczne i Srodowiskowe oraz ich wzajemne interakcje. Obecnie, dzigki dynamicznie
rozwijajacym si¢ dziedzinom medycyny jak nutrigenetyka i nutrigenomika wykazano, ze
przyrost masy ciala moze by¢ uzalezniony nie tylko od stosowanej diety, aktywnosci
fizycznej, ale rdwniez od obecnosci polimorfizmow gendow zwigzanych z otytoscig.
Istotne jest zatem interdyscyplinarne edukowanie kobiet w zakresie uzyskania
odpowiedniej masy ciata i wyksztalcenia prawidlowych nawykéw zywieniowych juz na

etapie planowania cigzy.



1.1. Epidemiologia otylosci

Nadwaga i otylo$¢ to problem, ktéry dotyczy ludnosci catego $wiata, zar6wno
panstw wysoko rozwini¢tych, jak 1 rozwijajacych sie. Wskazniki dotyczace otytosci
ulegajg wzrostowi w szybkim tempie 1 dotycza zarowno kobiet, mezczyzn jak i dzieci,
niezaleznie od przynaleznosci etnicznej, kraju zamieszkania, jak rdéwniez statusu
spotecznego. Koszty leczenia otytosci na catym $wiecie sg bardzo duze i stale rosng
[Chooi 1 wsp., 2019]. Od roku 1975 liczba dorostych 0so6b otylych wzrosta niemal
trzykrotnie, w roku 2016 nadwage stwierdzono u ponad 1,9 miliarda (39%) o0sob calym
$wiecie, sposrod nich az 650 milionow (13%) byto otytych. Liczba dzieci otytych wzrosta
czterokrotnie, z 4 do 18% (u dzieci ponizej 5 lat), dajac liczbg 38,2 mln dzieci z nadwaga
lub otytoscig. Z powodu chordob wywotlanych otylo$cig umiera rocznie co najmniej 2,8
mln 0s6b na catym §wiecie [WHO, 2020].

Problem nadwagi i otylo$ci w najwickszym stopniu dotyczy mieszkancow
Stanow Zjednoczonych, gdzie wedtug raportu WHO z 2016 roku u ponad 60% populacji
stwierdza si¢ nadmierny przyrost masy ciala, z czego ponad polowa speknia kryteria
otytosci. W Europie 20% os6b dorostych 1 10% dzieci jest otylych. Szacuje si¢ rowniez,
ze ponad 60% dzieci z nadwaga w okresie dziecinstwa, bedzie mie¢ problem
z nieprawidlowym nadmiernym przyrostem masy ciata w wieku dorostym [Eurostat,
2016].

Rowniez w Polsce od kilku dekad obserwuje si¢ narastanie problemu otyto$ci
w populacji kobiet 1 me¢zczyzn. Niepokojacych danych dostarczyly wyniki badania
przeprowadzonego w Polsce w latach 1983-1986, w ramach koordynowanego przez
WHO europejskiego projektu MONICA, obejmujacego 40 tysiecy osob. W badaniu tym
odnotowano nadwage u 31% kobiet i 44% me¢zczyzn, natomiast otylos¢ u 29% kobiet
128% mezczyzn [Pajak, 1996]. Wieloosrodkowe ogolnopolskie badanie stanu zdrowia
ludnosci WOBASZ (2003-2005) wykazato otytos¢ u 22,4% kobiet i 21,2% mezczyzn
[Biela 1 wsp., 2005]. W kontynuacji projektu pod nazwg WOBASZ II (2013-2014)
pokazano wzrost czgstosci wystgpowania otylosci do 25% u kobiet 1 24,4% u mezczyzn.
Chorobliwa otyto$¢ dotyczyta okoto 282 tysiecy kobiet w Polsce [Stepaniak i wsp.,
2016]. Wedtug najnowszych statystyk WHO, co druga osoba w Polsce ma nadwage,
natomiast co piata jest otyta [WHO, 2020].

Rownolegle z ogolnoswiatowa tendencja narastania problemu otylosci
w populacji ogdlnej, obserwuje si¢ réwniez narastanie problemu otylosci u kobiet

w cigzy. Wedlug badan przeprowadzonych w ramach europejskiego projektu Euro-
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Peristat szacuje si¢, ze okoto 30-37% kobiet cigzarnych w wigkszosci krajow
europejskich kwalifikuje si¢ do grupy oséb z nadwaga lub otytoscia, biorac pod uwage
warto$¢ wskaznika masy ciata (BMI - body mass index) w pierwszym okresie cigzy.
Wyjatkiem w tym badaniu byta Polska, Francja i Stowenia, ktore odnotowaty nieco nizsze
odsetki oraz Szkocja, ktora odnotowata wyzszy odsetek kobiet z nadwaga i otytoscia
[MacFarlane i wsp., 2016]. Rowniez w obszernym szwedzkim badaniu, liczagcym okoto
163 tysigce pacjentek odnotowano, ze w przypadku matek, rodzacych pierwsze lub drugie
dziecko w latach 1982-2010, okoto 33-37% z nich uzyskato nadmierny cigzowy przyrost
masy ciala wedtug klasyfikacji Instytutu Medycyny w Stanach Zjednoczonych (IOM -
Institute of Medicine) [Holowko i wsp., 2015]. Badania przeprowadzone w roku 2015 na
podstawie analizy warto$ci wskaznika BMI we wczesnym okresie cigzy pokazaly, ze
wigkszo$¢ kobiet (44-68%) uzyskata wyniki cigzowego przyrostu masy ciata powyzej
zalecen IOM. W badaniach tych wskazano réwniez na zwigzek pomiedzy nadmiernym
przyrostem masy ciata a zwigkszong liczbg cig¢ cesarskich, rozwojem nadci$nienia
cigzowego, zwickszong czgstoscig makrosomii oraz dystocji barkowej [Johnson i1 wsp.,

2015, Deputy i wsp., 2015].

1.2. Definicja i klasyfikacja otylosci

Otylos$¢ zaliczana do chorob przewlektych, o podlozu zapalnym, definiowana jest
jako zaburzenie homeostazy energetycznej [Mozaffarian 1 wsp., 2011]. Zaburzenie to
rozwija si¢ na tle hipertrofii i/lub hiperplazji adipocytow, przy niewspotmiernie wysokiej
podazy energii pochodzacej z dostarczanego pozywienia w stosunku do dziennego
wydatku energetycznego [Pellegrinelli i wsp., 2016, Tsatsanis i wsp., 2015]. Klasyfikacje
otylosci przeprowadza si¢ obliczajagc wartos¢ wskaznika BMI, biorac pod uwage jej
etiopatogeneze (otyto$¢ pierwotna lub wtérna) oraz rozmieszczenie 1 stopien
nagromadzenia tkanki tluszczowej (tluszcz podskorny lub trzewny). Obecnie otytos¢
najczesciej okreslana jest na podstawie wskaznika masy ciata BMI. Wartosci wskaznika
BMI w granicach 25-29,9 kg masy ciata/m* §wiadcza o nadwadze, natomiast wartosci
powyzej 30 kg masy ciata/m? wskazuja na otyto§¢. Prawidtowa masa tkanki thuszczowe;
powinna stanowi¢ 20-30% masy ciata u kobiet oraz 12-20% masy ciala u me¢zczyzn. Ze
wzgledu na plastyczno$¢ tkanki thuszczowej masa ta jest modyfikowalna i zalezy od wielu
czynnikow, w tym kaloryczno$ci pozywienia, wysitku fizycznego oraz czynnikéw
srodowiskowych [Murawska-Ciatowicz, 2017]. Szczegdétowa klasyfikacje otylosci

przedstawiono w tabeli 1.



Tabela 1. Klasyfikacja otylosci ze wzgledu na wskaznik BMI, wg WHO.

BMI (kg/m?) Klasyfikacja WHO
<18,5 Niedowaga
18,5-24,9 Norma
25,0-29,9 Nadwaga
30,0-34,9 Otylos¢ I°
35,0-39,9 Otytos¢ 11°
>40,0 Otylos¢ I1I° (olbrzymia)

1.3. Etiopatogeneza otylosci

Etiopatogeneza otylo$ci uwarunkowana jest wptywem czynnikow genetycznych,
metabolicznych i srodowiskowych. Otylo$¢ pierwotna rozwija si¢ na skutek dtugotrwale
utrzymujacego si¢ dodatniego bilansu energetycznego [Mozaffarian i wsp., 2011].

Dobowy wydatek energii jest sumg podstawowej przemiany materii, energii
pochodzacej z procesow termogenezy (dzigki dostarczanym sktadnikom pokarmowym)
oraz energii wykorzystanej na wzrost 1 aktywno$¢ fizyczng. Organizm osoby otylej
wieksza czes¢ spozytej energii wykorzystuje m.in. do syntezy triglicerydow, niewiele
natomiast na termogeneze¢ [Pinheiro 1 wsp., 2011]. Regulacje¢ ilosci przyjmowanego
pokarmu zapewnia centralny uktad nerwowy poprzez dziatanie osi mdzg - jelito,
natomiast rOwnowage energetyczng zapewnia podwzgorzowy szlak leptyna -
melanokortyna [Morton 1 wsp., 2006]. W wyniku regulacji hormonalnej i nerwowe;j
gospodarka energetyczna organizmu utrzymywana jest na optymalnym poziomie. Na
przyjmowanie odpowiednich ilosci pokarmu wptywaja rowniez centralne 1 obwodowe
bodZce neurohormonalne. Sygnaly obwodowe pochodzace z tkanki thuszczowej, trzustki,
jelit 1 zoladka, zintegrowane w podwzgo6rzu uruchamiaja odpowiedZ w postaci sygnatu
glodu lub sytosci. Gtownymi mediatorami obwodowymi sg bialka wydzielane przez
tkanke tluszczowa zwane adipokinami (zwlaszcza adiponektyna i leptyna), hormon
zoladkowy grelina, peptyd jelitowy YY oraz insulina syntetyzowana w trzustce. Szereg
nieprawidlowosci na wielu etapach tego neuromechanizmu moze prowadzi¢ do

zaburzenia systemu rownowagi metabolicznej [Sternson 1 wsp., 2017]. Dodatniemu
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bilansowi metabolicznemu towarzyszy zwigkszona kumulacja biatej tkanki ttuszczowe;,
spowodowana przerostem istniejacych juz adipocytéw lub nadmiernym réznicowaniem
preadipocytéw w adipocyty [Dusseault 1 wsp., 2016].

Procesowi temu sprzyjaja nieprawidtowe nawyki zywieniowe zwigzane ze zbyt
czestym spozywaniem zywnoSci przetworzonej, nadmiernie kalorycznej i bogato
thuszczowej, stosowanie diet zaburzajacych metabolizm [Stice i wsp., 2005] oraz
zmniejszona aktywno$¢ fizyczna [Shields 1 wsp., 2008]. Mozliwy udziat réznych

czynnikoOw w etiopatogenezie otytosci przedstawiono na ryc. 1.

czynniki genetyczne
i epigenetyczne

stan hormonalny
i metaboliczny
organizmu

czynniki spoteczne
i kulturowe

czynniki / '

srodowiskowe

Rycina 1. Etiopatogeneza otytosci.

Otylo$¢ wtorna jest efektem zaburzenia homeostazy hormonalnej i metabolicznej
organizmu w korelacji ze sktonno$ciami genetycznymi organizmu [Hruby i wsp., 2015].
W wielu przypadkach otylo$¢ spowodowana jest zaburzeniami endokrynologicznymi,
w tym niedoczynnoS$cia tarczycy, niedoborem czynnika wzrostu, zespolem Cushinga,
zespotem policystycznych jajnikdéw, cukrzycg lub uszkodzeniem podwzgorza [Lustig,
2008]. W rozwoju otytosci wskazuje si¢ réwniez na role niektérych lekow m.in.
antydepresyjnych oraz insuliny [Ananth i wsp., 2004].

W latach 90-tych XX wieku rozpoczeto liczne obserwacje kliniczne dotyczace
rodzinnego wystepowania otytosci. Zauwazono, ze w rodzinach w ktorych obydwoje
rodzice sg otyli, ryzyko otylosci u dziecka jest dziesie¢ razy wyzsze niz u dziecka

rodzicow szczuptych [Reilly 1 wsp., 2005]. Przeprowadzone badania dotyczace bliznigt
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jedno- i dwujajowych, wychowanych w rodzinach naturalnych i adopcyjnych pokazaty,
ze czynniki genetyczne majg zasadniczy wplyw na rozwdj otylosci [Haworth 1 wsp.,
2008].

Obecnie wiadomo, ze otylo$¢ moze rozwing¢ si¢ na podlozu genetycznym.
Otyto$¢ monogeniczna zwigzana z dysfunkcja tylko jednego genu jest zjawiskiem dos¢
rzadkim 1 stanowi 7,3% przypadkoéw otytosci o podtozu genetycznym [Kleinendorst
1 wsp., 2018, Domingue 1 wsp., 2014]. Znacznie cz¢sciej rozw0j otytosci zwigzany jest
ze wspoldziataniem wielu gendéw lub ich polimorfizmow [Willer i wsp., 2009].
Zsekwencjonowanie ludzkiego genomu, zwigzane z rozpoczetym w 2003 roku
programem Human Genome Project, wykorzystujace zaawansowane techniki biologii
molekularnej umozliwito przyspieszenie badan nad dziedziczeniem otylosci
1 zaowocowato opisaniem polimorfizméw pojedynczych nukleotydow (SNPs - single
nucleotide polymorphisms) uczestniczacych w patogenezie otytosci. Do tej pory opisano
389 gendw 1 445 SNP zwigzanych z wystgpowaniem nadmiernej masy ciala i otylosci
[Cheng 1 wsp., 2018]. Otylo$¢ o podlozu genetycznym moze by¢ zwigzana z genami
zaangazowanymi w procesy neuroregulacji osrodka gtodu 1 sytosci (BDNF, NEGRI)
[Horstmann i wsp., 2013, Boender i wsp., 2012], wydzielania insuliny (/RS/)
[Kilpeldinen i wsp., 2011] oraz adipogenezy (PPARG, FTO, MAP2K5) [Takenaka i wsp.,
2012, Locke i wsp., 2015].

Pomimo znaczacych odkry¢ w tej dziedzinie, wiele mechanizméw molekularnych
zwigzanych z otyloscig pozostaje niewyjasnionych 1 wymaga dalszych badan. Zaburzenia
genetyczne umozliwiajg wytlumaczenie indywidualnej osobniczej podatnosci na otytosc,
powstatej w wyniku interakcji: Srodowisko-gen. Jednoczes$nie reakcja gen-srodowisko
moze by¢ zwigzana ze zmianami epigenetycznymi [Heijmans 1 wsp., 2008]. Mechanizmy
epigenetyczne wpltywaja na dziedziczng zmiang ekspresji gendéw zwigzang miedzy
innymi z metylacjag DNA, modyfikacja histondw 1 regulacja za posrednictwem miRNA,
bez wpltywu na zmian¢ sekwencji nukleotydéw. Programowanie epigenetyczne jest
zalezne od wpltywoéw Srodowiskowych, sktadnikéw diety oraz mikroflory jelitowej
[Jaenisch 1 wsp., 2003, Lopomo i wsp., 2016]. Wykazano réwniez, ze momentem
krytycznym dla ksztatltowania si¢ epigenomu ptodu jest embriogeneza, a otylo§¢ matki
przed i w czasie cigZy moze mie¢ znaczacy wplyw na wystgpienie zaburzen
metabolicznych u potomstwa w p6zniejszym wieku [Chmurzynska, 2010, Nogues 1 wsp.,

2019, Martin 1 wsp., 2019].
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Otylo$¢ nie jest prawdopodobnie zwigzana z jednym, pojedynczym czynnikiem
sprawczym, zawsze jest to efekt wielu ztozonych interakcji. W tym zakresie ciekawe
obserwacje dotyczg udziatu w patogenezie otytosci zaburzen mikroflory jelitowej [ Bouter
1 wsp., 2017], zaburzen rytmu dobowego [Pan i wsp., 2011], niedoboru witaminy D oraz
wapnia [Lagunova i wsp., 2009], jak rowniez udziatu stresu powodujacego nadmierng

aktywno$¢ osi podwzgorze - przysadka - kora nadnerczy [Tomiyama, 2019].

1.4. Przyrost masy ciala u ci¢zarnych

Przyjmuje si¢, ze zapotrzebowanie energetyczne kobiety w ciazy zwigksza si¢
w pierwszym trymestrze o okoto 200 kcal/dzien, natomiast w drugim i w trzecim
trymestrze odpowiednio 300 i 400 kcal/dziennie, zalecenia te s3 jednak zmienne
w zaleznosci od warto$ci wskaznika BMI cigezarnej [Thomas i wsp., 2012]. W 2012 roku
Polskie Towarzystwo Ginekologdéw i1 Potoznikow (PTGiP) zarekomendowalo optymalne
zapotrzebowanie energetyczne dla kobiety w cigzy na 2200-2500 kcal/dobe, przy czym
dla kobiet otylych nie wigcej niz 2000 kcal/dobe, z zaleceniem aktywnosci fizycznej przy
braku medycznych przeciwwskazan. Wytyczne te nie byty dotad aktualizowane.

Prawidtowy cigzowy przyrost masy ciala obliczany powinien by¢ w odniesieniu
do masy ciata sprzed ciazy, zalecany jest rowniez regularny pomiar aktualnej masy ciata
ci¢zarnej podczas kazdej wizyty kontrolnej [ACOG, 2013].

Znanym 1 rekomendowanym przez WHO jest wskaznik masy ciala BM],
okreslany rowniez jako wskaznik Queteleta II (obliczany wedlug wzoru BMI = masa ciata
[kg] / wzrost [m]?). Wzor ten stosowany jest powszechnie do okreslenia wskaznika masy
cialta u oso6b dorostych, natomiast u dzieci otrzymang warto§¢ BMI analizuje si¢
w porownaniu z danymi zawartymi w siatce centylowej [Sikorska-Wisniewska, 2007].
Przeprowadzone badania wykazaty, ze wraz z wiekiem kobiety wzrasta warto$¢ jej
wskaznika BMI, co wigza¢ si¢ moze ze zwigkszonym przyrostem masy ciala w cigzy
u kobiet, ktore zostaty matkami w pozniejszym wieku [Bebelska i wsp., 2011]. Wytyczne
dotyczace prawidlowego przyrostu masy ciata opracowane przez amerykanski Instytut

IOM w 2009 roku i PTGiP (2005) przedstawia tabela 2.
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Tabela 2. Zalecany przyrost masy ciata w cigzy w odniesieniu do wskaznika BMI przed
cigza wg IOM (2009) i PTGiP (2005).

Masa ciata przed cigiq IOM PTGIP
Przyrost masy ciata
. BMI | CTAYOSLMASY b dzien dla 273 | T 2YrOStmasy
Kategoria 5 ciata w cigiy . . ciata w cigzy
(kg/m?) (kg) trymestru cigzy (kg)
g Srednia (min. — max.) g

Niedowaga <18,5 12,5-18 0,51 (0,44 - 0,58) 12,5-18
Prawidlowa | 105 519  115-16 0,42 (0,35 - 0,50) 11,516
masa ciala

Nadwaga | 25,0-29,9 7-115 0,28 (0,23 - 0,33) 7-115

Otylos¢ >30 5-9 0,22 (0,17 - 0,27) 7

Wytyczne sformutowane przez IOM okre$laja zalecany przyrost masy ciata
w zaleznosci od warto$ci wskaznika BMI i masy ciata kobiety przed poczeciem. Zakres
referencyjny jest zréznicowany, uzalezniony od wskaznika BMI przed cigza i okreslony
w czterech kategoriach: dla kobiet z niedowaga, prawidtowg masa ciala, nadwaga oraz
zalecany dla ciezarnych otylych. Przedstawione rekomendacje dotycza cigz
pojedynczych. Najmniejszy przyrost masy ciala zalecany jest ci¢zarnym otylym,
natomiast najwi¢kszy ci¢zarnym z niedowagg. Wytyczne zakladajg, ze we wszystkich
grupach BMI przyrost masy ciala w pierwszym trymestrze cigzy oscyluje w granicach
0,5 do 2 kg. Rekomendacje IOM z 2009 roku nie uwzgledniaja wskazan dla
poszczegblnych grup etnicznych, kobiet niepetnoletnich, bardzo niskiego wzrostu lub
chorobliwie otylych. Brak jest jednoznacznych wytycznych rowniez dla cigz
wieloptodowych.

Wedtug wytycznych PTGiP catkowity przyrost masy ciata podczas catej cigzy
kobiety otytej nie powinien przekroczy¢ 7 kg, natomiast ci¢zarne posiadajace wskaznik
BMI powyzej 40 kg/m? powinny zadbaé o zredukowanie swojej masy ciala zmieniajac

diete oraz wprowadzajac mato intensywny, ale regularny wysitek fizyczny.

14



1.5. Nieprawidlowy przyrost masy ciala w ciazy i jego konsekwencje metaboliczne
dla matki i dziecka
1.5.1. Nadmierny przyrost masy ciala w cigzy

Nadwaga 1 otylo$¢ kobiet w wieku rozrodczym stanowig istotny problem
w dziedzinie perinatologii. Nadmierna masa ciata prowadzi do rozwoju przewleklego
stanu zapalnego tkanki tluszczowej, ktory inicjuje rozwdj dalszych powiktan
metabolicznych [Tsatsanis 1 wsp., 2015]. Tryb zycia i nawyki zywieniowe ci¢zarnej,
a takze jej masa ciala wplywaja na szybko$¢ przyrostu masy ciata w cigzy. Hutcheon
1 wsp. [2006] zaobserwowali, ze przyrost masy ciata u kobiet z nadwagg i otyloscia jest
nieznaczny do okoto 15-20 tygodnia cigzy, a nastepnie zwigksza si¢ w sposob liniowy do
porodu. Dwie niezalezne grupy badaczy wykazaly w swoich analizach, ze nadmierny
przyrost masy ciata ciezarnych w pierwszym trymestrze bardziej wptywal na zwigkszong
masg ciala i ilo$¢ tkanki thuszczowej noworodkow niz staly i rtOwnomierny przyrost masy
ciata podczas catej cigzy. Wyniki ich badan sugeruja rowniez, ze im wyzszy wskaznik
BMI na poczatku ciazy, tym wiekszy problem z powrotem do prawidlowej masy ciata po
porodzie, co zwigksza ryzyko otylo$ci 1 zwigzanych z nig powiktan w wieku pdzniejszym
[Davenport i wsp., 2013, Josefson i wsp., 2016].

U kobiet otylych obserwuje si¢ zaburzone stezenie hormondéw plciowych
w poszczegblnych fazach cyklu miesigczkowego, co utrudnia zaptodnienie oraz rozwoj
zarodka poprzez dysregulacj¢ wystgpowania miesigczki 1 owulacji. Zmianom ulega
wydzielanie hormonu folikulotropowego (FSH - follicle-stimulating hormone), hormonu
luteinizujacego (LH - [uteinizing hormone), progesteronu oraz glikoproteiny wigzacej
hormony ptciowe (SHBG - sex hormone binding globulin). Pojawiajaca si¢ w otytosci
hiperinsulinemia oraz insulinooporno$¢ prowadza do hiperandrogenemii. Zachwiana
zostaje rowniez neuroregulacja osi podwzgorze-przysadka-jajnik [Talmor 1 wsp., 2015].
Oprécz zmniejszonej szansy na zaptodnienie, u kobiet otytych obserwuje si¢ rowniez
zwigkszong czgstos¢ poronien, zarOwno w pierwszym, jak 1 w drugim trymestrze cigzy
[Sugiura-Ogasawara, 2015, Silvestris 1 wsp., 2018].

Nadmierny przyrost masy ciala wywoluje zaburzenia metaboliczne w organizmie
cigzarnej, jak wzrost stezenia triglicerydow (TG - triglicerides), cholesterolu 1 glukozy
we krwi. Zmianie ulegajag réwniez stgzenia aminokwaséw w organizmie matki, ze
wzgledu na zwigkszong synteze biatek potrzebnych do rozwoju ptodu i wzrostu tozyska,
powodujac w efekcie lipolize [Wankhade i wsp., 2016]. Na skutek zmniejszonej

wrazliwosci tkanek obwodowych na insuling pojawia si¢ hiperinsulinemia
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podwyzszajaca ryzyko wystapienia cukrzycy cigzowej ci¢zarnych (GDM - gestational
diabetes mellitus). Zwiazane z otylo$cig zaburzenia metaboliczne powoduja rowniez
uszkodzenia s$rodbtonka naczyniowego, co wigze si¢ ze zwigkszonym ryzykiem
wystgpienia nadcisnienia tetniczego, powiktan zatorowo-zakrzepowych, stanu
przedrzucawkowego (PE - preeclampsia) oraz rzucawki (E -- eclampsia) [ Gilmore i wsp.,
2015, Sharami i wsp., 2019]. Interesujacych wnioskow dostarczaja wyniki analiz
prowadzonych przez 25 lat w Australii przez Cheney 1 wsp. [2018]. Dane te dotycza
ponad 42 tysiecy porodow 1 potwierdzajg wplyw otylosci u cigzarnych na mozliwos¢
wystapienia GDM (17%), PE (23,8%) oraz makrosomii ptodu (23,4%) [Cheney i wsp.,
2018]. Cukrzyca cigzowa i stan przedrzucawkowy moga réwniez nasila¢ ryzyko
wystapienia w pdzniejszym okresie zycia takich choréb jak cukrzyca typu II oraz
nadcis$nienie tetnicze u matki, jak rowniez ryzyko otylosci ichoréb metabolicznych
u dziecka. Dodatkowo ze wzgledu na duza mase tkanki thuszczowej utrudnione jest
wykonanie badan diagnostycznych takich jak badanie ultrasonograficzne, amniopunkcja
diagnostyczna lub genetyczna czy badania kardiotokograficznego. Otylo$¢ sprzyja
rowniez nieprawidlowosciom podczas interpretacji wykonanych badan. Narastajaca
liczba cigzarnych z otyloScia moze spowodowaé konieczno$¢ wprowadzenia
rozszerzonych badan diagnostycznych, takich jak rezonans magnetyczny ptodu [ Weichert
1 wsp, 2011]. Udowodniono takze negatywny wptyw otyltosci ci¢zarnej i nadmiernego
cigzowego przyrostu masy ciata na sktad mikroflory jelitowej niemowlat (zwigkszenie
ilo$ci bakterii prozapalnych typu Staphylococcus 1 Clostridium, kosztem korzystnych dla
organizmu bakterii z rodzaju Bifidobacterium) [Collado 1 wsp., 2010].

Nadmierny przyrost masy ciala ci¢zarnych poprzez wptyw na kurczliwo$¢ macicy
moze skraca¢ dlugo$¢ trwania ciazy a takze prowadzi¢ do obumarcia ptodu [Fleischman
1 wsp., 2010]. Wraz ze wzrostem wskaznika BMI podczas ciazy zmniejsza si¢
prawdopodobienstwo porodu sitami natury, natomiast zwigksza ryzyko ukonczenia cigzy
cesarskim cigciem lub porodem zabiegowym [Denison 1 wsp., 2008]. Otyto$¢ matki
wplywa réwniez na wzrost ryzyka wystapienia wad wrodzonych u ptodu (zwlaszcza wad
serca i cewy nerwowej), urazow okotoporodowych, w tym dystocji barkowej oraz niskiej
punktacji w skali Apgar [Gunatilake 1 wsp., 2011, Gilmore 1 wsp., 2015]. Wydtuzeniu
ulega rowniez okres hospitalizowania poloznic z otyloscig ze wzgledu na wyzszy odsetek
powiklan znieczulenia, krwawien i zakazen okoloporodowych [Khan i wsp., 2017].
Zwigkszenie masy ciata wigze si¢ takze z krotszym czasem karmienia piersig [Williams

1wsp., 2014, Bider-Canfield 1 wsp., 2017]. Rycina 2 przedstawia krotko-
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dla matki.

1 dlugoterminowe konsekwencje metaboliczne nadmiernego przyrostu masy ciata w cigzy

Pierwsza cigza Kolejne cigze Poézniejsze zycie
Efekt przyrostu 4 przedciagzowe BMI 4+ BMI
masy ciata w cigzy: + masa ciata w cigzy + masa tkanki
+ BMI 4 tkanka thuszczowa thuszczowej
4 tkanka tluszczowa wisceralna 4 tkanka tluszczowa
wisceralna wisceralna
Konsekwencje Konsekwencje
metaboliczne metaboliczne
t GDM + ryzyko cukrzycy
t preeklampsja typu II
} stezenie + ryzyko choréb
cholesterolu Sercowo-
naczyniowych
+ ryzyko zespotu
metabolicznego
& 4 \ 4 - 4

Rycina 2. Krotko- i dlugoterminowe konsekwencje metaboliczne nadmiernego przyrostu
masy ciala w cigzy [wg Gilmore 1 wsp., 2015].

1.5.2. Zbyt maly przyrost masy ciala w ciazy

Interesujacych wynikow dostarczyly rozpoczgte w latach 80-tych XX wieku
badania profesora Davida Barkera i jego wspolpracownikow. Badania populacyjne
przeprowadzone na terenie Walii 1 Anglii wykazaly korelacje pomiedzy wystepowaniem
hipotrofii u noworodké6w a rozwojem chordb sercowo-naczyniowych wsrdd tej populacji
w wieku dorostym. Badacze zalozyli, Ze mata masa urodzeniowa niemowlat, wywolana
zaburzeniami rozwoju wewnatrzmacicznego byla przyczyng epidemii choréb sercowo-
naczyniowych, cukrzycy typu II, insulinoopornosci oraz otytosci w tej populacji w wieku
dorostym [Barker 1 wsp., 1986, Barker 1 wsp., 1993]. Hipoteza ta zostata potwierdzona
przez wiele badan i jako teoria programowania plodowego zapoczatkowata analizy
duzych populacji ludzkich na calym S$wiecie. Hipoteza programowania
wewnatrzmacicznego  sugeruje, ze zmiany, ktére nastepuja W  rozwoju
wewnatrzmacicznym ptodu wplywaja na budowe i funkcjonowanie poszczegdlnych
narzadow w pdzniejszym okresie zycia. Sa one wyrazem adaptacji ptodu do

niekorzystnych warunkéw $rodowiska wewnatrzmacicznego: hipoksji, niedoboru
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sktadnikoéw odzywczych i moga powodowac patologiczne dysfunkcje tkanek i narzadow
w pozniejszym wieku. Jednym z badan potwierdzajacych te hipotez¢ jest badanie
populacji osob dorostych urodzonych w okresie gtodu w Nigerii (lata 1968-1970), ktore
wykazato u nich wystgpowanie zaburzen tolerancji glukozy, nadci$nienia t¢tniczego
i otytosci [Hult i wsp., 2010]. Inne badanie, dotyczace Wielkiego Gtodu Chinskiego
w prowincji Chongqing w latach 1959-1961 potwierdzito nadwagg i otyto$¢ u dorostych
kobiet urodzonych w tym okresie [Wang i wsp., 2010].

Wiele teorii probuje objasni¢ zwigzek chordb wystepujacych w wieku dorostym
z programowaniem wewnatrzmacicznym. Jedng z nich jest zaproponowana przez Halesa
i Barkera hipoteza oszczednego fenotypu (thrifty phenotype), dotyczaca etiologii
cukrzycy typu II i zespotu metabolicznego. Zaktada ona, ze niedobory zywieniowe
podczas cigzy powodujace niedostateczne wzrastanie pltodu wplywaja na
nierownomierny rozdzial sktadnikéw odzywczych pomigdzy poszczegdlne organy
1 tkanki, powodujac uruchomienie mechanizméw adaptacyjnych. Mozg ptodu rozwija si¢
kosztem innych narzadow, a poprzez zmniejszony wychwyt glukozy w innych tkankach
1 organach zmniejsza si¢ proliferacja komoérek oraz wielko$¢ tych narzadow. W ten sposob
dochodzi do hipoplazji komorek B trzustki, co powoduje zaburzenia tolerancji glukozy,
natomiast zmniejszenie liczby nefronéw i kardiomiocytow prowadzi do wystapienia
nadci$nienia tetniczego [Hales 1 wsp., 2001].

Hipoteza ratowania ptodu (fetal salvage) zaklada, Zze ograniczenie podazy
sktadnikow odzywczych u plodu wywotuje obwodowa opornos¢ na insuling (nie
zwigzang z uszkodzenia komoérek B trzustki), powodujaca dostarczenie odpowiedniej
ilosci glukozy przede wszystkim do moézgu. Dopiero w dalszej kolejnosci,
w zmniejszonej ilosci, glukoza jest przekazywana rowniez do innych narzadow, jak
migsnie szkieletowe i1 ptuca [Hofman 1 wsp., 1997]. Poparciem tej teorii s3 wyniki badan
przeprowadzone na szczurach [Simmons 1 wsp., 1992, Simmons 1 wsp., 1993].

Zgodnie z hipotezg ,,dogoni¢ wzrost” (catch-up growth), mata masa urodzeniowa
moze powodowa¢ uruchomienie mechanizméw kompensacyjnych w ciagu pierwszych
lat zycia. Noworodki pochodzace z cigz z ograniczeniem wewnatrzmacicznego
wzrastania (IUGR - intrauterine growth restriction) szybko kompensuja niedobor tkanki
thuszczowej wykazujac zbyt duzy przyrost masy ciata. Dzieci te w znacznym stopniu
narazone s3 na wystapienie otytosci, cukrzycy typu II, opornosci na insuling oraz chordb

sercowo-naczyniowych [Ong i wsp., 2000].
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Zbyt maly przyrost masy ciata w cigzy, zwigzany z niedoborem witamin
1 mineraldéw moze powodowaé zaburzenia metaboliczne, niedokrwisto$¢, awitaminoze
i problemy z laktacja u ci¢zarnej. Wptywa negatywnie na rozwdj tozyska i plodu,
zwigkszajac ryzyko malej masy urodzeniowej, przedwczesnego porodu, zgonu
okotoporodowego a takze wystgpienia wad rozwojowych [Brown i wsp., 2012, Goldstein
1wsp., 2017]. Niedozywienie ci¢zarnej powoduje nieodwracalne zmiany w mézgu ptodu,
w tym epigenetyczne modyfikacje ekspresji gendw w podwzgorzu oraz zmiang liczby
neuronéw w obszarach hipokampa odpowiedzialnych za zaburzenia wielu funkcji, w tym
behawioralnych i poznawczych [Krakowiak i wsp., 2012]. Przyczynia si¢ rowniez do
uszkodzenia osrodkowego uktadu nerwowego i wystgpienia takich chorob jak autyzm
1 choroba Aspergera [Surén i wsp., 2013]. Badania wykazaty rowniez, ze niedostateczny
przyrost masy ciata w cigzy moze zwigksza¢ u dziecka ryzyko miazdzycy [Szostak-
Wegierek i wsp., 2011], obturacyjnej choroby ptuc [Lopuhaid i wsp., 2000] a niedobdr
biatka w pozywieniu ci¢zarnej zwicksza rowniez podatno$¢ na wystapienie astmy

oskrzelowej [Pike 1 wsp., 2014].

1.6. Tkanka tluszczowa, adipokiny i adipogeneza

Histologicznie wyrdznia si¢ dwa typy tkanki thuszczowej: tkanka thuszczowa biatg
(WAT - white adipose tissue) 1 brazowa (BAT - brown adipose tissue), przedstawione na
rycinie 3. Funkcja biatej tkanki ttuszczowej jest przechowywanie tluszczu jako zapasu
energii w postaci triglicerydow, natomiast brunatna tkanka tluszczowa wykorzystuje
lipidy do wytwarzania ciepta. Obydwie tkanki niezbgdne sg do utrzymania homeostazy
energetycznej organizmu [Pellegrinelli i wsp., 2016]. Rozmieszczenie tkanki thuszczowej
w organizmie moze shizy¢ jako jeden zwazniejszych wyktadnikow zaburzen
metabolicznych 1 kardiologicznych, majacych powigzanie ze wskaZnikiem BMI
[Wajchenberg, 2000]. Tkanke tluszczowa buduja przede wszystkim preadipocyty
1 adipocyty, ale istotng rol¢ odgrywaja rowniez komorki ukladu immunologicznego,
pericyty oraz komoérki nabtonkowe [Desruisseaux 1 wsp., 2007]. Poczatkowo sadzono, ze
istnieja tylko dwa rodzaje adipocytow: biate (white) ibrazowe (brown), budujace
odpowiednio WAT 1 BAT. Obecnie wiadomo, ze istniejg roOwniez adipocyty rozowe (pink)
1 bezowe (beige). Wszystkie te typy adipocytow pelnig rowniez funkcje endokrynne
wydzielajac adipokiny [Zhang 1 wsp., 1994, Villarroya i wsp., 2013].

Brunatna tkanka tluszczowa jest obficie unaczyniona i unerwiona, co polepsza

cyrkulacje ciepta w organizmie oraz zwigksza szybko$¢ reagowania na zmiany
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temperatury [Kozak i wsp., 2008]. Komoérka BAT jest niewielka (25-40 um), magazynuje
w cytoplazmie tluszcz w postaci duzych, licznych kropli, posiada centralnie
umiejscowione jadro komoérkowe oraz licznie wystepujace mitochondria z duza iloscig
cytochroméw nadajacych tkance jej charakterystyczny kolor. Ilo§¢ tkanki BAT
w organizmie zalezna jest od plci, wieku, pory roku, a nawet od intensywnos$ci
wykonywanego wysitku fizycznego. Najwicksza jej ilo§¢ wystepuje u noworodkow, co
jest zwigzane z niepelnym wyksztalceniem mechanizméw termogenezy, pdzniej
stopniowo zanika z wiekiem, pewna jej ilo§¢ wystepuje rowniez u dorostych. Brunatna
tkanka tluszczowa wyrdznia si¢ ekspresja w blonie mitochondrium biatka
rozprzegajacego (UCP-1 - uncoupling protein-1) zwanego termogening, ktére jest
markerem brunatnej tkanki tluszczowej. Energia wytwarzana w komodrkach BAT
pochodzi z proceséw spalania dtugotancuchowych kwaséw tluszczowych a uwalniane
protony zostajg przenoszone przez UCP-1 wewnatrz mitochondriow, pomijajac szlak
fosforylacji oksydacyjnej i syntezy ATP. Efektem tego procesu jest uwolnienie
wytworzonej energii w postaci ciepla, ktore rozbudowana sie¢ naczyn krwiono$nych
1 wlosowatych efektywnie rozprowadza do wszystkich tkanek [W9jcik, 2011]. Utleniajac
sktadniki odzywcze BAT zapobiega otylosci a zmniejszajac ilos¢ TG we krwi redukuje

ryzyko miazdzycy [Berbée i wsp., 2015].

[ ey [ = ) \
v ~ Lo P k% N N /
. O " . f (N
. » » ) \ - LAY
- ¥ » p 4 “L‘. ol / \ ‘# \
fe - v - RGP MBI, gy / 2y
\ (2 oy B9 3. K £ { \ \
-
) . 4
. :’. . it [ x . I\
..‘\ { & ‘.." - \
\ Ve !
. 5 #
» ‘ ' . (
~ 22 | ’
ML -
o pe PaVecs 4 a0 %o g \
“o‘w Kl * 5 '.
s A4
f a? - )
’: D £y &, 4
’ ‘ 4 L} \ %
Ed # A » .
': 4 " . A
P! L3 M L
& o o varn? o
” [ L & ! / 1
- .
- 7 - \
~ L3 N
s = . © . 4 éﬁ
) . - o S - >
&, NS N\ \
2 v : L4 \‘» S 7 . \
v % >y = \ \
YA s T e % (O B M \ \ ) \
g S -~ [ TY A% b
. 5 “ Bt v \ X

Rycina 3. Adipocyty tkanki tluszczowej. Porownanie adipocytow brunatnej (A) oraz
bialej (B) tkanki thuszczowej. Barwienie H+E (hematoksylina + eozyna).
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Biala tkanka tluszczowa przechowuje lipidy w postaci wolnych kwasow
thuszczowych i uwalnia je w okresach gtodu. Oprocz funkcji magazynu energii WAT petni
rowniez funkcje endokrynne, syntetyzujac w adipocytach substancje biologiczne czynne
o charakterze biatek tzw. adipokiny. Adipokiny sg niezbe¢dne dla utrzymania prawidtowe;j
homeostazy organizmu a ich dziatanie nie ogranicza si¢ do autokrynnego i parakrynnego
dzialania w obrebie tkanki thuszczowej [Zhang 1 wsp., 1994]. Poprzez dziatanie
hemokrynne 1 endokrynne wywieraja one dziatanie takze na odlegle narzady i tkanki,
uczestniczagc w wielu procesach zachodzacych w organizmie na poziomach
komoérkowym i o§rodkowym [Trim i wsp., 2018]. Adipokiny wykazuja szerokie spektrum
oddziatywania, wplywajac na procesy regulacji taknienia, utrzymywanie roéwnowagi
energetycznej organizmu, metabolizm weglowodandw i lipidow, biorg udzial w regulacji
procesOw homeostazy naczyniowej oraz procesOw immunologicznych, w tym reakcji
zapalnych. Zaburzona synteza adipokin przez tkanke tluszczowa w znacznym stopniu
wplywa na zaburzenia metaboliczne w organizmie (zaburzona gospodarka
weglowodanowa, hiperurykemia oraz dyslipoproteinemia), a takze zmienia odpowiedz
immunologiczng. Wydzielanie adipokin zalezy nie tylko od umiejscowienia tkanki
thuszczowej, ale 1 od jej sktadu komoérkowego [Jung, 2014]. Dotychczas opisano
kilkadziesigt substancji bialkowych o charakterze adipokin, sa ws$rod nich biatka

o charakterze cytokin, jak enzymy oraz hormony peptydowe (tab. 3).

Tabela 3. Biatka syntetyzowane przez adipocyty (wg Skowronskiej-Jozwiak, 2009,
zmodyfikowano).

Rola w poszczegolnych uktadach Nazwa biatka
Cytokiny 1 biatka Leptyna
zwigzane z cytokinami TNFa, IL-6, IL-8
Biatka zwigzane Inhibitor plazminogenu PAI-1
z uktadem krzepniecia Czynnik tkankowy TF
Sktadowe dopetniacza Adipsyna
i biatka z nim zwigzane Adiponektyna
Bialka i lipidy Lipaza lipoproteinowa

zwigzane z metabolizmem lipidow | Biatko transportujace estry cholesterolu
Apolipoproteina E

Enzymy zwigzane Aromataza zalezna od cytochromu P450
z metabolizmem Dehydrogenazal7betahydroksysteroidowa
hormonoéw steroidowych Dehydrogenazallbetahydroksysteroidowa typu 1

Biatka uktadu renina-angiotensyna | Angiotensynogen
Pozostate przyktadowe adipokiny | Rezystyna, dipeptydylopeptydaza IV, apelina,
prozapalne i antyzapalne chemeryna, waspina, wisfatyna, omentyna
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Metabolizm tkanki tluszczowej regulowany jest przez biatka, hormony
i autonomiczny uklad nerwowy a wszelkie zaburzenia w funkcjonowaniu tego
mechanizmu mogg prowadzi¢ do otylosci. Kiedy w organizmie przedtuza si¢ stan
dodatniego bilansu energetycznego nast¢puje reorganizacja budowy tkanki thuszczowe;.
Duza ilo$¢ triglicerydow przekracza mozliwo$ci magazynujace adipocytow, co prowadzi
do ich przerostu (hipertrofii). Hipertroficzne komorki thuszczowe posiadaja ekstremalng
ilos¢ lipidow 1 sg oporne na insuling, a w przypadku dalszego dostarczania TG nastepuje
proces hiperplazji czyli rozrostu tkanki tluszczowej poprzez tworzenie nowych,
wrazliwszych na insuling adipocytéw. Ten mechanizm kompensacyjny jest efektywny do
momentu, kiedy pozyskanie nowych adipocytéw nie jest mozliwe, a magazynowany
tluszcz zostaje odktadany w narzadach odpowiedzialnych za metabolizm glukozy
(watrobie 1 mig$niach). Zjawisko to nazywane jest lipotoksycznoscia i indukuje szereg
reakcji prowadzacych do wystapienia zaburzen metabolicznych zwigzanych z otyloscia,
m.in. stanu przewlekltego zapalenia o niskim stopniu nasilenia, insulinooporno$ci
ilicznych powiktan, np. w postaci cukrzycy typu II 1 nefropatii cukrzycowe;.
Rozwijajacym si¢ zaburzeniom towarzyszy wzmozone wydzielanie adipocytokin
prozapalnych, dodatkowo nasilajace proces lipotoksycznosci [Pellegrinelli i wsp., 2016,
Reilly i wsp., 2017]. Na intensywnos$¢ odpowiedzi prozapalnej w duzym stopniu wplywa
dystrybucja tkanki thuszczowej. Tkanka thuszczowa podskorna jest bardziej wrazliwa na
antylipolityczne dzialanie insuliny, przez co uwalnia mniejsze ilosci wolnych kwaséw
tlhuszczowych niz tkanka tluszczowa trzewna, ktora wydzielajac wigksza 1losé
adipocytokin zwigksza insulinoopornos¢ [Bray, 2004]. Na rozwdj stanu zapalnego
w otytosci wplyw maja rOwniez:

* hipoksja powigkszonych adipocytow na skutek zwigkszonej odlegtosci od naczyn
krwionosnych, brak mozliwosci rdéznicowania preadipocytow w adipocyty,
obumieranie adipocytow w wyniku apoptozy i1 nekrozy, wywotujace wzmozenie
odpowiedzi zapalnej 1 aktywacj¢ makrofagow [Boden, 2011]

* stres oksydacyjny bedacy skutkiem zwigkszonego stg¢zenia wolnych kwasow
tluszczowych 1 glukozy powodujacy wzmozony naptyw makrofagéw do tkanki
tluszczowej oraz wytwarzanie reaktywnych form tlenu [Lin i wsp., 2005]

» stres siateczki endoplazmatycznej wynikajacy z nieprawidtowej modyfikacji
potranslacyjnej biatek [Cnop 1 wsp., 2012]

» ostabienie aktywnosci ekspresji receptorow PPARYy [Tontonoz i wsp., 2008]

» aktywacja inflamasomoéw, uczestniczacych w aktywacji cytokin prozapalnych
[Ahmed i wsp., 2010]

» aktywacja receptoréw TLR [Konner i wsp., 2011]

» zaburzenie rownowagi pomig¢dzy populacja limfocytow T pomocniczych CD4+
a populacjg limfocytow T cytotoksycznych CD8+ [Feuerer i wsp., 2009]
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* aktywacja prozapalnych makrofagow, limfocytow T oraz wytwarzanie
przeciwcial 1gG przez limfocyty B [Winer i wsp., 2011]
* zaburzenia flory bakteryjnej jelit [Lopomo i wsp., 2016]

Nadmierna masa tkanki thuszczowej oraz nadekspresja prozapalnych adipokin nie
jest jednak wystarczajagcym czynnikiem prowadzacym do rozwoju otytosci
1 insulinoopornosci. W tym skomplikowanym procesie istotng role odgrywaja czynniki
genetyczne regulujace adipogenezg i ekspresje genéow zwigzanych z metabolizmem
glukozy, kwaséw thuszczowych oraz rozwojem stanu zapalnego, nazywane receptorami
aktywowanymi przez proliferatory peroksysomow (PPARY - peroxisome proliferator-

activated receptor gamma) [ Vitale 1 wsp., 2016].

1.6.1. Adipogeneza i kontrola adipogenezy przez PPARY

Adipogeneza czyli proces ksztalttowania si¢ 1 dojrzewania adipocytow jest
procesem wieloetapowym, angazujacym w swoj przebieg wiele mediatorow oraz $ciezek
sygnatowych. Poprzez wzajemne interakcje sprawuja kontrole nad ekspresja gendéw
zwigzanych z metabolizmem weglowodanéw, lipidow oraz wydzielaniem adipokin
z adipocytow. Koordynatorem przebiegu adipogenezy jest receptor PPARYy, ktérego
ekspresja wzrasta wraz z réznicowaniem si¢ adipocytu. Rola PPARY nie jest ograniczona
tylko do ich regulacji réznicowania, ale polega réwniez na regulacji metabolizmu
dojrzatych adipocytéw 1 ich insulinowrazliwos$ci [Lehrke 1 wsp., 2005].

Adipogeneza ma swoj poczatek w zyciu ptodowym. Podstawowe elementy
strukturalne tkanki ttuszczowej, czyli adipocyty tworza si¢ juz u 14-tygodniowego ptodu,
a w koncowym okresie cigzy ich liczba wynosi okoto 30 milionéw. Kolejnym etapem
fizjologicznego przyrostu tkanki ttuszczowej jest okres dojrzewania, w ktérym nastepuje
zwigkszenie liczby adipocytow [Sieminska, 2007, Giordano i wsp., 2014]. Dlatego
zwlaszcza w tym okresie istotna jest prawidtowa, dobrze zbilansowana dieta, zeby nie
powodowac wzrostu liczby komorek tluszczowych [Oddy, 2012].

Proces adipogenezy sktada si¢ z etapu selekcji komorek, ktore réznicowac sig
beda w kierunku adipocytow oraz etapu dojrzewania, od preadipocyta do stadium
dojrzatego adipocyta, z okreslonym immunofenotypem oraz zdolno$cig do metabolizmu
lipidow, wrazliwoscia na insuling 1 mozliwo$cig wydzielania adipokin. Podczas
réznicowania adipocytow aktywne sg izoformy PPARYy, zarowno PPARY1, jak 1 PPARY2,
ale to izoforma PPARY2 jest indukowana silniej i ma decydujace znaczenie podczas

przebiegu adipogenezy [Ren 1 wsp., 2002]. Zaburzenia adipogenezy i lipogenezy maja
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czesto podloze genetyczne. Nawet pojedyncze zmiany wariantdw polimorficznych
w genie PPARG moga wigza¢ si¢ z zaburzeniem réznicowania adipocytow. Stan
aktywacji PPARy prowadzi do apoptozy olbrzymich komorek thuszczowych,
a najmniejsze uposledzenie funkcji receptora PPARy moze zaburzy¢ adipogeneze na
kazdym jej etapie, powodujac nieprawidlowa proliferacj¢ i réznicowanie adipocytow
oraz zaburzenia magazynowania lipidow w adipocytach. Receptor PPARYy jest
czynnikiem transkrypcyjnym, ktoéry moze ulegaé represji poprzez dziatanie cytokin

prozapalnych [Hube 1 wsp., 1999].

1.6.2. Rola rezystyny w rozwoju otylosci

Rezystyna (108 aminokwasow, masa 12,5 kDa) jest adipoking nalezaca do
rodziny bialek bogatych w cysteine, nazywanych czasteczkami podobnymi do rezystyny
(RELMs - resistin-like molecules) [Steppan i wsp., 2001]. Gen RSTN kodujacy rezystyne
znajduje sie¢ na chromosomie 19p13.2, obejmuje 1369 par zasad i sktada si¢ z czterech
eksonow 1 trzech intronow [Wang 1 wsp., 2002]. Mechanizm aktywnosci biologiczne;j tej
adipokiny nie jest do konca poznany i wymaga dalszych badan, jednak uwaza si¢, ze
receptorem dla rezystyny moze by¢ TLR4 [Benomar i wsp., 2013].

U ludzi najwigcksza ekspresje krazacej rezystyny obserwuje  si¢
w jednojadrzastych komodrkach krwi obwodowej oraz makrofagach i1 szpiku kostnym,
W mniejszym stopniu natomiast w podwzgorzu, przysadce moézgowej, lozysku i macicy
[Patel 1 wsp., 2003, Codofier-Franch 1 wsp., 2015]. W warunkach fizjologicznych u os6b
dorostych stezenie rezystyny oscyluje w granicach 7-12 ng/ml, ale moze ono zosta¢
obnizone w wyniku stosowania diety niskokalorycznej oraz w wyniku aktywnosci
fizycznej [Aruna i wsp., 2008, Marcelino-Rodriguez 1 wsp., 2017]. Co ciekawe,
przypuszcza si¢, ze stgzenie tego bialka moze stluzy¢ jako marker okre$lajacy proces
starzenia si¢ organizmu, co zwigzane jest z jego rolg mediatora w reakcjach zapalnych,
dysfunkcji mitochondriow, apoptozie, proliferacji komodrek 1 aktywnosci tkanki
thuszczowej [Cardoso 1 wsp., 2018].

Plejotropowe dziatanie rezystyny wiaze si¢ poprzez mechanizmy hormonalne,
autokrynne 1 parakrynne z rozwojem stanu zapalnego i choréb o podtozu zapalnym,
takich jak cukrzyca [Steppan 1 wsp., 2001], miazdzyca [Reilly i wsp., 2005],
reumatoidalne zapalenie stawow [Migita 1 wsp., 2006] oraz otylos¢ [Owecki 1 wsp.,
2011]. Wysoka ekspresja tej adipokiny w chorobach zapalnych koreluje z jej udziatem
w syntezie 1 wydzielaniu cytokin prozapalnych, gléwnie IL-1, IL-6, IL-12, CRP oraz
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TNFa. Rezystyna uczestniczy takze w rdznicowaniu monocytéw w makrofagi,
aktywowaniu uktadu dopetniacza, angiogenezie [Jamaluddin i wsp., 2013, Filkova i wsp.,
2009], stresie oksydacyjnym oraz metabolizmie lipidow i weglowodanow [Chen 1 wsp.,
2010]. Jej ekspresja wzrasta réwniez podczas infekcji wirusowych lub bakteryjnych,
gdzie aktywatorem tego biatka jest lipopolisacharyd (LPS — lipopolysaccharide) [Liu
1 wsp., 2016].

Rezystyna wykazuje bezposredni wpltyw na tkanke tluszczowa, poniewaz
wydzielana jest podczas proliferacji oraz rdéznicowania adipocytow pod kontrolg
receptora PPARy [Gong i wsp., 2004], a poprzez aktywacje $ciezki sygnalizacyjnej
ERKI1/ERK2 wplywa réwniez stymulujaco na proliferacje preadipocytow [Ort i wsp.,
2005]. Aktywatorami ekspresji tego biatka sg cytokiny prozapalne i somatotropina [Kaser
1 wsp., 2003], natomiast inhibitorem jest receptor PPARy [Patel i wsp., 2003, Zhou i wsp.,
2013]. Stezenie krazacej rezystyny zwigksza si¢ wraz z przyrostem tkanki thuszczowe;j

indukujac uposledzenie tolerancji glukozy oraz insulinoopornos¢ [Junkin i wsp., 2009].

1.6.3. Rola dipeptydylopeptydazy IV w rozwoju otylosci

Dipeptydylopeptydaza IV (DPP 1V - dipeptydyl peptidase IV) (766 aminokwasow,
masa 110 kDa) jest aminopeptydaza, adipoking z grupy proteaz serynowych, nalezaca do
rodziny oligopeptydaz prolilowych [Hopsu-Havu 1 wsp., 1966]. Powstaje jako produkt
ekspresji genu DPP [V, znajdujacego si¢ na dluzszym ramieniu chromosomu 2 w pozycji
2q24.3 [Abbott i wsp., 1994].

U ludzi enzym ten wystepuje w postaci homodimeru zwigzanego z btong
komorkowa przy pomocy peptydu sygnalowego (najczeSciej w  komorkach
nabtonkowych przewodu pokarmowego, pluc, nerek i watroby, fibroblastach) lub dimeru
krazacego we krwi. Jako biatko blonowe DPP IV ulega interakcjom z innymi biatkami
btonowymi oraz przekazuje sygnat poprzez btong komorkowsa. Aktywna enzymatycznie
DPP 1V, pozbawiona regionow transblonowych 1 wewnatrzkomérkowego ogona,
uwalniana jest z btony komorkowej i fukcjonuje w postaci rozpuszczalnej] w plynach
ustrojowych. Adipokina ta ulega ekspresji na powierzchni limfocytow B, komérek NK
(natural killer) aktywowanych limfocytéw T, oraz na makrofagach 1 komorkach
dendrytycznych [Gorrell 1 wsp., 2001, Klemann 1 wsp., 2016]. Badania Lamersa i wsp.
[2011] wykazaty, Ze miejscem syntezy i wydzielania DPP IV do krwi sg takze adipocyty

tkanki thuszczowej, a sekrecja tej adipokiny aktywuje adipogeneze, zwigksza ekspresje
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receptora PPARy oraz zmniejsza wrazliwos¢ na insuling w adipocytach i mig¢$niach
szkieletowych. [Lamers i wsp., 2011].

Stezenie DPP IV w surowicy jest dodatnio skorelowane z warto$cig wskaznika
BMI, iloscig tkanki thuszczowej podskérnej i trzewnej, wielkoscig adipocytow oraz
stezeniem wielu adipocytokin, w tym leptyny [Yang, 2016]. Interesujacym jest fakt, ze
aktywno$¢ DPP IV w surowicy krwi skorelowana jest dodatnio rowniez z ilo$cig
leukocytow krwi obwodowej [Nargis 1 wsp., 2017]. Najwiekszym zrodtem DPP IV we
krwi sg limfocyty T, a biatko to jako kostymulator bierze udzial w ich aktywacji oraz
nasileniu zapalenia [Gorrell 1 wsp., 2001]. Mechanizmy molekularne dotyczace roli tej
adipokiny w rozwoju otytosci nie sg jednak do konca poznane i wymagaja dalszych
analiz.

Biologiczna aktywno$¢ DPP IV wykazuje znaczng plejotropowos$¢ i zwigzana jest
przede wszystkim z kontrolg funkcjonowania uktadu immunologicznego poprzez
aktywnos$¢ enzymatyczng proteazy oraz wigzanie deaminazy adenozyny. Adipokina ta
aktywnie oddzialtywuje takze z macierza zewnatrzkomoérkowa (wigzanie kolagenu
1 fibronektyny) oraz steruje transdukcja sygnalu wewnatrz komorki, migracja
i proliferacjg komorek. Jest rowniez receptorem posredniczacym we wnikaniu wirusa do
komorki [Vankadari i wsp., 2020] oraz uczestniczy w metabolizmie lipidéw [Zhong
1 wsp., 2013].

Naturalnymi substratami dla DPP IV sg liczne bialka i peptydy majace aktywnos$¢
hormonéw, neuromodulatorow 1 chemokin, np. peptyd YY, jelitowe hormony
inkretynowe (GLP-1, GLP-2, GIP), prokalcytonina, glukagon. Jedng z funkcji DPP IV
jest kontrola uczucia sytosci powodowana rozszczepianiem neuropeptydu Y
(syntetyzowanego przez podwzgorze) oraz modulacja stezenia glukozy we krwi poprzez
inaktywacj¢ hormonéw inkretynowych GLP-1 i GIP. Hormony te uwalniaja komorki
jelita jako reakcj¢ na spozycie pokarmu, powodujac zwiekszong aktywno$¢ wydzielania
insuliny 1 obnizenie stezenia glukozy we krwi. DPP IV posiada zdolno$¢ inaktywacji
inkretyn przez ich hydroliz¢ zaledwie po okoto 2 minutach od czasu ich syntezy. GLP-1
posiada zdolno$¢ przenikania bariery krew-mozg a stymulujac odpowiednie receptory,
hamuje apetyt oraz wzmacnia uczucie sytosci, wplywajac na perystaltyke jelit i sekrecje
soku zotadkowego [Moran, 2009, De Silva i wsp., 2012]. Wiele syntetycznych
inhibitoréw DPP IV, tzw. gliptyn jest juz z powodzeniem stosowanych w farmakoterapii

[Jackiewicz 1 wsp., 2018].
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Trwaja badania dotyczace odnalezienia funkcjonalnego receptora dla DPP IV,
przyjmuje si¢, ze moze nim by¢ PAR2 - receptor aktywowany proteazg 2 [Wronkowitz

1 wsp., 2014].

1.7. Funkcja receptora PPARYy

Gen receptora aktywowanego przez proliferatory peroksysoméw (PPARG -
peroxisome proliferator-activated receptor gamma gene), nalezy do rodziny receptoréw
jadrowych hormonéw aktywowanych ligandem, nadrodziny receptoréw steroidowych
1 umiejscowiony jest na krotszym ramieniu chromosomu 3, w pozycji 3p25 [Greene
1 wsp., 1995]. Sklada si¢ z dziewieciu eksondw dtugosci ponad 100 kb, a informacja
o strukturze biatka zawarta jest w szesSciu z nich. Na skutek mozliwosci transkrypcji
z r6znych miejsc promotorowych powstaja cztery rézne izoformy mRNA PPARYy (ryc.
4), majace identyczne eksony 1-6 i roznigce si¢ od siebie eksonami A1, A2 oraz B [Fajas
i wsp., 1997].

W wyniku translacji, na skutek alternatywnego cigcia i sktadania pierwotnego
transkryptu powstaja tylko dwie izoformy biatkowe receptorow PPARYy, nazwane
PPARyl oraz PPARYy2. Receptor PPARYl (powstaly z czasteczeck mRNA PPARyl,
PPARY3 i PPARY4) sktada si¢ z 477 reszt aminokwasowych i ulega niewielkiej ekspresji
prawie we wszystkich tkankach, gtownie w tkance thuszczowej, jelitach, makrofagach,
watrobie, mig$niach, komodrkach B trzustki oraz tozysku. Receptor PPARy2 (powstaty
z czasteczki mRNA PPARY2), jest dtuzszy na N-koncu o 28-30 reszt aminokwasowych
1 swoisty gléwnie dla tkanki ttuszczowej [Fajas 1 wsp., 1997, Marion-Letellier 1 wsp.,
2016]. W warunkach ekstremalnych, takich jak niedozywienie lub otylos¢, PPARYy2
syntetyzowany jest w watrobie 1 mig$niach szkieletowych. Rownolegle do syntezy
PPARY2 nastgpuje ektopowa akumulacja lipidow w tkankach i narzadach, przy czym
obydwie izoformy przyczyniaja si¢ do wychwytu glukozy 1 lipidow oraz warunkujg ich
bezpieczne odkladanie w tkance tluszczowej, mig$niach 1 watrobie [Medina-Gomez
1 wsp., 2005]. Modyfikacje potranslacyjne, jak acetylacja, fosforylacja, glikozylacja,
ubikwitynacja oraz sumoilacja, s przyczyna nadania receptorom PPARY specyficznosci
komorkowej 1 tkankowej [Ahmadian 1 wsp., 2013].

Receptor PPARY, podobnie jak jego izotypy a oraz B i1 A, jest ligandozaleznym
czynnikiem transkrypcyjnym, nalezacym do rodziny jadrowych receptoréw hormonow.
Wszystkie trzy izotypy receptorow (nazywanych wspoélnie skrotem PPARs) okreslane sa

mianem receptoréw aktywowanych proliferatorami peroksysomoéw. Receptory PPAR,
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pomimo ze sg produktami ekspresji rdznych genow i rdznig si¢ funkcjami biologicznymi,
swoistoscig ligandéw, aktywnos$cig oraz dystrybucja tkankowa, wykazuja miedzy sobg
wiele podobienstw. Opisane zostaly po raz pierwszy przez Isabelle Issemann oraz
Stephena Green [Isseman 1 wsp., 1990] podczas badan nad pochodnymi fibratow, ktore
nazywano “proliferatorami peroksysomow”, poniewaz powodowaty zwickszenie ilosci
peroksysomoéw w komorce. Badacze odkryli, ze hepatokarcynogenne dzialanie tych
zwigzkOw wywotane jest receptorami, ktore ulegaty aktywacji 1 posredniczyty
w efektach. Nazwano je receptorami aktywowanymi przez proliferatory peroksysomow.
Dzi§ wiadomo, ze agonisci PPAR w warunkach in vivo nie powoduja proliferacji, ale
wylgcznie wzmocnienie aktywacji peroksysoméw [Cattley 1 wsp., 1998].

Rycina 4 przedstawia schemat budowy receptora PPARY. Strukturalnie jest on
zbudowany z sze$ciu domen biatkowych. Na N-terminalnym koncu biatka zlokalizowana
jest domena A/B. Domena ta zawiera region AF-1, ktory odpowiada za aktywacje
transkrypcji gendw niezalezng od liganda oraz reszte serynowa 82 lub 112 (S82/S112),
mogaca ulegac fosforylacji. Proces fosforylacji wptywa na aktywnos$¢ wielu biatek i moze
prowadzi¢ do obnizenia lub utraty aktywnosci transkrypcyjnej receptora PPARy. Domena
C, okreslana rowniez jako domena wigzaca DNA (DBD - DNA binding domain) jest
wysoce konserwatywna i zawiera dwa motywy palca cynkowego, ktdre rozpoznaja
sekwencj¢ nukleotydowa PPRE - peroxisome proliferator-activated receptor response
element oraz odpowiedzialne sa za zwigzanie PPARy z regionem promotorowym
docelowego genu [Renaud 1 wsp., 2000]. Domena D, bedaca regionem zawiasowym
1 odpowiadajacym za zmiany konformacyjne bialka, pelni funkcje tacznika miedzy

domeng C a domeng E/F.
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Rycina 4. Schemat domenowej budowy receptora PPARY.

Domena E/F stanowi C-terminalny koniec biatka i odpowiada za oddzialywania
z korepresorami 1 koaktywatorami. Ostatnia, najbardziej poznana domena zawiera dwa
regiony: LBD - ligand binding domain, ktory bierze udzial w wigzaniu odpowiedniego
liganda, umozliwiajac PPARYy przytaczenie si¢ do sekwencji promotorowej PPRE oraz
AF-2, zwigzany z aktywacja transkrypcji zalezng od przylaczonego liganda
1 odpowiedzialny za dimeryzacj¢ z receptorem kwasu 9-cis-retinowego RXR [Xu i1 wsp.,
2001]. Funkcje poszczegdlnych domen biatka PPARy sa nieustannie Zrodiem
zainteresowan badaczy.

Aktywno$¢ biatka PPARy uzalezniona jest od przylaczenia naturalnego lub
syntetycznego liganda. Charakterystyczna cecha receptoréw PPAR jest mozliwo$¢
przylaczania wielu ligandow oraz tworzenia kompleksow z biatkami jadrowymi, ktore
petnig role koaktywatorow lub korepresorow. PPARY jako czynniki transkrypcyjne
zwigzane z ligandem, wywieraja wplyw na ekspresje wielu genow odpowiadajgcych za
procesy homeostatyczne, w tym adipogenezg, metabolizm kwasoéw thuszczowych,
insulinooporno$¢. Kontrolujg réwniez wydzielanie pro- i antyzapalnych adipokin przez
adipocyty tkanki ttuszczowej [Vitale 1 wsp., 2016]. Udowodniono, Ze osoby z zaburzona
ekspresja PPARy s3 bardziej narazone na wystgpienie lipodystrofii oraz
insulinoopornosci zwigzanej z otytoscig [Lefebvre i wsp., 2010]. Od ekspresji receptorow

PPARY uzalezniony jest rowniez proces roznicowania i dojrzewania adipocytow tkanki
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thuszczowej [Rosen i wsp., 1999], synteza triglicerydéw oraz uwrazliwianie komoérek na

insuling [Marion-Letellier i wsp., 2016] (ryc.5).

roznicowanie

1 kontrola
metabolizmu
adipocytow
kontrola plejotropowe dzialanie
metabolizmu glukozy antykancerogenne
1 lipidow \ T / i antyzapalne

wrazliwosci neuroprotekeyjne
na insuline 1 antyoksydacyjne

promowanie / * \ dziatanie

protekcyjny wplyw
na embriogeneze
1 implantacje¢ zarodka

Rycina 5. Rola receptoréw PPARY.

Receptory PPARy moga dziala¢ jako swoiste czujniki lipidowe, ktore
w potaczeniu z kompatybilnym ligandem moga przetagcza¢ wiele szlakow
metabolicznych zaburzonych w otytosci, doprowadzajac do homeostazy metaboliczne)
[Majithia 1 wsp., 2016]. Pelna aktywacja receptora uzalezniona jest jednak nie tylko od
zwigzania si¢ z ligandem. Mechanizm dziatania receptorowego PPARYy stanowi kaskade
sygnalizacyjng (ryc. 6).

Nieaktywna forma PPARy po zwigzaniu z biatkiem HSP72 i fosforylacji
przechodzi w forme¢ aktywna. Nastgpnie z kolejnym czynnikiem transkrypcyjnym, jakim
jest receptor kwasu retinowego X (RXR, witamina A lub receptor kwasu 9-cis-
retinowego) receptor PPARYy tworzy dimer. Powstaty heterodimer ma mozliwos¢ faczenia
si¢ z sekwencjg DNA - PPRE, ktora znajduje si¢ wewnatrz promotora danego genu.
Sekwencja ta obecna jest w miejscach promotorowych wielu genéw kodujacych biatka

biorgce udzial w metabolizmie glukozy i lipidéw [Feige 1 wsp., 2006]. W przypadku
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braku agonistéw PPAR dochodzi do represji kompleksu PPAR/RXR poprzez zwigzanie
z korepresorem. Obecno$¢ 1 zwigzanie endo- lub egzogennego agonisty powoduje
oddysocjowanie korepresora, przyltaczenie koaktywatora Zwi3zanego
z acetylotransferazami histonow, rozrzedzenie chromatyny oraz zmiany konformacyjne
w miejscu PPRE. Potaczenie receptora PPAR z sekwencja PPRE, a nastgpnie

dekondensacja chromatyny inicjuje ekspresje docelowego genu [Vamecq i wsp., 1999].
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Rycina 6. Mechanizm dziatania receptorowego PPARY.

Ze wzgledu na specyficzng struktur¢ miejsca wigzania ligandu, agonistami
PPARY jest wiele substancji naturalnych lub syntetycznych. Do naturalnych ligandow
naleza przede wszystkim kwasy tluszczowe: linolenowy, linolowy oraz arachidonowy,
ktére do aktywacji przyczyniaja si¢ juz w stezeniach mikromolarnych [Krey i wsp.,
1997], eikozanoidy (prostaglandyny, leukotrieny, prostacykliny, lipoksyny) [Marion-
Letellier 1 wsp., 2016], a takze substancje pochodzenia roslinnego (karwakrol, tymol,
geranylgeraniol, kemferol, kwercetyna, imbir lekarski, zen-szen) [Huang i wsp., 2009,
Hojka i wsp., 2011]. Wplyw na ekspresj¢ PPARyY maja rowniez sirtuiny oraz biatka FoxO,
wzmagajace swoja aktywnos$¢ podczas procesu restrykeji kalorycznych [Obsil 1 wsp.,

2008, Duszka i wsp., 2020].
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Ligandami syntetycznymi receptora PPARYy sa substancje farmakologiczne,
wykorzystywane w leczeniu zaburzen metabolicznych. Sa to przede wszystkim
tiazolidinediony (TZD), wykazujace korzystne dziatanie w przypadku otytosci
1 insulinoopornosci. Aktywujac PPARy tagodza obwodowa lipotoksycznos¢,
magazynowanie triglicerydow oraz normalizuja ekspresj¢ adipokin w adipocytach
[ Yessoufou i wsp., 2010, Pellegrinelli i wsp., 2016]. TZD moga przyczynia¢ si¢ rowniez
do bragzowienia adipocytow poprzez promowanie biogenezy mitochondrialnej w WAT
[Qiang 1 wsp., 2012]. Syntetycznymi ligandami PPARYy sa takze niesteroidowe leki
przeciwzapalne np. ibuprofen, fenoprofen, indometacyna, piroxicam oraz kwas

flufenamowy [Mrowka i wsp., 2011].

1.7.1. Rola receptora PPARY w okresie cigzy i porodu

Ze wzgledu na ekspresj¢ receptora PPARy gltownie w tkance tluszczowej, za
gléwng jego role uwaza si¢ kontrolowanie procesu adipogenezy oraz utrzymywanie
homeostazy glukozy i lipidow, w tym uwrazliwianie komoérek na insuling.

Zwrécono jednak uwage na wazng rolg receptora PPARy w wielu szlakach
metabolicznych i procesach zachodzacych w trakcie cigzy i porodu. Receptor PPARY
moze mie¢ duze znaczenie w regulacji zarbwno metabolizmu, jak roOwniez procesow
odpornosciowych u cigzarnej [Waite 1 wsp., 2000]. Role receptora PPARYy
w fizjologicznej ciazy potwierdza ponad dwukrotne zwigkszenie we krwi cigzarnej
stezenia krazacych ligandow PPARy, ktorymi sg kwasy tluszczowe oraz pochodne
lipidow. Zmiany ekspresji 1 aktywnos$ci receptora PPARy moga wptywac na réznicowanie
trofoblastu jak i na metabolizm kwasow ttuszczowych u cigzarnej, uwalnianie adipokin
prozapalnych a takze na indukcje stresu oksydacyjnego w niektorych powiktaniach cigzy
[Kadam 1 wsp., 2014]. W zaawansowanej cigzy ekspresja PPARy zmniejsza si¢, bedac
przyczyna insulinoopornosci oraz utatwiajac lipolize u otylych ciezarnych z GDM
[Catalano 1 wsp., 2002]. Prawdopodobnie receptor PPARY odgrywa takze istotng role
w tozysku, gdzie dziata przeciwzapalnie, moduluje embriogenez¢ i implantacj¢ zarodka,
a takze reguluje angiogeneze [Nadra i wsp., 2010, Gao 1 wsp., 2017]. Wykazano réwniez
korzystny, przeciwzapalny wptyw receptorow PPARY na zapobieganie przedwczesnemu
porodowi. Zaburzona réwnowaga wydzielania przez adipocyty cytokin i adipokin
przeciwzapalnych i zapalnych na korzy$¢ prozapalnych, moze by¢ jedng z przyczyn
poronien samoistnych i przedwczesnych porodow [Challis 1 wsp., 2009]. Zmniejszona

ekspresja tego receptora w tkankach tozyska oraz surowicy krwi moze przyczyniac si¢
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do niedotlenienia lozyska i rozwoju stanu przedrzucawkowego [Liu 1 wsp., 2017].
Syntetyczni agonisci receptora PPARy moga stanowi¢ zatem duzg nadzieje dla
zapobiegania i leczenia wielu cigzowych powiktan, a badania dotyczace bezpieczenstwa
ich stosowania w cigzy powinny zosta¢ zintensyfikowane. Tabela 4 podsumowuje
zgromadzone w ostatnich latach wyniki badan wskazujace, ze nieprawidtowosci
w ekspresji 1 / lub funkcji PPARYy przynajmniej czg$ciowo przyczyniaja si¢ do roznych

stanow patofizjologicznych cigzy.

Tabela 4. Wptyw ekspresji i/lub funkcji PPARY na mozliwos¢ wystapienia komplikacji
podczas cigzy (wg McCarthy 2013, zmodyfikowano).

Zwigzek 7 dzialaniem Rodzaj powiktan A
PPARy Cigiowych
Badania na zwierzetach
gHeoan%Z%/g\(l)Qtéczna delecja $miertelno$¢ embrionu Kubota i wsp., 1999
;iﬁg‘ggfgyww}zama DNA stan przedrzucawkowy Crews i wsp., 2000
}l);lf:%rfsﬂ lozyskowe] stan przedrzucawkowy Raso i wsp., 2008
| ekspresji PPARy w ptu- IUGR Joss-Moore i wsp.,
cach ptodu 2010
rl?;azrrr:%k;'la?lg;lczny antago- stan przedrzucawkowy McCarthy i wsp., 2011

Badania u ludzi

| krazacych aktywatorow
PPARYy i ekspresji
tozyskowej PPARy

stan przedrzucawkowy Waite i wsp., 2005

ograniczenie wzrastania

Taktywacji ekspresji PPARy

embrionu

Fournier i wsp., 2011

Obecnos¢ polimorfizmu
Prol2Ala genu PPARG

przedwczesny pordd

Meirhaeghe i wsp.,
2007

Obecno$¢ polimorfizmu
Prol2Ala genu PPARG

nadmierny ciazowy
przyrost masy ciala

Ostafiichuk i wsp.,
2018, Stuebe i wsp.,
2010, Tok i wsp., 2006

Obecno$¢ polimorfizmow
Prol2Ala oraz 161C>T

cukrzyca cigzowa

Heude i wsp., 2011

Niedobor ligandow dla to-
zyskowego PPARYy

zwigkszone ryzyko porodu
przedwczesnego poprzez
wzmozony proces zapalny
W btonach ptodowych

Waite i wsp., 2000
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1.8. Polimorfizmy genu PPARG

Polimorfizmy pojedynczego genu (SNPs) naleza do najczg$ciej wystepujacych
wariantow genetycznych w populacji i dotycza zmiany pojedynczego nukleotydu A, C, T
lub G [Lehmann 1 wsp., 1995]. Modyfikujac sekwencje aminokwasowa kodowanego
biatka moga stanowi¢ przyczyne ponad potowy zaburzen genetycznych zwigzanych
z chorobami dziedzicznymi [Kamatani i wsp., 2004]. Wiele polimorfizmow moze petnic
rol¢ biomarkerow w oznaczaniu predyspozycji do wystgpienia chorob [Stenson 1 wsp.,
2009]. W obrebie genu PPARG cze$¢ z nich zwigzana jest z zaburzeniami metabolizmu
glukozy i lipidow, czego przykladem sa warianty Prol2Ala oraz 161C>T, wykazujace
wplyw na gromadzenie tkanki ttuszczowej, nadmierny przyrost masy ciata i wystapienie

otytosci (ryc. 7).
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Rycina 7. Gen PPARG 1 umiejscowienie polimorfizmoéw Prol2Ala oraz 161C>T.

1.8.1. Polimorfizm Prol2Ala (rs1801282)

Polimorfizm Prol2Ala genu PPARG, opisany w roku 1997, jest najczeSciej
badanym wariantem genu PPARG, spowodowanym punktowa substytucja nukleotydu
guaniny na cytozyn¢ w eksonie B [Yen 1 wsp., 1997]. Zamiana ta jest przyczyng
zastgpienia aminokwasu proliny alaning (CCA—GCA) w tancuchu biatkowym,
a lokalizacja wariantu w domenie AF-1 (domenie aktywacji niezaleznej od liganda)
powoduje jego znaczenie funkcjonalne. Efektem tego polimorfizmu jest obnizenie
aktywnos$ci PPARY i zmniejszenie efektywnosci transkrypcji biatek zaleznych od PPARYy
[Helwig i wsp., 2007].
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Obecnos¢ wariantu Ala genu PPARG zwigksza wrazliwo$¢ komorek na insuling,
wplywajac na aktywno$¢ transkrypcyjng oraz ekspresje PPARy w adipocytach.
Hamowana jest w ten sposob lipoliza i uwalnianie wolnych kwasow tluszczowych,
a wzmocnione dziatanie insuliny [Stumvoll i wsp., 2001, Stumvoll i wsp., 2002]. Liczne
badania wykazaly zwigzek tego wariantu polimorficznego z zaburzeniami lipidowo-
weglowodanowymi w  organizmie, zmienng wartoscia  wskaznika BMI,
insulinowrazliwoscig oraz otytoscig [Deeb 1 wsp., 1998, Stuebe 1 wsp., 2010, Yao i wsp.,

2015].

1.8.2. Polimorfizm 7161C>T (rs3856806)

Polimorfizm 161C>T genu PPARG zostat zidentyfikowany w roku 1998 podczas
badan dotyczacych otytosci i zespotu metabolicznego [Meirhaeghe i wsp., 1998]. Wariant
polimorficzny /61C>T jest cichg mutacja w eksonie 6 genu PPARG, polegajaca na
zamianie cytozyny na tyming. Znaczenie funkcjonalne tego polimorfizmu i jego wptyw
na ekspresj¢ genu PPARG nie jest jeszcze do kofica wyjasniony. Badania wskazuja, ze
jest on zwigzany z indywidualng podatno$ciag na choroby metaboliczne, takie jak otytos¢,
cukrzyca typu II, zespdt metaboliczny oraz choroby uktadu sercowo-naczyniowego
[Doney i wsp., 2002]. Zaobserwowano istotny zwigzek tego wariantu polimorficznego
zryzykiem  wystgpienia choroby  wieficowej serca. Nosiciele  genotypu
heterozygotycznego 16/CT wykazywali korzystniejszy profil lipidowy zwigzany ze
zmniejszonym ryzykiem wystgpienia tej choroby, w porownaniu do nosicieli genotypu
niezmutowanego homozygotycznego /61 CC. Obserwowane protekcyjne dziatanie allela
161T nie bylo natomiast powigzane z otylo$cig [Wang i wsp., 1999]. Wyniki badan
dotyczacych polimorfizmu /6/C>T nie sg jednak spojne, co podobnie jak w przypadku
polimorfizmu Prol2Ala wynika¢ moze z innych wzorcow dietetycznych w populacjach
oraz odmiennej czgstosci wystgpowania tego polimorfizmu.

Wykazano, ze warianty polimorfizmow Prol2Ala oraz 161C>T uczestniczg
w patomechanizmie wielu chor6b metabolicznych 1 moga stanowi¢ biomarkery
pozwalajace wyjasni¢ role receptora PPARy w ich powstawaniu. Co ciekawe, u 0s6b bez
ciezkich zaburzen metabolicznych allel A/la zwigzany byt z nizsza wartos$cig wskaznika

BMI, natomiast allel /61T z wyzsza warto$cig wskaznika BMI [Doney i wsp., 2002].
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1.9. Hipoteza badawcza

Obecnie wiadomo, ze na nadmierny przyrost masy ciata i otylos¢ wplyw maja
czynniki genetyczne, epigenetyczne, stan metaboliczny organizmu oraz dieta. U oséb
otylych aktywowane sg procesy prowadzace do magazynowania energii 1 rozrostu tkanki
thuszczowej. Przy przedluzajacym si¢ dodatnim bilansie energetycznym nastgpuje
reorganizacja struktury tkanki tluszczowej, a budujace ja adipocyty ulegaja hipertrofii
1 hiperplazji. Procesy te prowadza do wzmozonego wydzielania adipokin prozapalnych.
Réwniez u kobiet cigzarnych nadmierny przyrost masy ciala moze wigzac si¢ ze
zwigkszeniem st¢zenia prozapalnych adipokin, nasilajac w tkance tluszczowej stan
zapalny i indukujac dalsze zaburzenia metaboliczne. W zwigzku z aktywnymi procesami
zapalnymi w tkance tluszczowej najczg$ciej analizowanymi adipokinami sg leptyna
1 adiponektyna, nie mniejsze znaczenie wydaje si¢ jednak mie¢ rezystyna oraz
dipeptydylopeptydaza IV. Wiele badan skupia si¢ réwniez na analizie wariantow
polimorficznych gendéw zwigzanych z nadmiernym gromadzeniem tkanki tluszczowe;j
1 otytosciag. Wskazuje si¢ na duza mozliwo$¢ nadmiernego przyrostu masy ciala
1 wystgpienia wielu powiktan metabolicznych u nosicieli niektérych wariantow
polimorficznych genu PPARG, w tym rzadkich zmutowanych alleli 4/a polimorfizmu
Prol2Ala oraz 161T polimorfizmu /6/C>T. Stad w przedstawianej rozprawie podjeto
probe oceny wymienionych wariantoéw polimorficznych genu PPARG, jak rdwniez oceng
stezen wybranych adipokin: rezystyny oraz dipeptydylopeptydazy IV, mogacych mie¢

znaczenie w nadmiernym przyroscie tkanki ttuszczowej 1 rozwoju otylosci.
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2. CEL PRACY

Celem pracy byla proba oceny czestosci wystepowania wybranych
polimorfizméw genu PPARG oraz ich zwigzku ze stezeniem wybranych adipokin
(rezystyny 1 dipeptydylopeptydazy IV) u kobiet cigzarnych z nadmiernym przyrostem

masy ciala.

Cel ten zostal zrealizowany poprzez oceng w grupach badanych kobiet cigzarnych:
1. Czestosci wystepowania genotypoéw 1 alleli polimorfizméw Prol2Ala oraz
161C>T genu PPARG
2. Stezenia w surowicy krwi adipokin: rezystyny oraz dipeptydylopeptydazy IV
3. Korelacji st¢zenia badanych adipokin z polimorfizmami genu PPARG
4. Zwiazku badanych polimorfizméw genu PPARG oraz stgzenia adipokin

z wybranymi parametrami klinicznymi ci¢zarnych
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3. MATERIAL

Badania przeprowadzono ws$rdd pacjentek Kliniki Perinatologii i Chordb
Kobiecych Uniwersytetu Medycznego im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu,
w latach 2018-2020. Kazda z pacjentek zostala poinformowana o celu badan i ich
dobrowolnosci, a wyrazenie zgody potwierdzata wlasnorgcznym podpisem na formularzu
swiadomej zgody. Na przeprowadzenie badan zostala wydana zgoda Komisji Bioetycznej
przy Uniwersytecie Medycznym im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu (Uchwata nr
853/18 z dnia 06 wrzes$nia 2018 roku oraz Uchwata nr 646/20 z dnia 05 wrze$nia 2020

roku).

3.1. Charakterystyka pacjentek

Do badania zakwalifikowano ogoélem 367 kobiet cigzarnych. Calg grupe
podzielono ze wzgledu na przyrost masy ciata w ciazy (GWG — gestational weight gain),
zgodnie z zaleceniami IOM (2009):
grupa IGWG _(insufficient gestational weight gain):

75 pacjentek ze zbyt matym przyrostem masy ciata w cigzy
grupa NGWG (normal gestational weight gain):

96 pacjentek z prawidlowym przyrostem masy ciala w cigzy
grupa EGWG (excessive gestational weight gain):

196 pacjentek z nadmiernym przyrostem masy ciata w cigzy

Celem obliczenia cigzowego przyrostu masy ciata ustalono mase ciata oraz wzrost
matki przed i pod koniec cigzy. Parametry te wykorzystano do obliczenia wskaznika BMI.
Zgodnie z uzyskanymi warto$ciami wskaznika BMI ustalono grupe pacjentek
zniedowaga (BMI <18,5 kg/m?), prawidtlowa masa ciata (BMI 18,5-24,9 kg/m?),
nadwaga (BMI 25-29,9 kg/m?) oraz otytoscig (BMI (>30). Wskaznik BMI obliczono przy
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pomocy powszechnie wykorzystywanego wzoru: BMI = masa ciata [kg] / wzrost [m]>.
Calkowity cigzowy przyrost masy ciata zostat obliczony jako r6znica miedzy masg ciata
przed porodem a masg ciala sprzed ciazy. Przydzielanie pacjentek do grup IGWG,
NGWG oraz EGWG odbywato si¢ wedtug wytycznych ustalonych przez IOM (2009).

Polimorfizmy genu PPARG  przeanalizowano u  wszystkich 367
zakwalifikowanych ciezarnych, natomiast stezenie adipokin rezystyny oraz
dipeptydylopeptydazy IV przeanalizowano u 170 pacjentek. Wszystkie pacjentki nalezaty
do rasy kaukaskiej, byly narodowosci polskiej i pochodzity z regionu Wielkopolski.

U kazdej pacjentki oprocz masy ciata i wzrostu odnotowano szczegdétowy wywiad
polozniczy: liczbe przebytych ciaz, tydzien zakonczenia cigzy, choroby wspotistniejace
oraz wiek. Zanotowano roéwniez warto$ci cisnienia tetniczego skurczowego
1 rozkurczowego krwi matki, sposob zakonczenia cigzy oraz dane dotyczace noworodka
(mase urodzeniowg ciata, stan noworodka, pte¢, punktacje w skali Apgar, pH tetnicze, pH
zylne oraz masg lozyska). Schemat rekrutacji pacjentek do badanych grup przedstawiono

na rycinie 8.

3.2. Kryteria wlaczenia i wylaczenia pacjentek z grupy
Kryteriami wlaczenia do grupy byly:

cigza pojedyncza donoszona (zakonczona po ukonczeniu 37 tygodnia cigzy)
prawidlowy przebieg ciazy

rasa kaukaska

narodowos$¢ polska

Kryteriami wylaczenia z grupy byly:

choroby metaboliczne mogace mie¢ wptyw na badane parametry
zaburzenia chromosomalne lub wady rozwojowe ptodu
cukrzyca cigzowa 1 przedcigzowa

nadci$nienie tetnicze

cigza wieloptodowa

rasa inna niz kaukaska

narodowos¢ inna niz polska
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ciezarne rekrutowane wylaczone
do badania s z badania
n=400 n=23

l -

n=4 wady ptodu
n=9 choroby
wiktajace przebieg

ci¢zarne wlaczone
do badania

n=367 cigzy
n=10 inne przyczyny
\. J
( )
podzial ze wzgledu na przyrost masy ciata
W ciazy

zbyt maty prawidltowy nadmierny

EGWG
n=196

IGWG NGWG
n=75 n=96

. S

Rycina 8. Schemat rekrutacji pacjentek do badanych grup.
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4. METODY

4.1. ANALIZA GENETYCZNA

W celu oznaczenia genotypdw i alleli polimorfizmu Prol2A4la oraz 161C>T genu
PPARG, w trakcie rutynowych badan kazdej pacjentce spetniajacej kryteria wtaczenia do
grupy pobrano krew w ilosci okoto 5 ml z zyly odlokciowej do proboéwki typu S-
Monovette (Sarstedt, Niemcy). Probowka jako antykoagulant zawierala kwas
etylenodiaminotetraoctowy (EDTA - ethylene diamine tetraacetic acid) o st¢zeniu 1,6 mg
EDTA/ml krwi. Dane pacjentéw zostaly zakodowane w systemie numerycznym. W celu
ochrony danych osobowych probki oraz wyniki badan opisywane zostaly warto§ciami

liczbowymi.

Kolejny etap badan odbywat si¢ w Pracowni Biologii Molekularnej Kliniki
Perinatologii 1 Choréb Kobiecych Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu. Probowke
z krwia do analizy genetycznej do czasu przeprowadzenia izolacji DNA przechowywano
w temperaturze -20°C. Z wyizolowanego DNA oznaczono polimorfizmy Prol2Ala oraz
161C>T genu PPARG (tab. 5) metoda tancuchowej reakcji polimerazy (PCR -
polymerase chain reaction) oraz metoda polimorfizmu dhlugosci fragmentow

restrykeyjnych (RFLP - restriction fragment lenght polymorphism).

Tabela 5. Charakterystyka wariantow polimorficznych badanych w pracy.

Nazwg zwyczajowa Prol2Ala 161C>T
polimorfizmu
Numer polimorfizmu rs1801282 rs3856806
o chr3:12351626 chr3:12434058
Lokalizacja (GRCh38.p12) (GRCh38.p12)
Allele C>G C>T
Funkcja P (P_ro) >_A (Ala) H (His) > H_ (His)
Mutacja zmiany sensu Mutacja cicha
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4.1.1. Izolacja genomowego DNA

Izolacja DNA z leukocytéw krwi obwodowej zostala przeprowadzona przy
pomocy zestawu do izolacji DNA QIAamp DNA Blood Mini Kit (Qiagen GmbH,
Niemcy), z wykorzystaniem kolumienek ze ztozem krzemionkowym, wigzacym DNA
w obecnosci wysokich stezen soli chaotropowych. Proces izolacji DNA genomowego
przeprowadzono $ci$le wedhug zalecen producenta, zgodnie ze schematem:

e Do probowek typu Eppendorf odpipetowano 20 pl proteinazy K bedacej
enzymem proteolitycznym, dodano 200 ul krwi pobranej na EDTA oraz 200 pl
buforu oznaczonego w zestawie symbolem AL

e Proboéwki wytrzasano przez 15 sekund a nastgpnie ogrzewano przez 15 minut
w temperaturze 56°C

e Do probowek dodano 200 pl etanolu 96%, po czym wytrzgsano przez 15 sekund
na wytrzasarce typu vortex i krétko zwirowano

e Otrzymang mieszaning pipeta przeniesiono na kolumienki ze ztozem
krzemionkowym 1 wirowano przy obrotach 8000 rpm przez 1minute

e Kolumienki przeniesiono do nowych probdéwek odrzucajac przesacz, po czym
przemyto je buforem w ilo$ci 500 pl oznaczonym w zestawie jako AW
1 wirowano przez 1 minute z predkoscig 8000 rpm

e Nastepnie kolumienki przemyto buforem w ilosci 500 pl oznaczonym w zestawie
jako AW2 po czym wirowano przez 3 minuty z predkoscig 14000 rpm

e Na kolumienke natozono 200 pl roztworu do elucji oznaczonego w zestawie jako
bufor AE, nastepnie po 5 minutach wirowano przez 1 minute z predkoscia 8000
rpm

e Otrzymane w ten sposob oczyszczone DNA przechowywane bylo w temperaturze
-80°C, do czasu wykorzystania do dalszych badan

4.1.2. Amplifikacja wybranych fragmentow DNA metoda PCR/RLFP

Po uzyskaniu oczyszczonego DNA przeprowadzono namnozenie fragmentow
DNA genu PPARG zawierajacych badane polimorfizmy. Do amplifikacji fragmentu genu
PPARG zawierajacego polimorfizm Prol2Ala wykonanej metoda reakcji tancuchowe;j
polimerazy (PCR) wykorzystano startery wystepujace we wczesniejszych publikacjach
[Yen i wsp., 1997, Wang i wsp., 1999], ktorych sekwencje oraz dlugos¢ uzyskiwanych

produktéw PCR zamieszczono w tabeli 6.
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Tabela 6. Sekwencja starterow wykorzystanych do reakcji PCR dla genu PPARG.

FOITOA i Sekwencja starterow gl:i;
genu PPARG PCR
Prol2Ala 5> GCCAATTCAAGCCCAGTC 3°
151801282 5> GATATGTTTGCAGACAGTGTATCAGGAAGGA- 270 pz
ATCGCTTTCCG 3’
161C>T 5’ CAAGACAACCTGCTACAAGC 3’ 200 bz
rs3856806 5" TCCTTGTAGATCTCCTGCAG 3° P

Sktad mieszaniny reakcji PCR wraz z warunkami reakcji przedstawiono w tab. 7 1 8.

Tabela 7. Sktad mieszaniny reakcji PCR dla badanych wariantoéw genu PPARG.

Polimorfizm PPARG rz;%%)zl';‘g; rslgéls%z-(l)-G
Skladnik reakcji Objetos¢ Objetos¢
Genomowy DNA 2,0ul 2,0 ul
Woda do PCR 17,5ul 17,5 ul
et
Roztwér ANTP [2,5 mM] 2,0 ul 2,0 ul
Starter Forward [10uM] 0,4ul 0,4 ul
Starter Reverse [10uM] 0,4ul 0,4 ul
Polimeraza DNA [S5U/ pl] 0,2ul 0,2ul
Suma 25ul 25ul

Tabela 8. Warunki termiczne reakcji PCR dla badanych wariantow genu PPARG.

POF',';“:Fr{f'sz Etap HoSé cykli Czas Te't"l‘ﬁgra'
Denaturacja wstepna 1 4 minut 95°C
Denaturacja wtasciwa 30 sekund 95°C
Prol2Ala Wigzanie starterow 30 30 sekund 64°C
rs1801282 | Synteza 1 minuta 72°C
Synteza koncowa 10 minut 72°C
Przechowywanie 10 minut 4°C
Denaturacja wstepna 4 minut 95°C
Denaturacja wtasciwa 30 sekund 95°C
161C>T Wigzanie starterow 30 30 sekund 54°C
rs3856806 | Synteza 1 minuta 72°C
Synteza koncowa 10 minut 72°C
Przechowywanie 10 minut 4°C
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Reakcje enzymatycznej hydrolizy produktow reakcji PCR przeprowadzono
w cieplarce (Memmert, Niemcy) w temperaturach zalecanych przez producenta
1 przedstawionych w tabeli 9, przez okres 16 godzin. Amplifikowane fragmenty DNA
zawierajace wybrane polimorfizmy pojedynczego nukleotydu poddane zostaty dziataniu
enzymoOw restrykcyjnych, przecinajacych ni¢ DNA w specyficznych miejscach. W ten
sposob okreslono obecno$¢ poszczegdlnych alleli badanych wariantoéw genetycznych
genu PPARG. Po hydrolizie produktéw PCR enzymami restrykcyjnymi identyfikowano
poszczegblne genotypy poprzez elektroforeze pozioma w 2,5% zelach agarozowych
z barwnikiem Midori Green (Nippon Genetics) w buforze 1XTAE (40 mM Tris-octan, 2
mM EDTA). Wyniki rozdziatlu wizualizowano w $§wietle UV 1 zarchiwizowano
w komputerowym systemie wizualizacji 1 analizy obrazu UV UVI-KS4000/Image PC
(Syngen Biotech, USA). Uzyskano genotypy w zalezno$ci od obecno$ci lub braku
miejsca hydrolizy dla enzymu restrykcyjnego i otrzymaniu fragmentéw odpowiedniej

dhugos$ci opisanych w tabeli 9.

Tabela 9. Warunki hydrolizy dla badanych polimorfizméw genu PPARG.

. . Prol2Ala 161C>T

Polimorfizm PPARG rs1801282 rs3856806
Enzym restrykcyjny Bsh12361 (BstUI) Eco72l (Pmll)
(producent) (ThermoScientific) (ThermoScientific)
Temperatura i czas hydrolizy 37°C, 16 godzin 37°C, 16 godzin
Rozpoznana sekwencja CG|CG CAC|GTG

CC 270 pz CC 120, 80 pz
Fragmenty uzyskane po hydrolizie CG 270, 227, 43 pz CT 200, 120, 80 pz
GG 227,43 pz TT 200 pz

4.2. ANALIZA IMMUNOENZYMATYCZNA

W celu oznaczenia stezenia biatek rezystyny 1 dipeptydylopeptydazy IV w trakcie
rutynowych badan pobrano od pacjentek zakwalifikowanych do grupy okoto 6 ml krwi
z zyly odtokciowej do probowki typu S-Monovette (Sarstedt, Niemcy) zawierajace]
krzemian jako aktywator krzepnigcia i pozostawiono ja w temperaturze pokojowej w celu
wystapienia procesu krzepniecia. Po uptywie okoto 30 minut krew odwirowywano przez
10 minut z predkoscig 3500 rpm, a uzyskang w ten sposob surowice do czasu zebrania
calej grupy 1 przeprowadzenia dalszych badan przechowywano w zamrazarce
w temperaturze -80°C. Pomiar stg¢zenia badanych adipokin w surowicy krwi zostat

wykonany ilo§ciowg metoda immunoenzymatyczng ELISA (test podwojnego wigzania
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kanapkowy” - sandwich ELISA), przy uzyciu zestawdéw Quantikine Elisa Human DPP
IV/CD26 oraz Quantikine Elisa Human Resistin, firmy R&D, USA. Mikroptytki testowe
zawieraly studzienki optaszczone monoklonalnym przeciwcialem specyficznym
odpowiednio dla ludzkiego DPP IV lub rezystyny a badany antygen byl wigzany
pomigdzy dwiema warstwami przeciwcial. Badania w dwdch powtoérzeniach zostaty
przeprowadzone w Pracowni Biologii Molekularnej Kliniki Perinatologii i Choréb
Kobiecych Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu, $cisle wedtug zalecen producenta

(R&D, USA) (ryc. 9).

TMB Substrat
analit /
::o —_— i‘ Y> —_—
RP

HRP prp HRP

przeciwciato /HRP HRP TMB
opfaszczajgce x Substrat
studzienke

stop

'S

Ymikrop%ytki

Rycina 9. Etapy detekcji st¢zenia bialek metoda sandwich ELISA.

4.2.1. Oznaczenie stezenia rezystyny w surowicy krwi

Oznaczenie st¢zenia rezystyny w surowicy krwi wykonano za pomoca zestawu
Quantikine Elisa Human Resistin, firmy R&D, USA. Jako proby badane wykorzystano
odwirowang surowic¢ pacjentek, ktora zostata przechowywana do momentu badania
w temperaturze -80°C. Przygotowano odczynniki oraz roztwory standardowe zgodnie
z zaleceniami  producenta. W probowkach przygotowano kolejne wzorcowe
rozcienczenia standardu (wzorca) rezystyny sluzace do wyznaczenia krzywej
kalibracyjnej (10 ng/ml, 5 ng/ml, 2,5 ng/ml, 1,25 ng/ml, 0,625 ng/ml, 0,313 ng/ml, 0,156

ng/ml, w ostatniej probowce sam roztwor rozcienczajacy).
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Badanie zostato wykonane wg nastepujacego schematu:

* Na mikroptytkach testowych oznaczono studzienki stuzace do proby wzorcowe;j
oraz studzienki do prob badanych

* Zapomocg pipety umieszczono na ptytkach probki wzorcowe (kontrolne), blank
oraz surowice krwi pacjentek jako probki badane

* Do kazdej studzienki dodano 100 ul rozcienczalnika (Assay Diluent RD1-57)
anastgpnie 100 pl wzorca (Human Resistin Standard), kontroli i badanych
surowic

* Plytki testowe zamknigto i inkubowano 2 godziny w temperaturze 37°C w celu
zwigzania antygendw rezystyny przez przeciwciala oplaszczone na plytce
testowej

* (Czterokrotnie przeptukano ptytke testowg buforem (Wash Buffer)

* Do kazdej studzienki dodano 200 pl przeciwciata poliklonalnego specyficznego
dla ludzkiej rezystyny (Human Resistin Conjugate), znakowanego peroksydaza
chrzanowa (HRP)

*  Plytki testowg uszczelniono i inkubowano 2 godziny w temperaturze 37°C w celu
wytworzenia kompleksow typu ,kanapka”, w ktorych czasteczka rezystyny byta
wigzana pomiedzy dwoma warstwami przeciwciat

* Po =zakonczeniu inkubacji w celu usunigcia niezwigzanych przeciwciat
czterokrotnie przeptukano ptytke testowa buforem

* Do kazdej studzienki dodano 200 pl substratu dla peroksydazy chrzanowe;j,
zawierajacego tetrametylobenzydyng (Substrate Solution)

* Inkubowano 0,5 godziny w temperaturze 37°C, podczas inkubacji zachodzita
reakcja barwna (zmiana barwy mieszaniny z niebieskiej na z6itg)

* W celu zatrzymania reakcji enzymatycznej do kazdej studzienki dodano po 50 ul
roztworu kwasu siarkowego (Stop Solution)

* Za pomocg czytnika do mikroptytek w ciggu 10 minut od zahamowania reakcji
odczytano absorbancje (warto$¢ OD) kazdej studzienki, przy dtugosci fali 450 nm

Minimalna warto$¢ czuto$ci testu, ustalona na podstawie minimalnego wykrywalnego
stezenia wynosita 0,026 ng/ml. Analize przeprowadzono w dwoch powtorzeniach,

uzyskujac $rednig z dwoch pomiarow. Wyniki obliczano z zastosowaniem programu

MIKROWIN 2000, wersja 4,35.

4.2.2. Oznaczenie stezenia dipeptydylopeptydazy IV w surowicy krwi

Oznaczenie st¢zenia DPP IV w surowicy krwi wykonano za pomocg zestawu
Quantikine Human DPP IV/CD26 firmy R&D, USA. Jako préby badane wykorzystano
odwirowang surowicg¢ pacjentek, ktora zostata przechowywana do momentu badania
w temperaturze -80°C. Przygotowano odczynniki oraz roztwory standardowe zgodnie z
zaleceniami producenta. W probowkach przygotowano kolejne wzorcowe rozcienczenia
standardu DPP IV shuzace do wyznaczenia krzywej kalibracyjnej (20 ng/ml, 10 ng/ml, 5
ng/ml, 2,5 ng/ml, 1,25 ng/ml, 0,625 ng/ml, 0,313 ng/ml, w ostatniej probowce sam
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roztwor rozcienczajacy).
Badanie zostato wykonane wg nastepujacego schematu:

* Na mikroptytkach testowych oznaczono studzienki stuzace do proby wzorcowej
oraz studzienki do prob badanych

* Zapomocg pipety umieszczono na ptytkach probki wzorcowe (kontrolne), blank
oraz surowice krwi pacjentek jako probki badane

* Do kazdej studzienki dodano 100 pl rozcienczalnika (Assay Diluent RD1-57)
anastgpnie 100 pl wzorca (Human DPP IV Standard), kontroli i badanych
surowic

* Plytki testowe zamknigto i inkubowano 2 godziny w temperaturze 37°C, w celu
zwigzania antygenow DPP IV przez przeciwciata optaszczone na ptytce testowej

* Czterokrotnie przeptukano ptytke testowa buforem (Wash Buffer)

* Do kazdej studzienki dodano 200 pl przeciwciata poliklonalnego specyficznego
dla ludzkiej DPP IV (Human DPP IV Conjugate), znakowanego peroksydaza
chrzanowa (HRP)

* Plytki testowg uszczelniono 1 inkubowano 2 godziny w temperaturze 37°C, w celu
wytworzenia komplekséw typu ,,kanapka”, w ktorych czasteczka DPP IV byta
wiazana pomiedzy dwoma warstwami przeciwciat

* Po =zakonczeniu inkubacji w celu usunigcia niezwigzanych przeciwciat
czterokrotnie przeptukano ptytke testowa buforem

* Do kazdej studzienki dodano 200 pl substratu dla peroksydazy chrzanowe;,
zawierajacego tetrametylobenzydyne (Substrate Solution)

* Inkubowano 0,5 godziny w temperaturze 37°C, podczas inkubacji zachodzita
reakcja barwna (zmiana barwy mieszaniny z niebieskiej na z6ita)

* W celu zatrzymania reakcji enzymatycznej do kazdej studzienki dodano po 50 ul
roztworu kwasu siarkowego (Stop Solution)

* Za pomocg czytnika do mikroptytek w ciggu 10 minut od zahamowania reakcji
odczytano absorbancje (warto$¢ OD) kazdej studzienki, przy dtugosci fali 450 nm

Minimalna warto$¢ czutosci testu, ustalona na podstawie minimalnego wykrywalnego
stezenia wynosita 0,016 ng/ml. Analiz¢ przeprowadzono w dwoch powtorzeniach,

uzyskujac $rednig z dwoch pomiarow. Wyniki obliczono z zastosowaniem programu

MIKROWIN 2000, wersja 4,35.

4.3. Aparatura wykorzystywana w przeprowadzonych badaniach
Do analizy wariantow polimorficznych genu PPARG (izolacji genomowego
DNA, pomiaru iloSciowego DNA, reakcji PCR/RFLP, -elektroforezy na Zzelu

agarozowym) oraz reakcji immunoenzymatycznej ELISA wykorzystano nastepujaca

aparature:

. komora laminarna (UVP, USA)

. pipety z nastawialng objetoscia (Eppendorf, USA)
. wytrzasarka WL-1

. termomikser (Eppendorf, USA)
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. termocykler Dyad (Bio-Rad,USA)

. komory do elektroforezy poziomej (Scie-Plas, Wielka Brytania)

. zasilacz do elektroforezy (Consort, Belgia)

. mieszadto magnetyczne MS11H (Wigo, Polska)

. cieplarka (Memmert, Niemcy)

. komputerowy system wizualizacji i analizy obrazu UV UVI-KS4000/Image PC
(Syngen Biotech, USA)

. waga laboratoryjna (Radwag, Polska)

. lodoéwka (Ardo, Polska)

. kuchenka mikrofalowa D Power (Daewoo, Korea Poludniowa)

. wiréwka 5804R (Eppendorf, USA)

. zamrazarka (Liebherr, Niemcy)

. zamrazarka niskotemperaturowa (Snijders, Holandia)

. czytnik mikroplytek BioMed Reader, MikroWin 2000, wersja 4,35

. spektrofotometr Nanodrop 2000 (ThermoScientific, USA)

4.4. Metody statystyczne

Wyniki badan laboratoryjnych oraz dane kliniczne zakwalifikowanych pacjentek
i ich noworodkow poddano analizie statystycznej. Obliczen dokonano z zastosowaniem
programu R (wersja 4.0.2). We wnioskowaniu zastosowano poziom istotnosci
statystycznej 0=0,05. Wszystkie przeprowadzone testy statystyczne byly obustronne.
Zmienne ilosciowe zostaly przedstawione w postaci $rednich + odchylenie standardowe
SD - standard deviation, mediany podajac warto$ci minimalne oraz maksymalne.
Dokonano werytikacji zgodnosci rozktadu cechy z rozktadem Gaussa korzystajac z testu
normalno$ci Shapiro-Wilka. W przypadku zgodno$ci rozktadu cechy zrozktadem
normalnym, do oceny zalezno$ci migdzy dana cecha w badanych grupach stosowano
jednoczynnikowg analiz¢ wariancji dla zmiennych niepowigzanych (ANOVA),
a nastgpnie aby dokona¢ doktadnej oceny postuzono si¢ testem post-hoc Tukeya HSD.
W przypadku braku zgodno$ci, stosowano test nieparametryczny ANOVA Kruskala
Wallisa oraz post-hoc test Dunna. Do oceny zalezno$ci pomig¢dzy adipokinami oraz
badanymi cechami w postaci ciagglej wykorzystano macierze korelacji Spearmana.
Zmienne jakosciowe przedstawiono liczbowo oraz jako wartosci procentowe
1 poréwnywano za pomocg testu 2 Pearsona badz testu doktadnego Fishera, w zalezno$ci
od liczebnosci warto$ci oczekiwanych.

Oceng zgodnosci rozktadu genotypdéw analizowanych polimorfizmow z prawem
Hardy’ego-Weinberga przeprowadzono testem y2. Analiz¢ wariantow genetycznych

przeprowadzono wedtug trzech modeli genetycznych podajac wspotczynnik ryzyka (OR)
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przy uwzglednieniu odpowiednich przedziatow ufnosci (95%PU). Nierdwnowage
sprzgzen polimorfizméw zlokalizowanych w obrgbie genu PPARG oraz czgsto$ci
wystepowania haplotypow przeprowadzono przy uzyciu programu Haploview (wersja
4.2) oraz pakietu haplo.stats programu R. Analiz¢ zwigzku poszczegdlnych haplotypow

z badanymi adipokinami przeprowadzono metoda regresji.
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5. WYNIKI

5.1. Charakterystyka grupy badanej

Do badania zakwalifikowano 367 ci¢zarnych rasy kaukaskiej, narodowosci
polskiej, pochodzacych z regionu Wielkopolski. U kazdej pacjentki obliczono przyrost
masy ciata w cigzy, wyrazony w kg 1 stanowigcy réznice masy ciata przed porodem
1masy ciala przed cigza. Nastepnie pacjentki podzielono na trzy grupy zgodnie
z zaleceniami IOM (tabela 10).

Prawidlowy przyrost masy ciala w cigzy wykazano u 96 pacjentek (26,2%), u 75
(20,4%) stwierdzono zbyt maty, a u 196 (53,4%) nadmierny przyrost masy ciala w cigzy.
Nastepnie analizie poddano wartos¢ BMI przed ciazag w calej badanej grupie kobiet.
U 158 kobiet (43,1%) odnotowano prawidlowa wartos¢ wskaznika BMI przed cigza,
niedowage odnotowano u 11 kobiet (3,0%), nadwage u 93 kobiet (25,3%), a otytos¢ u 105
pacjentek (28,6%).

Przyrost masy ciata w cigzy

100%
9,3% 22
27,6%
80%
0,
. 2 BMI przed cigza
G0% 64,0% )

35,2% niedowaga
prawidlowa masa ciala
nadwaga

40%
otylosc
13,5%
20% 14,7% 37,2%
24,0%
12,0%
0%
IGWG NGWG EGWG

Rycina 10. Przedcigzowe BMI w grupach wyodregbnionych w zaleznosci od przyrostu
masy ciata w cigzy.
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Wszystkie pacjentki podzielone na podstawie przedcigzowego BMI w grupach
wyodrgbnionych w zalezno$ci od przyrostu masy ciala w cigzy przedstawiono na rycinie
10.

Zbyt maly przyrost masy ciala w cigzy zaobserwowano u 7 (9,3%) kobiet
z niedowaga, 48 (64,0%) z prawidlowym BMI przed ciaza, 11 (14,7%) z nadwagg oraz 9
(12,0%) z otyloscia. Prawidtowy przyrost masy ciata stwierdzono u 4 (4,2%) osob
z niedowaga, 56 (58,3%) z prawidlowym BMI, 13 (13,5%) z nadwaga 1 23 (24,0%)
z otylo$cig. Nadmierny przyrost masy ciata najczgsciej wystepowat u kobiet z otytoscig
(73 pacjentki, 37,2%), nastepnie u 69 kobiet (35,2%) z nadwaga oraz u 54 (27,6%)
pacjentek z prawidlowym BMI przed cigzg. U Zadnej ci¢zarnej z niedowaga nie
stwierdzono nadmiernego przyrostu masy ciala w ciazy.

W kolejnym etapie poréwnano cigzowy przyrost masy ciala w grupie
z prawidlowym BMI z innymi grupami tzn. niedowaga, nadwaga oraz otyloscig. Wyniki
przedstawiono w tabeli 10. U kobiet z niedowaga obserwowano 2-krotnie wigksze ryzyko
wystapienia zbyt matego przyrostu masy cialta w ciagzy, w poréwnaniu z kobietami
z prawidlowa masa ciata przed cigzag. U kobiet z wysokim BMI przed cigza
zaobserwowano wieksze ryzyko nadmiernego przyrostu masy ciata w cigzy (OR=5,50

w grupie kobiet z nadwaga, p<0,0001; OR=3,29 w grupie kobiet z otytoscia, p=0,0001).

Tabela 10. Zwigzek pomigdzy przyrostem masy ciata w ciazy i przedciazowym BMI.

IGWG EGWG
BMI przed cigig
OR 95%PU p OR 95%PU p
Prawidlowa masa 1,00 — — 1,00 — —
Niedowaga 2,04 0,56-7,40 0,28 — — —
Nadwaga 0,99 | 0/41-241 0,98 550 | 2,73-11,09 | <0,
Otytosc 0,46 0,19-1,08 0,07 3,29 1,81-5,99 | 0,0

5.2. Charakterystyka danych klinicznych pacjentek i ich noworodkow

Nastepnie przeanalizowano dane kliniczne kobiet zakwalifikowanych do badane;j
grupy. Pacjentki byty w wieku od 19 do 45 lat (rednia 30,89 + 4,82 lat). Srednie ci$nienie
tetnicze skurczowe i1 rozkurczowe wynosito odpowiednio 114,16 = 12,60 oraz 71,89 +
9,67 mmHg. Masa ciata przed cigza wynosita od 45 do 137 kg ($rednio 74,71 + 17,13
kg), natomiast pod koniec cigzy od 53 do 162 kg ($rednio 89,26 + 18,04 kg). W calej
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badanej grupie obserwowano zréznicowane wartosci BMI. Przed ciaza wynosity od 19,13
do 35,55 kg/m? (§rednia 135,10 + 75,36 kg/m?), natomiast pod koniec cigzy od 19,13 do
57,16 kg/m? ($rednia 31,60 + 5,91 kg/m?). Roznica masy ciata pacjentek miedzy
poczatkiem cigzy a porodem to $rednio 14,64 + 6,46 kg, przy $redniej réznicy BMI 5,19
+ 2,29 kg/m?. U pieciu kobiet z przedcigzzowym BMI powyzej 25 kg/m? roznica BMI
w okresie ciazy byta mniejsza niz 1 kg/m?, u jednej pacjentki nie obserwowano przyrostu
masy ciala.

W analizowanej grupie 132 pacjentki (35,97%) rodzity po raz pierwszy, natomiast
dla wigkszos$ci (64,03%) byta to kolejna cigza (Srednia przebytych cigz 2,01+1,10; zakres
od 1 do 9). Samoistnie rodzito 180 kobiet (49,05%), poprzez cigcie cesarskie 176
pacjentek, natomiast inne porody operacyjne zostaly przeprowadzone u 11 pacjentek

(3,00%). Powyzsze dane zostaty zestawione w tabeli 11.

Tabela 11. Charakterystyka danych klinicznych kobiet z badanej grupy (n=367).

Dane Kkliniczne pacjentek | srednia £ SD | mediana min max rozstep
Wiek (lata) 30,89 + 4,82 31,00 19,00 45,00 26,00
RR skurczowe (mmHg) 114,16 + 12,60 | 113,00 80,00 180,00 | 100,00
RR rozkurczowe (mmHgQ) 71,89 £9,67 70,00 50,00 120,00 | 70,00
Wzrost (cm) 167,92 £6,13 | 168 153,00 | 187,00 | 34,00
Masa przed cigza (kg) 74,71 £ 17,13 | 73,00 45,00 137,00 | 92,00
Masa pod koniec cigzy (kg) | 89,26 = 18,04 | 89,00 53,00 162,00 | 109,00
Liczba przebytych cigz 2,01 £1,10 2,00 1,00 9,00 8,00
BMI przed cigza (kg/m?) 26,44 + 5,70 25,86 16,65 35,55 18,90
BMI pod koniec cigzy 31,60+ 5,91 31,25 19,13 57,16 38,03
(kg/m?)

Roéznica BMI (kg/m?) 5,19+2,29 5,07 0,00 12,86 | 12,86
Réznica masy ciata (kg) 14,64 + 6,46 14,31 0,00 39,00 39,00
Pierwiastki n (%) 132 (35,97%)

Wielorodki 235 (64,03%)

Sposob ukonczenia cigiy

n (%) 180 (49,05%)

porod samoistny 176 (47,95%)

cigcie cesarskie 11 (3,00%)

inne operacyjne
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Przeprowadzono réwniez analize¢ danych klinicznych noworodkéw kobiet
z badanej grupy (tabela 12). Masa ciata noworodka wynosita od 1695 do 4950 g ($rednia
3498,66 + 550,76 g), natomiast masa tozyska od 310 do 1140 g (srednia 596,90 + 110,07
g). Punktacja noworodka w skali Apgar wynosita srednio 9,63 + 1,03 w 1 minucie oraz
9,88 £ 0,66 w 5 minucie, a pH zylne i tetnicze wynosito srednio odpowiednio 7,30 + 0,08
oraz 7,29 + 0,09. Pordd nastgpowat pomiedzy 37 a 42 tygodniem cigzy (Srednio 39,03 +
1,19 tc.). Sto osiemdziesigt dziewie¢ kobiet (51,50%) urodzito noworodki ptci meskiej,

natomiast 178 kobiet (48,50%) urodzitlo noworodki plci zenskiej. Omowione dane

kliniczne zestawiono w tabeli 12.

Tabela 12. Charakterystyka poréwnawcza noworodkoéw z badanej grupy (n=367).
Dane kliniczne Srednia = SD mediana | min max rozstep
noworodkow

Masa (g) 3498,66 + 550,76 | 3540,00 | 1695,00 | 4950,00 | 3255,00
Apgar w 1 minucie | 9,63 = 1,03 10,00 2,00 10,00 8,00
Apgar w 5 minucie 9,88 + 0,66 10,00 6,00 10,00 4,00
pH zylne 7,30 £ 0,08 7,31 7,00 7,54 0,54
pH tetnicze 7,29 £ 0,09 7,30 7,00 7,53 0,53
Masa tozyska (g) 596,90 + 110,07 | 600,00 310,00 | 1140,00 | 830,00
Tydzien zakonczenia | 39,03 £ 1,19 39,00 37,00 42,00 5,00
ciazy (tc)
Pleé¢ noworodka
n (%)
corka 178 (48,50%)
syn 189 (51,50%)

Analizujac dane kliniczne w grupach wyodrgbnionych na podstawie przyrostu
masy W ciazZy, nie zaobserwowano roznic statystycznie istotnych dla $rednich warto$ci
wieku, ci$nienia tetniczego skurczowego oraz rozkurczowego u pacjentek. Najwyzsze
skurczowe cisnienie tgtnicze krwi obserwowano w grupie EGWG z nadmiernym
przyrostem masy ciala (115,70 = 13,30 mmHg, p=0,042).

Pacjentki w grupie EGWG byly $rednio wyzsze (169,08 = 6,03 cm) od pacjentek
z grupy IGWG (166,69 £+ 5,99 cm) oraz pacjentek z grupy NGWG (166,52 + 6,03 cm)
(»=0,0005). Istotne statystycznie roznice obserwowano w badanych grupach w zakresie
masy ciata oraz wskaznika BMI przed i pod koniec cigzy (p<0,001).

Ciekawa obserwacja bylo odnotowanie najwigkszej liczby porodéw samoistnych
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u pacjentek z grupy kobiet z prawidtowym przyrostem masy ciala w cigzy (53 kobiety,
55,21%). U ponad 50% kobiet z nadmiernym przyrostem masy ciata oraz ze zbyt matym
przyrostem masy ciala cigze¢ ukonczono na drodze ciecia cesarskiego (odpowiednio
52,55% w grupie EGWG oraz 54,67% w grupie IGWG). Najwigcej pierwiastek
odnotowano w grupie z nadmiernym przyrostem masy ciala (39,80%), a najwigcej
wielorodek stwierdzono w grupie kobiet z prawidlowym przyrostem masy ciata w cigzy
(69,79%). Uzyskane wyniki przedstawiono w tabeli 13.

W dalszej kolejnosci  analizowano dane  kliniczne  noworodkow
w wyodrebnionych grupach. Odnotowano rdznice statystycznie istotne w zakresie masy
ciata noworodkow oraz tygodnia zakonczenia cigzy. Najwigcksza mase ciata wykazywaty
noworodki pacjentek z grupy EGWG (3601,04 + 553,59 g), najmniejsza noworodki
pacjentek z grupy IGWG (3328,72 + 496,69 g) (p=0,0003). Pacjentki z grup ze zbyt
matym oraz prawidlowym przyrostem masy ciata w cigzy rodzity $rednio w 38 tygodniu
(odpowiednio 38,64 + 0,99 tc. oraz 38,93 £ 1,16 tc.), natomiast pacjentki z nadmiernym
przyrostem masy ciata konczyly cigze pdzniej - $rednio w 39 tygodniu cigzy (39,23 +
1,24 tc.) (p=0,0008).

Nie wykazano rdéznic istotnych statystycznie w zakresie punktacji noworodkow
w skali Apgar pomiedzy badanymi grupami kobiet, natomiast w grupie kobiet EGWG
obserwowano najmniejszg warto$¢ pH tetniczego (p=0,012) oraz najwigksza $rednig
warto$¢ masy tozyska (p=0,034).

Omawiane parametry kliniczne noworodkow przedstawiono w tabeli 14.
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Tabela 13. Dane kliniczne pacjentek w grupach wydzielonych w zalezno$ci od przyrostu masy ciata w cigzy.

.. . IGWG (A) NGWG (B) EGWG (C) p p

Dane kliniczne pacjentek (n=75) (n=96) (n=196) (Anova) | TukeyHSD
Wiek (lata) 0,913 B —-C 0,905
srednia £ SD 30,88 +£4,58 31,06 + 4,48 30,81 + 5,09 A-C0,993
mediana (min — max) 30,00 (19,00 — 43,00) 31,00 (20,00 — 40,00) 30,00 (19,00 — 45,00) A —B 0,967
RR skurczowe (mmHg) 0,042 B-C0,105
srednia = SD 112,21 +£12,70 112,52 +£10,57 115,70 + 13,30 A-C0,102
mediana (min — max) 110,00 (90,00 — 150,00) | 110,00 (80,00 — 130,00) | 115,00 (80,00 — 180,00) A—-B 0,986
RR rozkurczowe (mmHQg) 0,253 B-C0,261
srednia £ SD 70,00 + 9,23 70,76 + 8,85 72,65 + 10,19 A-C0,582
mediana (min — max) 70,00 (50,00 — 97,00) 70,00 (60,00 — 90,00) 70,00 (50,00 — 120,00) A-B 0,918
Wozrost (cm) 0,0005 B - C 0,002
srednia £ SD 166,69 + 5,99 166,52 + 6,03 169,08 = 6,03 A-C0,011
mediana (min — max) 167,00 (153,00 — 183,00) | 167,00 (155,00 — 180,00) | 169,00 (153,00 — 187,00) A-B 0,981
Masa przed cigza (kg) <0,001 |B-C<0,001
srednia + SD 66,96 + 15,52 69,94 + 17,96 80,00 + 15,47 A-C<0,001
mediana (min — max) 65,00 (54,00 — 119,00) 64,00 (46,00 — 118,00) 80,00 (49,00 — 137,00) A —B 0,457
Masa pod koniec ciazy (kg) <0,001 |B-C<0,001
srednia £ SD 73,91 £ 13,19 81,83 £15,18 98,77 + 14,96 A-C<0,001
mediana (min — max) 73,00 (53,00 — 122,00) 78,00 (60,00 — 124,00) 99,00 (67,00 -162,00) A—-B 0,001
BMI przed ciaza (kg/m?) <0,001 |B-C<0,001
srednia + SD 24,05 +£5,23 25,16 £ 6,05 27,98 £5,23 A-C<0,001
mediana (min — max) 22,72 (16,65 — 42,32) 22,76 (18,08 — 40,40) 27,62 (18,56 — 52,20) A—-B 0,382
BMI pod koniec cigzy (kg/m?) <0,001 |B-C<0,001
srednia + SD 26,55 +4,23 29,47 £ 5,00 34,57 +£5,08 A-C<0,001
mediana (min — max) 25,80 (19,13 — 39,86) 28,00 (22,28 —42,61) 34,69 (24,51 — 57,16) A — B 0,0004
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.. . IGWG (A) NGWG (B) EGWG (C) p p

Dane kliniczne pacjentek (n=75) (n=96) (n=196) (Anova) | TukeyHSD
Roznica BMI (kg/m?) <0,001 |B-C<0,001
$rednia + SD 2,68 1,10 4,31 +1,31 6,59 £ 1,94 A—-C<0,001
mediana (min — max) 2,63 (0,00 —4,93) 4,64 (1,58 — 6,81) 6,25 (3,40 — 12,86) A -B<0,001
Roéznica masy ciala (kg) < 0,001 B -C<0,001
$rednia + SD 7,40 £ 2,96 11,90 + 3,47 18,76 + 5,31 A—-C<0,001
mediana (min — max) 7,00 (0,00 — 12,00) 13,00 (5,00 — 17,00) 18,00 (10,00 — 39,00) A -B<0,001
Pierwiastki 25 (33,33%) 29 (30,21%) 78 (39,80%) 0,2393* | B-CO0,122*
Wielorodki 50 (66,67%) 67 (69,79%) 118 (60,20%) A-CO0,401*
A-BO0,741*

Sposob ukonczenia ciazy n (%) 0,3635* | B-C 0,262*
poréd samoistny 34 (45,33%) 53 (55,21%) 93 (47,45%) A-CO0,787*
porody operacyjne 41 (54,67%) 43 (44,79%) 103 (52,55%) A - B 0,220*

*p Fisher
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Tabela 14. Dane kliniczne noworodkéw w grupach kobiet wydzielonych w zaleznosci od przyrostu masy ciata w ciazy.

. . IGWG (A) NGWG (B) EGWG (C) p p

Dane kliniczne (n=75) (n=96) (n=196) (Anova) | TukeyHSD
Masa (g) 0,0003 B -C 0,022
Srednia = SD 3328,72 + 496,69 3420,00 + 544,61 3601,04 + 553,59 A —C 0,0007
mediana (min — max) 3295,0 (1950,0 — 4440,0) 3495,0 (1800,0 — 3150,0) 3660,0 (1695,0 — 4840,0) A—-B 0,522
Tydzien zakonczenia cigzy 0,0008 B-C0,103
$rednia + SD 38,64 + 0,99 38,93+ 1,16 39,23 + 1,24 A —C 0,0007
mediana (min — max) 39,00 ( 37,00 — 41,00) 39,00 (37,00 — 41,00) 39,00 (37,00 — 42,00) A —-B 0,250
Apgar w 1 minucie 0,676 B -C 0,999
Srednia = SD 9,73 £ 0,82 9,61 +1,13 9,61 £ 1,06 A-C0,684
mediana (min — max) 10,00 (5,00 — 10,00) 10,00 ( 3,00 — 10 ,00) 10,00 (2,00 — 10,00) A-B0,724
Apgar w 5 minucie 0,361 B-C0,331
minucie $rednia = SD 9,92 +£0,40 9,86 £ 0,56 9,93 +£0,30 A-C0,961
mediana (min — max) 10,00 (7,00 — 10,00) 10,00 ( 6,00 — 10,00) 10,00 ( 8,00 — 10,00) A-B 0,633
pH zylne 0,602 B-CO0,676
srednia = SD 7,30+ 0,08 7,30+ 0,09 7,30 £ 0,08 A-CD0,716
mediana (min — max) 7,30 (7,09 — 7,45) 7,30 (7,05 — 7,54) 7,32 (7,00 - 7,51) A — B 0,999
pH tetnicze 0,012 B - C 0,047
Srednia = SD 7,30 £ 0,09 7,30 £ 0,08 7,27 £ 0,09 A-CD0,041
mediana (min — max) 7,31 (7,11 - 7,47) 7,31 (7,10 — 7,52) 7,28 (7,00 — 7,53) A —B 0,973
Masa lozyska (g) 0,034 B -C 0,539
Srednia = SD 569,86 + 96,62 594,05+ 111,39 608,65+ 112,84 A —C 0,027
mediana (min — max) 555,00 (360,00 — 890,00) 590,00 (330,00 — 1100,00) | 600,00 (310,00 — 1140,00) A—-B 0,330
Ple¢ noworodka 0,251* B - C 0,454*
corka 42 (56,00%) 48 (50,00%) 88 (44,90%) A-C0,106*
syn 33 (44,00%) 48 (50,00%) 108 (55,10%) A — B 0,445*

*p Fisher




5.3. Czestos¢ wystepowania genotypow i alleli badanych polimorfizmow genu PPARG

W kolejnej czgsci pracy analizowano czestos¢ wystgpowania genotypow i alleli
polimorfizméw Prol2Ala oraz 161C>T genu PPARG u wszystkich 367 pacjentek
zakwalifikowanych do badania.

Przyktadowy obraz prazkéw uzyskanych po rozktadzie elektroforetycznym dla
poszczegolnych genotypdw w zakresie polimorfizmu Prol2A4la genu PPARG pokazuje
rycina 11. Po hydrolizie enzymem restrykcyjnym Bsh12361 (BstUI) (ThermoScientific,
USA) odczytywano uzyskiwane genotypy. Dla genotypu homozygotycznego
niezmutowanego Pro/Pro z uwagi na brak miejsca restrykcyjnego otrzymywano jeden
prazek o wielkosci 270 pz. Genotyp homozygotyczny zmutowany Ala/Ala odczytywano na
podstawie obecnosci dwoch prazkéw odpowiadajacych fragmentom 227 oraz 43 pz. Trzy
prazki 270, 227 1 43 par zasad otrzymywano w przypadku genotypu heterozygotycznego
Pro/Ala.

270pz
227pz

4—43pz

r 11

ProPro ProAla Aladla

Rycina 11. Analiza genotypéw polimorfizmu Prol2Ala genu PPARG po hydrolizie
enzymem restrykcyjnym Bsh12361 (BstUI). Tor 1 marker wielkosci 50 pz, tory 1, 3 to
homozygoty niezmutowane Pro/Pro, tory 2, 4, 5, 7, heterozygoty Pro/Ala, tor 6 to
homozygota zmutowana Ala/Ala.

Do analizy polimorfizmu /6/C>T genu PPARG stosowano enzym restrykcyjny
Eco721 (Pmll) (ThermoScientific, USA). Rycina 12 przedstawia przykladowy wynik
rozktadu genotypow dla tego polimorfizmu. Przy obecno$ci homozygotycznego genotypu

niezmutowanego /61CC, uzyskiwano na zelu dwa prazki o wielkosci 120 1 80 par zasad.

Heterozygotyczny genotyp [6/CT odczytywano przy obecnosci trzech fragmentow
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o wielkosciach 200, 120 i 80 par zasad. Genotyp homozygotyczny zmutowany /6177
odczytywano przy obecnosci jednego prazka wielkosci 200 par zasad (brak miejsca

hydrolizy przez enzym restrykcyjny).
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Rycina 12. Analiza genotypdw polimorfizmu /6/C>T genu PPARG po hydrolizie enzymem
restrykcyjnym Eco721 (Pmll). Tor 1 marker wielkosci 50 pz, tory 1, 5,6,8 to homozygoty
niezmutowane CC, tory 4, 7, heterozygoty CT, tory 2,3 homozygoty zmutowane 77.

W zakresie polimorfizmu Prol2A4la genotyp typu dzikiego stwierdzono u 239 kobiet
(65,12%), genotyp heterozygotyczny u 111 kobiet (30,25%) oraz genotyp homozygotyczny
zmutowany u 17 (4,63%) kobiet.

Dla drugiego z badanych polimorfizméw 16/C>T genu PPARG genotypy
wystepowaty odpowiednio: genotyp niezmutowany /6/CC u 250 (68,12%) kobiet, genotyp
heterozygotyczny 16/CTu 103 (28,07%) oraz genotyp homozygotyczny zmutowany /617T
u 14 pacjentek (3,81%). Wartosci oczekiwane i obserwowane genotypow badanych
polimorfizmoéw spetnialy zalozenia prawa Hardy'ego-Weinberga (HWE dla Prol2A4la
p=0,38,dla /16/C>T p=0,41) (tabela 15).
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Tabela 15. Czestos$¢ wystepowania genotypow i alleli badanych polimorfizmow PPARG
w grupie 367 kobiet.

Prol2Ala (rs1801282) 161C>T (rs3856806)

Genotypy n (%) Genotypy n (%)
Pro/Pro 239 (65,12%) CcC 250 (68,12%)
Pro/Ala 111 (30,25%) CT 103 (28,07%)

Ala/Ala 17 (4,63%) TT 14 (3,81%)

Suma 367 (100,00%) Suma 367 (100,00%)

Allele n (%) Allele n (%)
Pro 589 (80,25%) C 603 (82,15%)
Ala 145 (19,75%) T 131 (17,85%)
Suma 734 (100,00%) Suma 734 (100,00%)

HWE p=0,38 HWE p=0,41

W dalszej czesci pracy analizowano czgstosci wystepowania genotypow i alleli
badanych wariantéw genetycznych w grupach wyodrgbnionych ze wzgledu na przyrost
masy ciala w cigzy (tabela 16). Rozklad genotypdéw analizowanych polimorfizméw byt
zgodny z prawem Hardy-Weinberga (HWE) we wszystkich grupach kobiet (p>0,05).

W zakresie polimorfizmu Prol2A4la zaobserwowano czestsze wystepowanie
niezmutowanego genotypu Pro/Pro w grupie ci¢zarnych ze zbyt matym przyrostem masy
ciata w cigzy (56 kobiet, 74,7%) w stosunku do grupy z prawidtowym (62 pacjentki, 64,6%)
oraz nadmiernym przyrostem masy ciata w ciazy (121 pacjentek, 61,7%). Genotypy
zawierajace zmutowany allel Ala najczesciej] wystgpowaly u kobiet znadmiernym
cigzowym przyrostem masy ciala (genotyp Pro/Ala: 32,7% vs. 31,2% 122,7% 1 genotyp
Ala/Ala: 5,6% vs. 4,2% 1 2,7% odpowiednio u kobiet z grup EGWG 1 IGWG). Rdznice te
jednak nie byly statystycznie istotne.

Analizujac czestos¢ wystepowania allela Pro oraz zmutowanego allela Ala polimorfizmu
Prol2A4la genu PPARG nie zaobserwowano roznic statystycznie istotnych pomigdzy grupa
kobiet z prawidlowym a grupami ze zbyt malym i nadmiernym przyrostem masy ciata
w cigzy (allel Ala: 19,8% w grupie NGWG vs. 14,0% u kobiet IGWG oraz 21,9% u kobiet
z grupy EGWG). Natomiast roznice statystycznie istotng zaobserwowano porownujac grupe
kobiet ze zbyt matym z grupg z nadmiernym przyrostem masy ciata w cigzy. Allel Ala
zwigkszat ryzyko nadmiernego przyrostu masy ciala w cigzy o 73% w pordwnaniu do grupy

IGWG (OR=1,73, 95%PU 1,03-2,90, p=0,038). Rowniez w modelu dominujacym (Pro/Pro
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vs. Pro/Ala 1 Ala/Ala) w zakresie tego polimorfizmu odnotowano roznice statystycznie
istotng (OR=1,83, 95%PU: 1,01-3,31, p=0,042).

Dla wariantu /16/C>T genu PPARG zaobserwowano, ze genotyp zawierajacy oba
zmutowane allele /161 TT wystepowat najczesciej w grupie kobiet z nadmiernym przyrostem
masy ciata w ciazy (5,1% vs. 4,2% u kobiet z prawidtowym, OR=0,81, 95%PU 0,25-2,69).
Genotyp ten nie wystepowal u zadnej kobiety ze zbyt matym przyrostem masy ciala w cigzy.
Roéwniez w przypadku rozktadu alleli zaobserwowano czestsze wystepowanie zmutowanego
allela 7w grupie z nadmiernym przyrostem masy ciata (19,4%), w poréwnaniu do grup
z prawidlowym (18,8%) oraz zbyt malym przyrostem masy ciata w cigzy (12,7%) IGWG
vs. EGWG: OR=1,72, 95%PU 0,95-3,12, p=0,07). Analiza przy zatozeniu zarowno modelu
dominujacego jak i recesywnego, nie wykazata zwigzku tego wariantu ze zwigkszonym
ryzykiem wystapienia nadmiernego przyrostu masy ciata w ciazy. Czgsto§¢ wystepowania

alleli badanych wariantow genu PPARG przedstawiono graficznie na ryc. 13.

Pro12Ala 161C>T
p=0,038 p=0,070
|  p=0,160 p=0,551 | |  p=0,129 p=0,854 |
100% \ | | | 100% | | | |
80% 80%
60% 86‘:%, 80% 78% 60% 87% 81 L-',/IZ) 81 0/0
C C
40% ° 4o '
20% 20%
14% 20% 22% 13% 19% 19%
0% 0%
IGWG  NGWG  EGWG IGWG NGWG  EGWG

Rycina 13. Czgstos¢ wystgpowania alleli badanych wariantow genu PPARG w grupach
wyodrebnionych w zaleznosci od przyrostu masy ciata w cigzy.
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Tabela 16. Czesto$¢ wystepowania genotypow 1 alleli badanych polimorfizméw genu PPARG u kobiet w grupach wydzielonych w zaleznosci od

rzyrostu masy ciata w ciazy.

IGWG vs. EGWG vs. IGWG vs.
IGWG | NGWG | EGWG NGWG NGWG EGWG
SNP Genotyp —75 96 —196
(n=75) | (n=96) | (n=196) " OR(95%PU) | p | OR (95%PU) P | OR (95%PU) p
Prol2Ala | Pro/Pro | 56(74.7) | 62(64.6) | 121 (61,7) 1,00 0,360 1,00 0,821 1,00 0,112
(rs1801282) [“projala | 17 (22.7) | 30(3L,3) | 64 (327) | 1,59 (0,79-3,20) 0,91 (0,54 — 1,56) 1,74 (0,94-3,24)
Ala/Ala | 2(26) 4(41) 11(56) | 1,81 (0,32-10,24) 0,71 (0,22 — 2,32) 2,55 (0,55-11,87)
Allele Pro 129 (86,0) | 154 (80,2) | 306 (78,1) 1,00 0,160 1,00 0,551 0,038
Ala 21(140) | 38(19.8) | 86(2L,9) | 1,52(0,85-2,71) 0,88 (0,57 — 1,35) 1,73 (1,03 2,90)
Model dominujacy 19(253) | 34(354) | 75(38,3) | 1,62(0,83-3,15) | 0,155 | 0,88 (0,53- 1,47) | 0,636 | 1,83 (L01-33L) | 0,042
Model recesywny 73(97,3) | 92(958) | 185(94,4) | 1,59 (0,28-8,91) | 0,592 | 0,73 (0,23-2,36) | 0,593 | 2,17 (0,47-10,03) | 0,283
161C>T cC 56 (74,7) | 64 (66,7) | 130 (66.3) 1,00 0,171 1,00 0,037 1,00 0,105
(rs3856806) cT 19(253) | 28(29.2) | 56(28.6) | 1.29(0,65-2,56) 1,02 (0,59 - 1,75) 1,27 (0,69-2,33)
T 0(0,0) 4(41) 10 (5,) — 0,81 (0,25 - 2,69) —
Allele C 131 (87,3) | 156 (81,2) | 316 (80,6) 1,00 0,129 1,00 0,854 1,00 0,070
T 19(12,7) | 36(18,8) | 76(19.4) | 1,59 (0,87-2,91) 0,96 (0,62 — 1,49) 1,72 (0,95- 3,12)
Model dominujacy 19(25,3) | 32(333) | 66(33,7) | L147(0,75-2,88) | 0,254 | 0,98 (0,59 - 1,65) | 0,954 | 150 (0,82-2,72) | 0,180
Model recesywny 75 (100,0) | 92(95,8) | 186 (94.9) — — [ 081(0,25-2665) | 0,722 1,00 —

Prol24la HWE w grupach: IGWG p=0,611, NGWG p=0,878, EGWG p=0,514
161C>THWE: IGWG Pearson's p=0,209, NGWG p=0,675, EGWG p=0,229

p Pearson




Przeanalizowano réwniez czgsto$¢ wystgpowania genotypow badanych wariantow
genu PPARG w grupach wyodrebnionych ze wzgledu na przedciazowa wartos¢ wskaznika
BMI (tabela 17). Zaobserwowano, ze genotypy zawierajace zmutowany allel 4la czgsciej
wystepowaty u kobiet otylych przed cigzg w poréwnaniu z osobami z prawidlowa masg ciata
przed cigza (46,7% vs. 29,7%, OR=2,07, p=0,006) (tab. 17). W grupie kobiet z prawidtowym
przyrostem masy ciala w cigzy oba zmutowane warianty (Ala i 161T) genu PPARG

wystepowaty z tg samg cz¢stoscig — 0,1677).

Tabela 17. Czgsto$¢ wystgpowania genotypow polimorfizméw genu PPARG u kobiet
w grupach wydzielonych w zalezno$ci od przedcigzowego wskaznika BMI.

Prol2Ala Pro/Pro Pro/Ala+Ala/Ala | OR (95%PU) p
Prawidtowa masa 111 (70,3%) 47 (29,7%) 1,00 —
ciata (n=158)

Niedowaga (n=11) 8 (72,7%) 3 (27,3%) 0,89 (0,23-3,49) | 0,862
Nadwaga (n=93) 64 (68,8%) 29 (31,2%) 1,07 (0,61-1,87) | 0,811
Otytos¢ (n=105) 56 (53,3%) 49 (46,7%) 2,07 (1,24-3,45) | 0,006

161C>T cC CT+TT OR (95%PU) p
Prawidtowa masa 112 (70,9%) 46 (29,1%) 1,00 —
ciata (n=158)

Niedowaga (n=11) 9 (81,8%) 2 (18,2%) 0,54 (0,11-2,60) | 0,443
Nadwaga (n=93) 63 (67,7%) 30 (32,3%) 1,16 (0,67-2,02) | 0,600
Otytos¢ (n=105) 66 (62,9%) 39 (37,1%) 1,44 (0,85-2,43) | 0,174

5.4. Asocjacje parametrow antropometrycznych z polimorfizmami genu PPARG

W tabelach 18 1 19 przedstawiono wyniki asocjacji srednich warto$ci parametrow
klinicznych matek i ich noworodkéw dla poszczegoélnych genotypdéw badanych wariantow
genu PPARG w wyodrebnionych ze wzgledu na przyrost masy ciata w cigzy grupach kobiet.
Ze wzgledu na niska czestos¢ wystepowania genotypow homozygotycznych zmutowanych
dane przedstawiono tylko w modelu dominujgcym.

Analizujagc wariant Prol2Ala nie zaobserwowano dla $rednich warto$ci ci$nienia
skurczowego 1 rozkurczowego krwi roznic statystycznie istotnych pomiedzy badanymi
grupami kobiet. Srednie masy ciata kobiet oraz ich BMI przed cigza w grupie ze zbyt
z matym przyrostem masy ciata nie réznity si¢ istotnie od tych uzyskanych w grupie

z prawidlowym, natomiast byly statystycznie istotne w poréwnaniu z kobietami
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nadmiernym przyrostem masy ciata w cigzy. Pacjentki z genotypami Pro/Ala 1 Ala/Ala
w grupie EGWG mialy statystycznie istotne wyzsze srednie masy ciata i BMI przed cigza,
w porownaniu z grupg NGWG, natomiast dla nosicielek genotypu Pro/Pro BMI przed ciaza
nie roznilo sie istotnie (25,22 + 5,95 w grupie NGWG vs. 26,90 + 4,65 kg/m? w grupie
EGWG, p=0,089). Srednia masa ciata i warto§¢ BMI pod koniec trwania ciazy roznity sie
statystycznie u kobiet z prawidlowym oraz zbyt matym przyrostem, w poréwnaniu z grupa
z nadmiernym przyrostem masy ciata w cigzy (p<0,001). Grupy IGWG i EGWG r6znity si¢
pod wzgledem masy ciata i wartosci BMI pod koniec cigzy u pacjentek z genotypem
Pro/Pro, natomiast nie odnotowano réznicy statystycznie istotnej u nosicielek genotypow
Pro/Ala+Ala/Ala (dla masy ciala p=0,099, dla BMI p=0,183). Jedyne obserwowane
statystycznie istotne réznice dla $redniej masy urodzeniowej noworodka i masy tozyska oraz
tygodnia zakonczenia cigzy dotyczyly kobiet z genotypem Pro/Pro w grupach ze zbyt
matym i nadmiernym przyrostem masy ciata w cigzy (odpowiednio p=0,005, p=0,022 oraz
p=0,013).

Dla polimorfizmu /6/C>T genu PPARG rdznice statystycznie istotne odnotowano
dla $rednich wartosci ci$nienia skurczowego krwi u kobiet z genotypami /16/CT 1 161TT
w grupie z nadmiernym przyrostem masy ciala w cigzy, w poroOwnaniu z pozostatymi
pacjentkami (120,23 £ 13,54 mmHg vs. 112,21 £ 12,39 mmHg w IGWG, p=0,037 i 113,78
+ 9,39 mmHg w NGWG, p=0,045). Podobnie jak w przypadku wariantu Prol2A4la $rednia
masa ciala oraz warto§¢ BMI przed cigza w grupie IGWG nie rdznity si¢ istotnie od tych
uzyskanych w grupie z NGWG. Statystycznie istotne byly natomiast $rednie tych wartosci
w grupie z nadmiernym przyrostem masy ciata w cigzy, w pordwnaniu z grupami NGWG
1 IGWG. Masa ciata i warto§¢ BMI pod koniec trwania cigzy roznily si¢ statystycznie
u kobiet nadmiernym przyrostem masy ciata w cigzy i pozostatymi grupami (p<0,001).
Wszystkie $rednie réznice BMI pomiedzy badanymi grupami byly réwniez statystycznie
istotne. U nosicielek genotypu homozygotycznego niezmutowanego [6/CC roznice
statystycznie istotne wystepowaty u kobiet z grup IGWG vs. NGWG (dla masy ciata
p=0,014, dla BMI p<0,001). Réwniez dla genotypu /6/CC zaobserwowano istotne rdznice
srednich mas noworodkéw (p=0,001) 1 tozysk (p=0,007) w grupach IGWG vs. EGWG (tab.
18, tab. 19).

64



$9

Tabela18. Srednie wartosci danych klinicznych pacjentek dla poszczegdlnych genotypoéw polimorfizmu Prol2Ala genu PPARG u kobiet w grupach
wydzielonych w zaleznos$ci od przyrostu masy ciata w ciazy.

IGWG NGWG EGWG Aova | e | EOWG | IGWE
Parametr Genotyp (n=75) =) (=198 NGWG | NGWG | EGWG
srednia = SD srednia = SD srednia = SD p p* p* p*
RR skurczowe Pro/Pro 111,50 + 12,88 111,65+ 10,55 113,86 £ 12,32 0,342 0,998 0,467 0,446
(mmHg) Pro/Ala +Ala/Ala | 114,32 + 12,25 114,12 + 10,59 118,67 + 14,34 0,169 0,998 0,219 0,405
RR rozkurczowe Pro/Pro 70,96 £ 9,52 68,95 £ 8,26 71,23 £9,59 0,272 0,466 0,257 0,983
(mmHg) Pro/Ala +Ala/Ala | 72,47 + 8,44 74,06 9,07 74,93+ 10,76 0,624 0,846 0,907 0,607
Masa przed cigza Pro/Pro 67,25+ 14,82 69,27 + 16,74 76,63 + 13,95 < 0,001 | 0,742 0,005 < 0,001
(kg) Pro/Ala +Ala/Ala | 66,11+ 17,84 71,15 £ 20,22 85,45+ 16,33 <0,001 | 0,580 < 0,001 | <0,001
Masa pod koniec Pro/Pro 74,25 £ 12,44 81,29 + 14,01 95,84 + 13,02 <0,001 (0,011 < 0,001 |<0,001
cigzy (kg) Pro/Ala +Ala/Ala | 72,89 + 15,53 82,82 +17,28 103,48 + 16,69 < 0,001 | 0,099 < 0,001 | <0,001
BMI przed cigzg Pro/Pro 24,08 + 4,99 25,22 + 5,95 26,90 + 4,65 0,002 0,447 0,089 0,002
(kg/m?) Pro/Ala +Ala/Ala | 23,95 + 6,02 25,06 + 6,32 29,72 + 5,65 <0,001 | 0,790 <0,001 | <0,001
BMI pod koniec Pro/Pro 26,60 + 4,01 29,61 +£4,93 33,68 +4,34 <0,001 | <0,001 [<0,001 |<0,001
cigzy (kg/m?) Pro/Ala +Ala/Ala | 26,41 +4,92 29,23 +£ 5,17 36,01 = 5,84 <0,001 | 0,183 <0,001 | <0,001
Roznica BMI (kg/m?) | Pro/Pro 2,66+ 1,11 4,39+ 1,30 6,77 + 1,97 <0,001 | <0,001 |<0,001 |<0,001
Pro/Ala +Ala/Ala | 2,72+ 1,11 4,17+ 1,34 6,29 + 1,87 < 0,001 | 0,007 < 0,001 | <0,001
Masa noworodka (g) | Pro/Pro 3314,55 + 500,47 | 3419,10+ 578,32 | 3597,98 + 572,18 | 0,005 0,570 0,105 0,005
Pro/Ala +Ala/Ala | 3372,78 + 496,29 | 3421,82 + 484,65 | 3606,05 + 525,28 | 0,095 0,942 0,201 0,196
Masa tozyska (g) Pro/Pro 566,07 90,12 592,48 + 121,18 | 614,92 +118,50 | 0,028 0,419 0,420 0,022
Pro/Ala +Ala/Ala | 581 67 + 116,68 | 596,97 + 92,25 598,57 + 103,06 | 0,819 0,867 0,997 0,805
Tydzien zakonczenia | Pro/Pro 38,66 £ 0,98 38,84 £ 1,17 39,20+ 1,25 0,010 0,698 0,119 0,013
ciazy (tc) Pro/Ala +Ala/Ala | 38,56 + 1,04 39,09+ 1,13 39,27 +1,23 0,075 0,273 0,757 0,061

p Anova p* test post-hoc Tukeya HSD
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Tabela 19. Srednie warto$ci danych klinicznych pacjentek dla poszczegdlnych genotypéw polimorfizmu 761 C>T genu PPARG u kobiet w grupach

wydzielonych w zaleznos$ci od przyrostu masy ciata w ciazy.

IGWG NGWG EGWG IGWE | BOWE | 1GWE
Parametr Genotyp (n=75) (n=96) (n=196) p NGWG | NGWG | EGWG
srednia £ SD srednia £ SD srednia = SD p* p* p*
RR skurczowe CcC 112,21 £12,92 111,89+ 11,14 113,40 £12,62 0,678 0,989 0,702 0,819
(mmHg) CT+TT |112,21+12.39 113,78 £ 9,39 120,23 + 13,54 0,010 0,899 0,045 0,037
RR rozkurczowe CcC 71,68 £9,22 69,30 + 8,90 71,11 £9,47 0,315 0,341 0,409 0,922
(mmHg) CT+TT |70,37+9,42 73,69 + 8,11 75,68 + 10,92 0,120 0,487 |0,625 |0,107
Masa przed cigzg (kg) | CC 66,98 + 14,81 69,41 + 16,84 78,01 £ 14,23 <0,001 |0,654 <0,001 |<0,001
CT+TT |[66,89+17,88 71,00 + 20,27 83,94+ 17,10 < 0,001 0,715 0,004 0,001
Masa pod koniec cigzy | CC 74,20 £ 12,52 81,23 +£ 14,01 97,18+ 13,92 <0,001 |0,014 <0,001 |<0,001
(kg) CT+TT |73,05+15,36 83,03+ 17,45 101,89 + 16,49 < 0,001 0,099 <0,001 |<0,001
BMI przed ciaza CcC 23,96 + 4,96 25,32 £5,96 27,28 £ 4,67 < 0,001 0,313 0,033 < 0,001
(kg/m?) CT+TT |24,31+6,10 24,85+ 6,31 29,36 + 5,97 <0,001 | 0,950 0,002 0,005
BMI pod koniec ciazy | CC 26,56 + 4,07 29,65 + 4,92 34,01 + 4,54 <0,001 |<0,001 [<0,001 |<0,001
(kg/mz) CT+TT |[26,52+4,76 29,12+521 35,67 + 5,89 < 0,001 0,243 <0,001 |<0,001
Roznica BMI (kg/m?) | CC 2,69 + 1,04 433+ 1,34 6,73 £2,04 <0001 |<0,001 [<0,001 |<0,001
CT+TT [2,63+1,30 4,27 £ 1,27 6,13 +1,70 < 0,001 0,001 <0,001 |<0,001
Masa noworodka (g) CcC 3315,80 + 499,86 3453,71 £ 510,05 3626,11 £ 563,61 0,001 0,346 0,096 0,001
CT+TT | 3368,89 +498,76 3354,84 + 609,28 3552,05 + 534,27 0,181 0,996 0,224 0,426
Masa tozyska (g) CcC 563,75 + 84,39 597,44 £ 113,73 617,70 + 117,76 0,010 0,223 0,460 0,007
CT+TT | 588,89+128,61 587,50 + 108,18 590,83 + 100,96 0,989 0,999 0,989 0,997
Tydzien zakohczenia CC 38,75+0,94 38,90+ 1,16 39,20+ 1,23 0,037 0,751 0,231 0,043
cigzy (tc) CT+TT |38,28+1,07 38,97+ 1,18 39,29+1,27 0,009 0,137 0,447 0,007

p Anova p* testem post-hoc Tukeya HSD




5.5. Ocena stezenia adipokin w badanych grupach ci¢zarnych

Zbadano  stezenie

dwoéch

wybranych

adipokin:

rezystyny

oraz

dipeptydylolopeptydazy IV w surowicy krwi u 170 pacjentek. Srednie stezenie rezystyny

w catej badanej grupie wynosito 13,60 = 4,86 ng/ml, rozstgp 35,80 ng/ml, natomiast

dipeptydylopeptydazy 1V 447,41 + 190,59 ng/ml, rozstep 1209,00 ng/ml (tab. 20).

Tabela 20. Wyniki oznaczen stezen badanych adipokin w badanej grupie kobiet (n=170).

Adipokina [ng/ml] srednia + SD mediana min max rozstep
Rezystyna 13,60 + 4,86 13,20 2,00 37,80 35,80
Dipeptydylopeptydaza IV | 447,41 +190,59 | 418,19 31,91 |1240,91 | 1209,00

Poniewaz warto$ci ocenianych adipokin nie wykazywaly rozktadu normalnego

w tescie Shapiro-Wilka (p<0,001), analiz¢ rdznic statystycznych pomigdzy grupami

przeprowadzono przy uzyciu testow

nieparametrycznych.

Badajac

korelacje

zaobserwowano wyrazng zalezno$¢ pomiedzy stezeniem rezystyny i dipeptydylopeptydazy

IV w calej badanej grupie kobiet =0,2 (p=0,01) (ryc.14).

R=0,2, p=0.01
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Rycina 14. Korelacja stezenia rezystyny 1 DPP IV w badanej grupie 170 kobiet.
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W dalszej czg$ci pracy analizowano st¢zenia wybranych adipokin w grupach
wyodrgbnionych ze wzgledu na przyrost masy ciata w cigzy. Wyniki ste¢zen dla rezystyny
1 DDP IV uzyskano dla 57 kobiet z nadmiernym przyrostem masy ciata w cigzy, 58
z prawidlowym oraz dla 55 ze zbyt malym przyrostem masy ciala w cigzy i1 przedstawiono

w tabeli 21.

Tabela 21. Wyniki oznaczen stezen badanych adipokin w grupach kobiet wyodrebnionych
na podstawie przyrostu masy ciala w ciazy.

. IGWG NGWG EGWG
Adipokina [ng/ml] n=55 n=58 N=57
Rezystyna 13,39 + 4,30 13,93 +£5,79 13,45 + 4,37
Dipeptydylopeptydaza IV | 406,31 + 148,93 | 434,45+ 186,20 | 500,25 +219,71

Stezenie rezystyny w grupie kobiet z prawidlowym przyrostem masy ciala w cigzy
wynosito 13,93 £ 5,79 ng/ml, w grupie ze zbyt malym przyrostem masy ciata 13,39 + 4,30
ng/ml (p=0,74), natomiast w grupie z nadmiernym przyrostem masy ciata 13,45+ 4,37 ng/ml
(p=0,78). Nie stwierdzono roznic statystycznie istotnych pomiedzy $rednimi warto§ciami
uzyskanymi dla rezystyny w poszczegdlnych grupach (p=0,938).

Natomiast $rednie wartos$ci dipeptydylopeptydazy IV wykazywaly statystycznie
istotne réznice w badanych grupach (p=0,026). Najwyzsze wartos$ci odnotowano w grupie
kobiet z nadmiernym przyrostem masy ciata w cigzy 500,25 + 219,71 ng/ml vs. 434,45 +
186,20 ng/ml w grupie z prawidlowym (p=0,04) oraz 406,31 + 148,93 ng/ml u kobiet ze
zbyt matym przyrostem masy ciala w cigzy (p=0,01). Roéznica pomigdzy Srednimi
uzyskanymi w grupach IGWG oraz NGWG nie bytla statystycznie istotna (p=0,73) (ryc. 15).

Zaobserwowano roéwniez, ze korelacja pomiedzy stezeniem rezystyny
1 dipeptydylopeptydazy IV byla najsilniejsza w grupie kobiet z nadmiernym przyrostem
masy ciata w cigzy (r=0,3, p=0,023), stabsza w grupie NGWG (r=0,17, p=0,22) i najstabsza
w grupie IGWG (r=0,041, p=0,77). Korelacje stezenia rezystyny i DPP IV w grupach kobiet

wyodrgbnionych na podstawie przyrostu masy ciala w cigzy przedstawia ryc. 16.
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Rycina 15. Stezenia DPP IV w grupach kobiet wyodrebnionych na podstawie przyrostu

masy ciala w ciagzy.
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Rycina 16. Korelacja stezenia rezystyny 1 DPP IV w grupach kobiet wyodrebnionych na
podstawie przyrostu masy ciata w cigzy.
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5.5.1. Korelacje parametrow antropometrycznych ze st¢zeniami badanych adipokin

W grupie 170 kobiet, u ktdrych zbadano st¢zenia rezystyny i dipeptydylopeptydazy
IV w surowicy krwi, analizowano korelacje parametréw antropometrycznych ze st¢zeniami
badanych adipokin.

W catej grupie badanej oraz w grupie kobiet z nadmiernym przyrostem masy ciata
w cigzy zaden z badanych parametrow klinicznych matek oraz ich noworodkéw nie
wykazywal statystycznie istotnej korelacji z rezystyng. W grupie kobiet z prawidtowym
przyrostem masy ciata w cigzy zaobserwowano dodatnig korelacje pomiedzy stgzeniem
rezystyny w surowicy a masg ciata pacjentki przed ciaza (r=0,27, p=0,0442) oraz ujemng
zréznica BMI w przebiegu cigzy (r=-0,26, p=0,0461). Rezystyna wykazywata takze
dodatnie korelacje z pH zylnym i t¢tniczym noworodka w grupie kobiet, ktoérych przyrost
masy ciata w cigzy byl mniejszy od zalecanego (pH zylne: r=0,48, p=0,0002, pH te¢tnicze:
=0,31, p=0,0226).

Dla dipeptydylopeptydazy IV wykazano w catej grupie badane;j istotng statystycznie
korelacj¢ z tygodniem zakonczenia cigzy (r=0,20, p=0,0108). Po podziale pacjentek na
analizowane grupy, korelacja ta powtorzyla si¢ w grupie kobiet z nadmiernym przyrostem
masy ciata w cigzy (r=0,29, p=0,0315). W grupie tej zaobserwowano jeszcze dodatnig
korelacje DPP IV z masa noworodka (r=0,26, p=0,0543) oraz ujemng z punktacja
noworodka w skali Apgar w 1 minucie (r=-0,29, p=0,0312). Nie wykazano natomiast
istotnych statystycznie zalezno$ci pomigdzy parametrami antropometrycznymi matek
1 noworodkow ze stezeniem DPP IV w grupach kobiet z prawidlowym oraz zbyt matym

przyrostem masy ciala w cigzy. Omawiane zaleznoS$ci przedstawiono w tabelach 22 1 23.
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Tabela 22. Korelacje danych klinicznych ci¢zarnych i ich noworodkow ze stezeniem rezystyny [ng/ml].

Parametr Cala grupa (n=170) I(EnG=\2I7C); l?r?:\éVSC); zr?:vgg)

r P r P p r Y
Wiek (lata) 0,05 0,5411 -0,001 0,9934 0,05 0,7151 0,10 0,4572
RR skurczowe (mmHg) -0,07 0,3553 -0,06 0,6624 -0,12 0,3771 0,003 0,9846
RR rozkurczowe (mmHg) 0,03 0,7072 -0,04 0,7916 -0,01 0,9287 0,14 0,3004
Wzrost (cm) 0,05 0,5118 -0,02 0,8549 0,04 0,7821 0,14 0,3115
Masa przed cigza (kg) 0,13 0,1001 0,01 0,9271 0,27 0,0442 0,06 0,6679
Masa pod koniec cigzy (kg) 0,10 0,2030 0,00 0,9740 0,20 0,1376 0,09 0,5046
Masa noworodka (g) 0,02 0,7874 0,10 0,4455 0,02 0,8901 -0,07 0,6371
Apgar w 1 min. -0,10 0,2133 -0,13 0,3411 -0,05 0,7082 -0,12 0,3991
Apgar w 5 min. 0,01 0,9168 -0,21 0,1220 0,11 0,4232 0,01 0,9418
pH zylne 0,14 0,0735 -0,07 0,5973 0,01 0,9290 0,48 0,0002
pH tetnicze 0,13 0,0883 0,07 0,6061 0,05 0,6994 0,31 0,0226
Masa tozyska (g) -0,005 0,9529 -0,13 0,3293 0,12 0,3540 -0,04 0,7885
Tydz. zakonczenia cigzy (tc) 0,05 0,5121 0,10 0,4489 0,10 0,4492 -0,11 0,4394
BMI przed cigza (kg/mz) 0,11 0,1589 0,05 0,6874 0,21 0,1113 -0,02 0,8727
BMI pod koniec cigzy (kg/m?) 0,08 0,3127 0,08 0,5616 0,17 0,1891 -0,02 0,8970
Roéznica BMI (kg/m?) -0,01 0,8852 0,12 0,3764 -0,26 0,0461 0,05 0,7121
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Tabela 23. Korelacje danych klinicznych pacjentek i1 ich noworodkéw ze stezeniem DPP IV [ng/ml].

Parametr Cala grupa (n=170) I(Eri\i":v?G) lzlri\éVSC); zr?:VgS
r p r p r p r p
Wiek (lata) 0,11 0,1686 0,16 0,2366 0,03 0,8483 0,13 0,3316
RR skurczowe (mmHg) -0,06 0,4111 -0,14 0,2938 -0,03 0,8310 -0,18 0,1955
RR rozkurczowe (mmHgQ) -0,06 0,4684 -0,08 0,5401 -0,02 0,9074 -0,18 0,1798
Wzrost (cm) 0,01 0,8550 0,02 0,8584 0,07 0,5818 -0,09 0,5103
Masa przed cigza (kg) 0,004 0,9621 0,02 0,8770 -0,14 0,2831 -0,08 0,5831
Masa pod koniec cigzy (kg) 0,09 0,2341 -0,03 0,8429 -0,14 0,3071 0,03 0,8103
Masa noworodka (g) 0,04 0,5750 0,26 0,0543 -0,15 0,2754 -0,06 0,6881
Apgar w 1 minucie -0,04 0,6463 -0,29 0,0312 0,09 0,4875 -0,06 0,6953
Apgar w 5 minucie 0,03 0,6987 -0,16 0,2273 0,05 0,7080 -0,06 0,6577
pH zylne -0,001 0,9873 0,04 0,7924 -0,14 0,3070 0,15 0,2893
pH tetnicze 0,10 0,2102 0,16 0,2333 0,03 0,8450 0,11 0,4461
Masa tozyska (g) -0,06 0,4652 0,05 0,7224 -0,18 0,1784 -0,10 0,4582
Tydzien zakonczenia cigzy (tc) 0,20 0,0108 0,29 0,0315 0,18 0,1734 -0,01 0,9241
BMI przed ciaza (kg/m?) 0,002 0,9830 0,003 0,9829 -0,14 0,2877 -0,07 0,6330
BMI pod koniec cigzy (kg/m?) 0,10 0,1927 -0,03 0,7985 -0,18 0,1703 0,09 0,5147
Roznica BMI (kg/m?) 0,14 0,0605 -0,19 0,1510 -0,06 0,6712 0,23 0,0933




5.5.2. Asocjacja stezen badanych adipokin z polimorfizmami genu PPARG

Poréwnujac $rednie stgzenia rezystyny wsrod pacjentek z catej grupy badanej dla
poszczegdlnych genotypow analizowanych polimorfizmdéw zaobserwowano, ze najwyzsze
stezenia wystepowaly u nosicielek genotypu homozygotycznego niezmutowanego dla
obydwu badanych polimorfizméw Prol2Ala oraz 161C>T (Pro/Pro: 13,80 + 4,58 ng/ml;
161CC: 13,78 + 4,56 ng/ml), a najnizsze u kobiet z obydwoma zmutowanymi allelami
(Ala/Ala: 11,40 = 2,80 ng/ml; 161TT: 12,57 £ 2,15 ng/ml). Odwrotng zalezno$¢ natomiast
stwierdzono dla DPP IV, gdzie najwyzsze st¢zenia wystepowaty u nosicielek genotypow
zmutowanych Ala/Ala 1 161TT (odpowiednio 563,66 + 166,07 ng/ml oraz 521,73 + 154,36
ng/ml). Obserwowane réznice nie byly istotne statystycznie.

Wyniki analizy asocjacyjnej Srednich wartosci stezen rezystyny i dipeptydylopeptydazy
IV we krwi kobiet z podziatem na poszczegdlne genotypy analizowanych wariantow genu

PPARG przedstawiono w tabeli 24.

Tabela 24. Asocjacja genotypdw ze stgzeniami badanych adipokin w badanej grupie kobiet
(n=170).

Rezystyna [ng/ml] DPP IV [ng/ml]
SNP Genotyp i . n .
n srednia+=SD | p srednia £ SD p
Prol2Ala | Pro/Pro 119 13,80 +4,58 | 0,50 | 444,40 + 187,84 | 0,39
Pro/Ala 46 13,31 £5,67 442,56 + 199,75
Ala/Ala 5 11,40 + 2,80 563,66 + 166,07

model dominujacy | 51 13,12£546 | 0,41 | 454,43 198,59 | 0,75

model recesywny 165 13,66 4,90 | 0,31 | 443,89+ 190,62 | 0,17

161C>T CcC 124 13,78 +4,56 | 0,70 | 436,60 + 190,98 | 0,40
CT 40 13,19 £5,97 469,78 + 193,88
1T 6 12,57 £2,15 521,73 £ 154,36

model dominujacy | 46 13,10+ 5,61 | 0,42 | 476,56+ 188,51 | 0,23

model recesywny | 164 13,63+4,93 | 0,60 | 444,69+ 191,63 | 0,33

Analizowano takze S$rednie wartosci badanych adipokin dla poszczegdlnych
genotypow obu polimorfizméow genu PPARG u kobiet w grupach wydzielonych
w zaleznosci od przyrostu masy ciala w cigzy. Dla rezystyny nie zaobserwowano zadnych
réznic statystycznie istotnych pomigdzy $rednimi w zakresie obu badanych wariantow genu

PPARG. Natomiast dla dipeptydylopeptydazy IV zaobserwowano statystycznie istotng
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roéznicg pomiedzy $rednimi stezeniami DPP IV u nosicielek genotypéw homozygotycznych
niezmutowanych Pro/Pro oraz 161CC wariantu /6/C>T w grupach kobiet z prawidtowym
oraz nadmiernym przyrostem masy ciata w ciazy. Srednia dla kobiet z genotypem Pro/Pro
byta znaczaco wyzsza u kobiet z nadmiernym przyrostem masy ciala w cigzy i wynosita
504,49 + 207,30 ng/ml vs. 402,55 + 188,25 ng/ml u kobiet z grupy NGWG, p=0,042.
Podobnie dla wariantu /6/C>T $rednie st¢zenie DPP IV u kobiet z genotypem /6/CC byta
znaczgco wyzsza u kobiet z grupy EGWG 1 wynosita 498,97 + 214,65 ng/ml vs. 397,89 +
185,82 ng/ml u kobiet z NGWG, p=0,043. Otrzymane wyniki przedstawiono w tabeli 25.
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Tabela 25. Srednie wartosci adipokin dla poszczegdlnych genotypow badanych polimorfizméw genu PPARG u kobiet w grupach wydzielonych
w zaleznosci od przyrostu masy ciata w ciazy.

IGWG NGWG EGWG [5G SR aie
Adipokina SNP Genotyp (n=55) (n=58) (n=57) p N(\Elf/.\/G NC\;I\S,'VG E(\;/\S,Q,G
n (Srednia £ SD) N (srednia = SD) n (srednia £ SD) p* p* p*
Rezystyna | Prol2Ala | Pro/Pro | 41 (13,96 +4,29) 38 (14,01 +5,20) 40 (13,44 +4,34) 0,828 | 0,999 | 0,846 | 0,865
[ng/ml] Pro/Ala | 13 (12,00 + 4,07) 19 (14,01 = 7,03) 14 (13,57 + 5,00) 0,612 | 0,597 | 0,974 | 0,758
Ala/Ala | 1 (8,20 % 0,00) 1 (9,60 = 0,00) 3 (13,07 £2,19) 0,306 | 0,899 | 0,493 | 0,331
161C>T CC |43 (13,60 +4,52) 39 (13,98 + 5,13) 42 (13,77 £ 4,13) 0,932 | 0,926 | 0,975 | 0,986
CT | 12(12,63 + 3,48) 17 (14,02 = 7,46) 11 (12,49 = 5,89) 0,756 | 0,818 | 0,793 | 0,998
T | — 2 (12,20 % 3,68) 4(12,75 % 1,75) 0803 | — | 0803 | —
DPP IV | Prol2Ala | Pro/Pro | 41 (424,57 = 154,03) | 38 (402,55 + 188,25) | 40 (504,49 + 207,30) | 0,039 | 0,856 | 0,042 | 0,129
[ng/ml] Pro/Ala | 13 (348,50 + 126,35) | 19 (496,23 = 175,15) | 14 (457,06 + 260,04) | 0,114 | 0,099 | 0,835 | 0,324
Ala/Ala | 1 (409,46 + 0,00) 1 (473,05 + 0,00) 3 (64526 =170,81) | 0529 | 0,963 | 0,705 | 0,560
161C>T CC |43 (410,78 + 156,94) |39 (397,89 « 185,82) | 42 (498,97 +214,65) | 0,031 | 0,948 | 0,043 | 0,080
CT | 12(390,29  120,31) | 17 (522,67 % 170,57) | 11 (474,77 £267,87) | 0,196 | 0,170 | 0,794 | 0,543
T | — 2(397,70 £ 106,57) | 4(583,74=14333) | 0,187 | — | 0187 | —

p test Kruskala-Wallisa, p* test Dunna




5.5.3. Czestos¢ wspolwystepowania genotypow oraz analiza haplotypow badanych
polimorfizmow genu PPARG

Podczas analizy wspotwystepowania genotypow wariantow genu PPARG
zaobserwowano, ze najczeSciej w badanej grupie kobiet wystepowata kombinacja
genotypéw homozygotycznych niezmutowanych ProPro/CC (61,0%). Genotypy takie
wystepowaty u 70,7% kobiet ze zbyt matym przyrostem masy ciata w ciazy, a najrzadziej,
bo u 57,7% w grupie z nadmiernym przyrostem masy ciala w ciazy (IGWG vs. NGWG:
OR=1,57, p=0,197, EGWG vs. NGW: OR=0,89, p=0,705, IGWG vs. EGWG: OR=1,77,
p=0,052). W calej badanej grupie 367 kobiet nie stwierdzono wystgpowania kombinacji
genotypéw  homozygotycznych niezmutowanych Pro/Pro z homozygotycznymi

zmutowanymi /617T (tab. 26).

Tabela 26. Wspotwystepowanie genotypow polimorfizmoéw Prol2Ala oraz 161C<T genu
PPARG w badanych grupach kobiet.

Genotypy Cala grupa IGWG NGWG EGWG
(Prol12Ala/161C>T) n (%) n (%) n (%) n (%)
ProPro/CC 224 (61,0) 53 (70,7) 58 (60,4) 113 (57,7)
ProAla/CC 24 (6,5) 3(4,0) 6 (6,3) 15 (7,7)

AlaAla/CC 2 (0,6) 0 (0,0) 0 (0,0) 2(1,0)
ProPro/CT 15 (4,1) 3(4,0) 4 (4,2) 8(4,1)
ProAla/CT 83 (22,6) 14 (18,7) 23 (24,0) 46 (23,5)
AlaAla/CT 5(1,4) 2(2,6) 1(1,0) 2(1,0)
ProPro/TT 0(0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0)
ProAla/TT 4 (1,1) 0 (0,0) 1(1,0) 3(1,5)
AlaAla/TT 10 (2,7) 0 (0,0) 3(3,1) 7(3,6)
Suma 367 (100,0) 75 (100,0) 96 (100,0) 196
(100,0)

W kolejnym etapie pracy przeprowadzono analiz¢ nierdwnowagi sprze¢zen (LD -
linkage disequilibrium) 1 czg¢sto$ci wystepowania haplotypow badanych wariantow genu
PPARG.

Wykorzystujac program Haploview 4.2 (http://www.broad.mit.edu/mpg/haploview/)

stwierdzono w calej badanej grupie kobiet silng nierownowage sprzezen pomigdzy tymi
wariantami D’=0,811, r>=0,581 (ryc. 17). Warianty Prol2Ala (rs1801282) i 161C>T
(rs3856806) oddalone sg od siebie o 82432 par zasad.
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Rycina 17. Warto$¢ D’ nierdwnowagi sprzezen pomie¢dzy badaniami wariantami w obrebie
genu PPARG.

Analizowano rowniez frekwencje wszystkich czterech mozliwych do uzyskania
haplotypow w badanych grupach kobiet. Wyniki przedstawia tabela 28, a litery oznaczaja
odpowiednio: pierwsza - allel polimorfizmu Prol2Ala, druga - polimorfizmu /61C>T.
Zawierajacy niezmutowane warianty haplotyp ProC byl najczeséciej obserwowanym we
wszystkich grupach, jednak jego frekwencja byta najwyzsza w grupie kobiet ze zbyt matym
przyrostem masy ciala w ciazy (0,840% vs. 0,776% w grupie NGWG i 0,752% w grupie
EGWG). Natomiast haplotypy zawierajgce zmutowane allele czesciej wystepowaly w grupie
kobiet z nadmiernym przyrostem masy ciata w cigzy (odpowiednio: ProT 0,128%, AlaT
0,165% oraz AlaC 0,053%). Jedyng statystycznie istotng obserwacja w czestosci
wystepowania poszczegdlnych haplotypéw byta roznica w czgstoSci wystepowania
haplotypu ProC pomigdzy grupami kobiet ze zbyt malym oraz nadmiernym przyrostem
masy ciala w cigzy OR=0,579; 95%PU: 0,353-0,948, p=0,028. (tab. 27).

W tabeli 28 przedstawiono wyniki analizy zwiagzku poszczegolnych haplotypow
genu PPARG z badanymi adipokinami metoda regresji w calej grupie 170 kobiet. Najczesciej
wystepujacy haplotyp ProC zostal przyjety jako referencyjny. Z przeprowadzonych analiz
wynika, ze nosicielstwo pojedynczej kopii haplotypu ProT wystepujace u mniej niz 2%
badanych kobiet zwigksza stezenie dipeptydylopeptydazy IV o 30,17 ng/ml (p<0,001)

w poroéwnaniu z osobg z dwoma kopiami referencyjnego haplotypu ProC (tab. 28).
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Tabela 27. Cze¢stos¢ wystepowania haplotypéw badanych wariantow genu PPARG w grupach wyodrebnionych na podstawie przyrostu masy ciala

w cigzy (n=367).

Haplotyp* (freim%ija) IGWG vs. NGWG EGWG vs. NGWG IGWG vs. EGWG
IGWG | NGWG | EGWG | p OR (95% PU) p OR (95% PU) p OR (95% PU)
ProC 0,840 [0776 |0,752 |0,169 |1,515(0,871-2,633) | 0,606 | 0,877 (0,582-1,321) | 0,028 | 0,579 (0,353-0,948)
ProT 0,020 [0026 |0028 |0,999 |0,763(0,179-3,246) | 0,999 | 1,079 (0,369-3,152) | 0,766 | 1,414 (0,389-5,143)
AlaT 0,106 [0161 |0,165 |0,157 |0,620(0,325-1,182)  |0,999 | 1,032 (0,646-1,647) | 0,105 | 1,664 (0,929-2,981)
AlaC 0,033 [0036 |0053 |0,999 |0,911 (0,283-2,93) 0,416 |1,495(0,624-3582) | 0,377 | 1,641 (0,607-4,435)

*pierwszy wariant Prol2Ala (rs1801282), drugi 161C>T (rs3856806), p Fisher

Tabela 28. Wyniki analizy zwiazku poszczegdlnych haplotypoéw z badanymi adipokinami metoda regresji w grupie badanej (n=170).

Rezystyna DPP IV
Haplotyp* Frekwencja
Roznica 95%PU p Roznica 95%PU p
ProC 0,8171 13,86 Ref. - 439,37 Ref. -
ProT 0,0182 -0,68 -4,69 - 3,33 0,7414 30,17 23,94 - 36,41 <0,001
AlaC 0,0299 -1,06 -3,91-1,78 0,4646 -46,82 -157,66 - 64,02 0,4077
AlaT 0,1348 -0,64 -2,17 - 0,90 0,4178 36,18 -23,61 - 95,96 0,2356

*pierwszy wariant Prol2Ala (rs1801282), drugi 161C>T (rs385680)




6. DYSKUSJA

6.1. Zwiazek wartosci BMI przed ciaza z przyrostem masy ciala u ciezarnych

W badaniach wtasnych zalecenia dotyczace przyrostu masy ciata przekroczyta ponad
polowa cigzarnych (53,4%) a cigzowy przyrost masy ciata najwigkszy byl u kobiet
z przedcigzowg nadwaga (35,2%) oraz otytoscia (37,2%).

Wyniki dotyczace nadmiernego cigzowego przyrostu masy ciata uzyskane
w prezentowanej rozprawie zgodne sg z wynikami uzyskanymi przez Goldstein i wsp., gdzie
przeanalizowano parametry kliniczne dotyczace ponad miliona kobiet i ich noworodkéw na
trzech réznych kontynentach. W pracy tej wykazano przedciagzowa nadwage lub otylos§¢
u ponad 42% pacjentek w Stanach Zjednoczonych, 30% w Europie 1 10% w Azji oraz
przedciazowa niedowage odpowiednio u 5%, 3% oraz 17% kobiet. Zaobserwowano taki sam
odsetek kobiet osiggajacych cigzowy przyrost masy ciata powyzej wytycznych w Europie
oraz w Stanach Zjednoczonych (51% ci¢zarnych, p=1,0) oraz nizszy w Azji (37%,
p<0,0001). Po przeanalizowaniu danych wszystkich pacjentek stwierdzono czgstszy
cigzowy przyrost masy ciala ponizej wytycznych (43%) u kobiet z niedowaga przed cigza,
natomiast nadmierny cigzowy przyrost masy ciala czesciej stwierdzany byt u kobiet
z przedcigzowa nadwaga (64%) oraz otytoscig (60%). Odsetek pacjentek u ktérych
stwierdzono niedostateczny cigzowy przyrost masy ciata najnizszy byt w Azji (31%),
w porownaniu do Standéw Zjednoczonych (21%) oraz Europy (18%) [Goldstein 1 wsp.,
2018]. W dalszej kolejnosci australijscy badacze sprawdzili wptyw wartosci BMI matki
przed cigza oraz cigzowego przyrostu masy na parametry urodzeniowe noworodkow oraz
sposob ukonczenia cigzy. Jako makrosomi¢ noworodka przyjeto wage powyzej 4000 g.
Masg ciala noworodkéw klasyfikowano wedtug siatek centylowych odpowiednich dla pici
w stosunku do wieku cigzowego, przyjmujac kryteria ,,zbyt maty do wieku cigzowego”
(SGA — small for gestational age) oraz ”zbyt duzy do wieku cigzowego” (LGA — large for
gestational age), odpowiednio ponizej 10 i powyzej 90 centyla. Zaobserwowano, ze wyzsze
ryzyko SGA wystepowato u kobiet ze Standéw Zjednoczonych/Europy (OR=1,51) oraz
Azjatek (OR=1,63) z cigzowym przyrostem masy ciata ponizej zalecanych wytycznych.
Natomiast nizsze ryzyko SGA dotyczyto ci¢zarnych przekraczajacych zalecany przyrost

masy ciata (Stany Zjednoczone/Europa OR=0,65 oraz Azja OR=0,69). Analogicznie
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w przypadku LGA, ciagzowy przyrost masy ciata ponizej wytycznych wigzal si¢ z nizszym
ryzykiem LGA ws$rdd mieszkanek Standéw Zjednoczonych/Europy (OR=0,62), jak i Azji
(OR=0,42). Wyzsze ryzyko LGA wigzalo si¢ natomiast z cigzowym przyrostem masy ciata
powyzej wytycznych w grupie pochodzacej ze Stanow Zjednoczonych/Europy (OR=1,93)
oraz w Azji (OR=1,68). Metaanaliza pokazata takze, ze nadmierny cigzowy przyrost masy
ciata zwigzany byl z wigksza iloscig ci¢¢ cesarskich wsrod cigzarnych ze Standéw
Zjednoczonych/Europy (OR=1,87) i Azji (OR=2,18). Co ciekawe, u Azjatek najwicksze
ryzyko cesarskiego cigcia zwigzane byto z przedcigzowa niedowaga (OR=1,51) [Goldstein
1 wsp., 2018].

Problem nadmiernej cigzowej masy ciata rozpatrywata rowniez Rogozinska i wsp.
[2019], analizujac dane kobiet z 16 krajéw Europy, Bliskiego Wschodu, Ameryki Potnocnej,
Potudniowej oraz Australii. Przeanalizowano 33 badania dotyczace 4429 ci¢zarnych i ich
noworodkow. Wigkszos¢ (91,3%) pacjentek byla rasy kaukaskiej. Tylko 36,6% kobiet
rozpoczynalo cigze¢ z prawidlowym wskaznikiem BMI, natomiast 63,4% z wskaznikiem
BMI zbyt wysokim. Podobne wyniki w zakresie nadmiernej masy ciala uzyskano
W prezentowanej rozprawie. Zardéwno w wynikach wlasnych, jak i w cytowanej metaanalizie
pacjentki z nadmierng przedcigzowa masg ciala stanowily przewazajaca wigkszos¢ badanej
grupy (odpowiednio 53,9% oraz 63,4%), ponadto w grupie ci¢zarnych wykazujacych
nadmierng mas¢ ciata przed cigza wigcej byto kobiet otytych (odpowiednio 28,6% oraz
35,3%) niz z nadwagg (odpowiednio 25,3% oraz 28,1%). Zadna z pacjentek nie wykazata
przedcigzowej niedowagi, podczas gdy w badaniach wlasnych pacjentki takie stanowity 3%
grupy. Réwniez w zakresie cigzowego przyrostu masy ciata badacze uzyskali odmienne
wyniki, wykazujac nadmierny cigzowy przyrost masy ciala u 36,6% pacjentek
(w prezentowanej rozprawie 53,9%). Nadmierny cigzowy przyrost masy ciala wykazano w
ponad potowie przypadkow cigezarnych z nadwaga 1 u 45% cig¢zarnych z otytoscia przed
cigza (w badaniach wtasnych odpowiednio 35% oraz 37,1%) [Rogozinska 1 wsp., 2019].

W analizie Rogozinskiej 1 wsp. nadmierny cigzowy przyrost masy ciala wigzat si¢
z 50% wyzszym (OR=1,50) prawdopodobiefistwem cigcia cesarskiego w poréwnaniu do
przyrostu zalecanego, we wszystkich kategoriach BMI (prawidlowa warto$¢ wskaznika BMI
OR=1,58, nadwaga OR=1,68, otylo§¢ OR=1,44). Ryzyko LGA w tej grupie zwigkszyto si¢
dwukrotnie (OR=2,00). W przypadku cigzowego przyrostu masy ciala ponizej zalecen nie
wykazano statystycznie istotnego zwiagzku z ryzykiem cesarskiego cigcia, zaobserwowano

natomiast 52% wieksze prawdopodobienstwo SGA (OR=1,52) [Rogozinska i wsp., 2019].
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Ciekawych obserwacji, w znacznym stopniu zbieznych z wynikami prezentowanej
dysertacji dokonano w pracy Wierzejskiej i wsp. [2011], gdzie analizowano przyrost masy
ciala cigzarnych i jego zalezno$¢ od przedcigzowej warto$ci wskaznika BMI u 471 polskich
kobiet. Autorzy wykazali, ze zalecane wartosci GWG przekroczyto az 48% cigzarnych,
cigzowy przyrost masy ciata zgodny z zaleceniami stwierdzono u 37,8% pacjentek,
natomiast przyrost niedostateczny u 14,2% badanych kobiet. Nieco odmienne wartosci
procentowe uzyskano w niniejszej rozprawie (odpowiednio 53,4%, 26,2% oraz 20,4%). Co
ciekawe, w badaniach wtasnych zadna z pacjentek wykazujacych przedcigzowa niedowage
nie osiggnela nadmiernego cigzowego przyrostu masy ciala, podczas gdy Autorzy
metaanalizy wykazali nadmierny GWG az u jednej trzeciej pacjentek (36,2%). W obydwu
badaniach zaobserwowano istotng statystycznie korelacje (p<0,01) dotyczaca wartosci
przedcigzowego wskaznika BMI oraz cigzowego przyrostu masy ciata. W kolejnym etapie
pracy badacze analizowali cz¢sto$¢ narodzin noworodkéw z makrosomig w poszczegolnych
grupach kobiet. Najwigcej noworodkow z makrosomig (19,5%) rodzity matki z nadmiernym
cigzowym przyrostem masy cialta w poréwnaniu do kobiet z przyrostem prawidlowym
(6,2%) oraz niedostatecznym (3%). Podobnie, badania wlasne wykazaly, ze noworodki
z najwicksza masg ciala rodzity ci¢zarne z grupy z najwigkszym cigzowym przyrostem masy
ciala. Kobiety te najrzadziej rowniez rodzity sitami natury (47,45%), podczas gdy
w cytowanej pracy pordd sitami natury u pacjentek z cigzowym przyrostem masy ciata
wigkszym niz zalecany wystepowat az w 83,2% przypadkow [Wierzejska i wsp., 2011].

Badania wlasne prezentowane w niniejszej rozprawie wykazaty, ze zwigkszone
ryzyko nadmiernego cigzowego przyrostu masy ciata zwigzane jest z wysokg wartoscig
wskaznika BMI przed cigzg (dla cigzarnych z nadwaga OR=5,31, p<0,0001, z otytoscia
OR=3,17, p=0,0001).

6.2 Czestos¢ wystepowania polimorfizmow Prol2Ala oraz 161C>T genu PPARG na
Swiecie
Na podstawie bazy danych ,»,1000Genomes” Project NCBI

(www.internationalgenome.org) a takze dostgpnej literatury w bazie PubMed

(https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/), przeanalizowano czesto$ci wystepowania genotypow

i alleli polimorfizméw Prol2A4la oraz 161C>T genu PPARG w réznych populacjach na
calym $wiecie. Nastgpnie czestosci te zostaly porownane z uzyskanymi w prezentowane]

rozprawie.
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Polimorfizm Prol2Ala genu PPARG

Najczesciej w badaniach uwaga skupia si¢ na czgstosciach wystepowania genotypu
zmutowanego Ala/Ala 1 zmutowanego allela Ala, poniewaz nosicielstwo tego wariantu
zwigzane jest ze zmienng wartoscig wskaznika BMI oraz insulinowrazliwoscig [Deeb 1 wsp.,
1998].

Wedtug baz danych projektu ,,1000Genomes” czestos¢ wystepowania zmutowanego
allela Ala polimorfizmu Prol2Ala w populacji ogdlnoswiatowej 0sob zdrowych okreslono
na 0,0703. Allel ten najczesciej obserwowany byl wsrod populacji europejskiej (0,1203),
najrzadziej wsrod mieszkancoéw Afryki (0,0053). W zakresie czgstosci wystepowania allela
Ala znacznie réznity si¢ miedzy soba populacje azjatyckie (0,0258 - 0,120). W Stanach
Zjednoczonych czesto$¢ te oszacowano na 0,117.

W wynikach prezentowanej rozprawy doktorskiej, wsrdod polskich cigzarnych
z prawidlowym przedciagzowym BMI uzyskano wigksza (0,1677) czgstos¢ wystepowania
zmutowanego allela Ala poréwnaniu do czgstosci wykazanej wsrod mieszkancéw Europy
w ramach Projektu ,,1000Genomes” (0,1203). Czgstos¢ ta jest jednak poroéwnywalna
z czestoscig wystepowania allela Ala w grupach kontrolnych w innych badaniach
dotyczacych populacji polskiej: 0,1677 vs. 0,18 w badaniu Grygiel-Gorniak 1 wsp. [2018]
oraz 0,155 w badaniu Mateckiego i wsp. [2003].

Czesto$¢ wystgpowania zmutowanego allela Ala omawianego polimorfizmu

w populacjach na $wiecie przedstawia ryc. 18.
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AFRYKA WSCHODNIA POLUDNIOWA AMERYKA EUROPA
0,0053 AZJA AZJA 0,117 0,1203
0,0258 0,120

Rycina 18. Czg¢stos¢ wystgpowania zmutowanego allela A/a polimorfizmu Prol2Ala genu
PPARG (na podstawie bazy danych ,,1000genomes Project” NCBI).

Polimorfizm 161C>T genu PPARG

Zainteresowanie badaczy najczeSciej wzbudzaja dane dotyczace czgstosci
wystgpowania w populacjach zmutowanego genotypu /6177 oraz allela /61T genu PPARG,
co zwigzane jest z zaburzeniami metabolicznymi takimi jak otylos¢, cukrzyca typu I1, zespo6t
metaboliczny lub choroby uktadu krazenia [Doney 1 wsp., 2002, 2004].

Na podstawie bazy danych ,,1000Genomes Project” czesto$¢ wystgpowania
zmutowanego allela /61T w populacji ogolnej na §wiecie szacuje si¢ na 0,1266. Najczesciej
allel ten wystepuje w populacjach azjatyckich (czestos¢ 0,2113 w Azji Wschodniej oraz
0,160 w Azji Poludniowej), natomiast najrzadziej w Afryce. W populacji europejskiej oraz
w Stanach Zjednoczonych czgstos¢ wystgpowania zmutowanego allela /6/7 wynosi
odpowiednio 0,1213 oraz 0,114.

W wynikach prezentowanej dysertacji czestos¢ wystepowania zmutowanego allela
161T w grupie cigzarnych z prawidlowym przedcigzowym BMI wynosita 0,1677% 1 byta
wieksza w porownaniu do czestosci wystgpowania tego allela wérdd mieszkancoéw Europy

wykazanej w ramach Projektu ,,1000Genomes” (0,1213). Czesto$¢ zmutowanego allela
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161T byla jednak zblizona do czgstosci obserwowanej wsrod osob z grupy kontrolnej
populacji polskiej: 0,1677 vs. 0,1840 wykazanej w pracy Grygiel-Gorniak [2018].
Czestos¢ zmutowanego allela /61T polimorfizmu /6/C>T PPARG w populacjach na

swiecie przedstawia ryc. 19.

? > > )
AFRYKA WSCHODNIA POLUDNIOWA AMERYKA EUROPA
0,0484 AZJA AZJA 0,114 0,1213

02113 0,160

Rycina 19. Czgstos¢ wystepowania zmutowanego allela /617 polimorfizmu /6/C>T genu
PPARG (na podstawie bazy danych ,,1000genomes Project” NCBI).

6.3. Polimorfizmy Prol2Ala i 161C>T genu PPARG a nadmierny przyrost masy ciala w
ciazy

Temat wptywu wariantow Prol2Ala oraz 161C>T genu PPARG na cigzowy przyrost
masy ciata podejmuja tylko nieliczne prace (Ostafiichuk i wsp., 2018, Stuebe 1 wsp., 2010,
Tok 1 wsp., 2006). Zdecydowanie wigcej badan dotyczy wptywu wariantow Prol2A4la oraz
161C>T genu PPARG na przyrost masy ciala w populacji ogdlnej kobiet i mezczyzn.

6.3.1. Polimorfizm Prol2Ala genu PPARG
Przeprowadzona na podstawie 25 badan klinicznych metaanaliza Yao 1 wsp.,

potwierdzita, ze wariant zmutowany Ala zwigzany jest z ryzykiem rozwoju otylosci
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w populacji kobiet i mezczyzn (Ala vs. Pro: OR=1,55). Analizujac grupy ro6znego
pochodzenia etnicznego zaobserwowano, ze istnieje zwigzek tego polimorfizmu z ryzykiem
wystgpienia otylosci zarowno w populacji kaukaskiej, azjatyckiej, jak 1 mieszanej [Yao
1 wsp., 2015].

W analizie Beamer i wsp., pochodzacej ze Standow Zjednoczonych, przebadano grupe
517 zdrowych pacjentow kobiet i me¢zczyzn z prawidlowa masg ciata 1 z lekka nadwaga
($rednia warto$é BMI 26,5 kg/m?) oraz 169 0sob ze znaczna otyloscia (Srednia wartos¢ BMI
36,5 kg/m?). W obydwu grupach badanych pacjenci z genotypami zawierajacymi co
najmniej jeden allel Ala (Pro/Ala, Ala/Ala) wykazywali wyzsza zarowno $rednig mase ciata
(122,3 £5,2 vs. 101,2 £ 2,3 kg, p<0,001) jak i $rednig wartos¢ BMI (41,5 = 1,6 vs. 35,3 +
0,7 kg/m?, p<0,001) w poréwnaniu do nosicieli genotypu niezmutowanego Pro/Pro. Rdznice
te byly jeszcze bardziej widoczne u kobiet, gdy grupa badana podzielona zostata ze wzgledu
na pte¢ [Beamer i wsp. 1998].

Interesujace wyniki uzyskano réwniez analizujac genotypy wariantu Prol2Ala genu
PPARG w populacji finskiej. Nieci¢zarne otyte nosicielki zmutowanego genotypu Ala/Ala
wykazywaly wyzszy wskaznik BMI (106,2 + 13,0 kg/m?) w pordéwnaniu do otylych
nosicielek genotypu homozygotycznego niezmutowanego Pro/Pro (92,0 + 11,2 kg/m?)
[Valve i wsp., 1999]. Wyniki potwierdzaja rowniez spostrzezenia dunskich badaczy, ktorzy
wykazali, ze obecno$¢ zmutowanego allela Ala jest skorelowana z wigksza warto§cig BMI
tylko u 0sob z ewidentng otytoscia, natomiast nie wykazano takiej korelacji dla grupy osob
szczuptych [Ek 1 wsp., 2001].

Niektorzy autorzy nie odnalezli jednak zwigzku polimorfizmu Prol2A4la genu
PPARG z rozwojem otytosci. W populacji tureckiej analizowano wptyw wariantu Prol2Ala
na wystgpowanie otylosci. Czestos¢ wystgpowania zmutowanego allela Ala okreslono
w nim na 25,31% w grupie otytych oraz 24,64% w grupie z prawidlowa masg ciata. Analiza
obejmowala 160 pacjentdéw z otytoécig ($rednia warto§¢ BMI 34,12 + 6,84 kg/m?, éredni
wiek 39,6 £ 9,63 lat) i 140 pacjentéw bez otytoéci (rednia warto§¢ BMI 21,56 + 4,65 kg/m?,
sredni wiek 39,6 £ 9,63 lat). Nie wykazano rdznicy statystycznie istotne] w czgstosci
wystepowania genotypu niezmutowanego Pro/Pro (61,25 vs. 57,86%), genotypu
heterozygotycznego Pro/Ala (26,87 vs. 35,00%) oraz homozygotycznego zmutowanego
Ala/Ala (11,87 vs. 7,14%) (p=0,17) pomiedzy grupa osob otylych oraz osob z prawidtowa
masg ciata [Becer i wsp., 2017].

Powyzsze wyniki sugerowaé¢ moga, ze wariant Prol2Ala wywiera zrdznicowany

wptyw na BMI prawdopodobnie poprzez wptyw rowniez innych czynnikow takich jak dieta,
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aktywnos$¢ fizyczna 1 tryb zycia. Badania przeprowadzone przez Luan i wsp. [2001]
dowiodly znaczenia interakcji srodowisko-gen i wykazaly ze dieta, w ktdrej stosunek
wielonienasyconych do nasyconych kwaséw tluszczowych w diecie jest niski, wigze si¢
u nosicieli allela zmutowanego Ala z wigkszg wartoscig wskaznika BMI w porownaniu do
nosicieli wariantu homozygotycznego Pro/Pro. Przy odwrotnym stosunku kwasow
thuszczowych u nosicieli zmutowanego allela A/a obserwowano nizsza warto§¢ BMI [Luan
1 wsp., 2001].

W grupie 100 kobiet cigzarnych z populacji ukrainskiej z prawidtowag masg ciata
przed cigza (Srednia masa ciala 55,2 kg, $rednia warto§¢ BMI 20,3 kg/m?) stwierdzono
nadmierny, zalecany oraz zbyt maty cigzowy przyrost masy ciala odpowiednio u 46,4%,
34,0% oraz 19,6% pacjentek. W calej grupie odnotowano czgstos¢ wystgpowania
zmutowanego allela A/a réwng 0,28. Badanie to udowodnito zwigzek zmutowanego allela
Ala z nadmiernym przyrostem masy ciata u ci¢zarnych i wykazato, ze przyrost ten jest 1,6
razy wickszy u nosicielek genotypéw zawierajacych co najmniej jeden allel Ala
w poréwnaniu do kobiet z genotypem Pro/Pro (19,5 vs. 12,1 kg, p<0,05). Wykazano
réwniez, ze allel Ala wystgpowal 2,6 razy czgsciej w grupie pacjentek z nadmiernym GWG
(OR=3,2, p<0,05) w poréwnaniu do pacjentek z przyrostem zalecanym. Autorzy sugeruja,
ze obecnos¢ tego wariantu genu PPARG nie tylko wplywa na zwigkszony cigzowy przyrost
masy ciata, ale moze stuzy¢ rowniez jako marker okreslajacy predyspozycje do rozwoju
chorob metabolicznych u kobiet pdzniejszym wieku. Co ciekawe, rowniez badania
przeprowadzone rok po porodzie dowiodly, ze obecno$s¢ wariantow zmutowanych
polimorfizmu Prol2Ala wigzata si¢ z wyzsza masg ciala 1 wyzszym wskaznikiem BMI
u nosicielek allela 4/a, w poroéwnaniu do kobiet z genotypem homozygotycznym Pro/Pro
(odpowiednio 72,3 vs. 56,6 kg, p<0,05 oraz BMI 24,5 vs. 19,9 kg/m?, p<0,05) [Ostafiichuk
1 wsp., 2018].

W przeciwienstwie do cytowanej powyze] pracy, w prezentowanej rozprawie do
badane; grupy ci¢zarnych zakwalifikowano nie tylko kobiety z prawidlowym
przedcigzowym wskaznikiem BMI, ale tez z niedowaga, nadwaga oraz otyloscig (Srednia
BMI 26,44 + 5,70 kg/m?). Pacjentki z prawidtowa przedcigzowa masg ciata stanowity 43,1%
badanej grupy. Czestos¢ wystepowania zmutowanego allela Ala wynosita 16,77% w grupie
0sob z prawidtowg przedcigzowa masg ciata 1 22,47% wsrod cigzarnych z nadwagag
1 otytoscig przed cigza. Wérdd wszystkich pacjentek genotyp heterozygotyczny Pro/Ala
polimorfizmu Prol2A4la stwierdzono u 30,25% kobiet, natomiast 4,63% kobiet bylo

nosicielkami genotypu homozygotycznego zmutowanego Ala/Ala. Roznice istotne
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statystycznie stwierdzono poréwnujac grupe¢ z cigzowym przyrostem zbyt matym do grupy
z przyrostem nadmiernym. Kobiety wykazujace nadmierng mase ciala czesciej tez byly
nosicielkami genotypu homozygotycznego zmutowanego (5,55%) niz pacjentki szczupte
(3,80%). Zaobserwowano takze, ze allel Ala powodowat zwigkszenie ryzyka nadmiernego
przyrostu masy ciata w cigzy o 73% w poroéwnaniu do grupy z przyrostem niedostatecznym
(OR=1,73, p=0,038). Roznice statystycznie istotng odnotowano réwniez w modelu
dominujacym (CC vs. CG 1 GG) (OR=1,83, p=0,042).

Zblizone wyniki uzyskali w swojej pracy Stuebe 1 wsp., analizujac 27 wariantow
polimorficznych genéw zwigzanych z cukrzyca i otytoscig u 960 amerykanskich cigzarnych.
Do badania zakwalifikowano 628 pacjentek rasy kaukaskiej oraz 332 kobiety rasy
negroidalnej. Nadmierny cigzowy przyrost masy ciala uzyskalo odpowiednio 65,5% oraz
58,4% kobiet. Zadna z badanych pacjentek rasy afrykafskiej nie byla nosicielka genotypu
Ala/Ala. W$rod pacjentek rasy kaukaskiej zaobserwowano wigkszy przyrost masy ciata w
cigzy u kobiet z genotypem Ala/Ala (Srednia 21,7 + 9,5 kg) w pordwnaniu z genotypem
Pro/Pro ($rednia 15,4 + 6,2 kg). Autorzy wskazuja jednak, Ze ich badanie moze by¢
obcigzone bledem, poniewaz liczba pacjentek z genotypem Ala/Ala byta niewielka (n=7)
iu dwdch z nich przyrosty masy ciata w cigzy wynosilty az 28 1 40 kg [Stuebe 1 wsp., 2010].

W opozycji do powyzszych doniesien prezentujg si¢ wyniki tureckiego badania,
analizujacego zwiazek cigzowego przyrostu masy z polimorfizmem Prol2Ala u 62 kobiet
z GDM 1 100 zdrowych cigzarnych. Autorzy badania nie odnalezli zwigzku zmutowanego
allela Ala z przedcigzowym BMI w zadnej z badanych grup, zaobserwowali jednak znaczacy
wzrost cigzowe] masy ciata u nosicielek allela 4/a z rozpoznang cukrzycg cigzowa [Tok

1 wsp., 2006].

6.3.2. Polimorfizm 161C>T genu PPARG

Analiza pisSmiennictwa wykazuje sprzeczne doniesienia dotyczace wplywu
zmutowanego allela 7/6/7 na rozwdj otytosci. We wloskiej populacji kilkuset 0sob
(m¢zczyzn 1 kobiet) nie wykazano zwigzku polimorfizmu [6/C>T genu PPARG
z wystgpowaniem nadmiernego przyrostu masy ciata i otylo$ci. Najwigksza czgstos$¢
wystepowania zmutowanego allela /617 obserwowano w grupie kontrolnej w poréwnaniu
do grupy pacjentéw otytych (0,13 vs. 0,07, p=0,008) [Costa i wsp., 2009]. W 2017 roku
ukazata si¢ praca, oceniajaca zwigzek zmutowanego allela /6/7 z masa ciata w populacji
iranskiej. W badaniu uczestniczyly osoby otyte oraz zdrowe, ktérych $rednie warto$ci

wskaznika BMI wynosity odpowiednio 32,71 kg/m? oraz 26,14 kg/m* Roéwniez to badanie
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nie potwierdzito zwiazku wariantu /6/C>T genu PPARG z otylo$cia, wykazujac czgstos¢
zmutowanego allela /61T na podobnym poziomie w grupie 0sob z otytoscig i w grupie
kontrolnej (czestosci odpowiednio 0,110 vs. 0,127) [Mehrad-Majd i wsp., 2017].

Niektorzy autorzy potwierdzali jednak zwigzek zmutowanego allela 61T
z wyzszymi warto$ciami wskaznika BMI. Wplyw ten zostal wykazany zaréwno wsrod
dorostych [Valve i wsp., 1999, Tai i wsp., 2004,], jak 1 wsérdd dzieci [Lagou i wsp., 2008].

W roku 1999 grupa badaczy z Finlandii zbadata genotyp grupy oséb otytych ze
srednim BMI 35,7 kg/m?. Wykazano, Ze czesto$ci zmutowanego allela 761 T nie roznity sie
pomigdzy otylymi a grupg kontrolng (0,19 vs. 0,21). Na mozliwy zwigzek tego polimorfizmu
ze zwigkszonym BMI wskazuja natomiast czesto$§ci wystepowania genotypow
zawierajacych jeden zmutowany allel /617 (34,5%) oraz obydwa zmutowane allele 16177
(37,7%), p=0,046. Ponadto wykazano, ze nosiciele genotypu homozygotycznego
zmutowanego [6/7TT wykazywali wigkszg otylo§¢ niz pacjenci z genotypem
niezmutowanym CC (40,6 kg/m? vs. 34,4 kg/m?, p=0,005) [Valve i wsp., 1999].

Podobnie interesujace wyniki uzyskano w populacji azjatyckiej. Badacze
z Singapuru analizowali wptyw wariantu /6/C>T genu PPARG na parametry metaboliczne
w populacji Hinduséw, Malajow oraz Chinczykow. Wykazano, ze obecno$¢ zmutowanego
allela /61T wptywata na wyzsze wartosci BMI we wszystkich trzech grupach etnicznych
[Tai 1 wsp., 2004].

Ciekawe badanie populacyjne przeprowadzono w Grecji wsrdd okoto dwoch tysiecy
kilkuletnich dzieci, u ktorych analizowano stan odzywienia, ogdlny rozwdj fizyczny, jak
rowniez polimorfizmy /61C>T oraz Prol2Ala genu PPARG. Stwierdzono, ze haplotyp AlaT
wykazywat wigkszy zwiazek z otytoscig w porownaniu do haplotypu ProT oraz AlaC [Lagou

1 wsp., 2008].

Pomimo udokumentowanego zwigzku polimorfizmu [/6/C>T genu PPARG
z ryzykiem otylo$ci 1 zaburzeniami metabolizmu [Valve 1 sp.1999, Tai 1 wsp., 2004], brak
jest w dostgpnej Swiatowej literaturze badan analizujacych wpltyw tego wariantu na
nadmierny przyrost masy ciala w cigzy. Badania wlasne przedstawione w prezentowanej
rozprawie, sg prawdopodobnie pierwszg proba oceny zwiazku wariantu /6/C>T genu
PPARG z przyrostem masy ciata w cigzy. Wsrdd cigzarnych z prawidtowg wartoscia
wskaznika BMI przed ciaza czgstos¢ wystepowania zmutowanego allela /6/7 wyniosta
0,1677. Odnotowano roéwniez czgstsze wystgpowanie genotypu zawierajacego obydwa

zmutowane allele /61T w grupie kobiet z nadmiernym cigzowym przyrostem masy ciala
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w poréwnaniu do kobiet z przyrostem prawidtowym (5,1% vs. 4,2%, OR=0,81). Genotyp
ten nie wystepowal u zadnej kobiety ze zbyt malym przyrostem masy ciatla w ciazy.
W prezentowanej pracy nie zaobserwowano statystycznie istotnych réznic w czestosci
wystepowania zmutowanego allela /61T pomigdzy badanymi grupami.

Wyniki badan wiasnych wykazaly czestsze wystepowanie genotypdéw zawierajacych
co najmniej jeden zmutowany allel (/16/CT i 161TT) u kobiet z nadwaga (32,3%) oraz
otytoscia (37,1%) przed cigza w poréwnaniu do pacjentek z prawidlowa przedcigzowa masg

ciata (29,1%).

6.4. Wspolwystepowanie genotypow oraz analiza haplotypow genu PPARG

W pracy analizowano czesto$¢ wspotwystepowania genotypow oraz frekwencje
haplotypow genu PPARG. Bardzo zblizone do wystepujacych u przebadanych kobiet
czestosci wspolwystepowania genotypoéw obserwowano w szkockiej populacji 1107 oséb
zcukrzyca typu II pochodzacej z regionu Tayside. Kombinacja genotypow
homozygotycznych niezmutowanych ProPro/CC, ktéra wystepowata najczgscie]
w prezentowanej dysertacji (61,0% badanych ci¢zarnych) przewazata réwniez u pacjentow
z cukrzycg w populacji szkockiej (71,6%). Badacze ze Szkocji podobnie jak w populacji
cigzarnych w prezentowanej rozprawie nie zaobserwowali u zadnego pacjenta
wspotwystgpowania  genotypdw ~ homozygotycznych  niezmutowanych  Pro/Pro
z homozygotycznymi zmutowanymi /6777 [Doney i wsp., 2002]. Dwa lata pdZniej ci sami
Autorzy zaprezentowali wyniki badan asocjacyjnych wariantow Prol2Ala 1 161C>T genu
PPARG u 1997 0s06b z cukrzycg oraz u 2444 dzieci 1 1061 oso6b dorostych w srednim wieku
z tego samego regionu Szkocji. W tych populacjach nadal nie obserwowano
wspotwystgpowania  genotypdw ~ homozygotycznych  niezmutowanych  Pro/Pro
z homozygotycznymi zmutowanymi /6/7T w grupie osdéb z cukrzyca, natomiast takie
potaczenie genotypow wystepowato u 4 dzieci oraz 3 dorostych z grupy kontrolnej [Doney
1 wsp., 2004].

Badania asocjacyjne analizujace zwiazek polimorfizmow Prol2A4la 1 161C>T genu
PPARG z ryzykiem wystepowania otyto$ci w réznych populacjach sa czesto niespojne. Te
niekiedy wrecz sprzeczne wyniki mogg by¢ zwigzane ze stopniem nierownowagi sprzezen
(D’) miedzy tymi dwoma polimorfizmami w réznych populacjach, ktore w zaleznosci od
rasy 1 pochodzenia etnicznego wahaja si¢ od stabych do Scistych. Ciekawg prace
przedstawiajaca rdznice w czgstoSci wystgpowania tych wariantow genu PPARG

w populacji azjatyckiej zaprezentowat Tai 1 wsp. [2004] badajac populacje 4038 0sob
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z Singapuru (1869 me¢zczyzn i 2169 kobiet w wieku od 18 do 69 lat). Poniewaz jest to
panstwo bardzo zréznicowane pod wzgledem etnicznym, pacjentéw podzielono na grupy
(2730 Chinczykow, 740 Malajow i 568 Hindusow). Najrzadziej zmutowany allel Ala
wystepowat u Malajow (0,032) i Chinczykow (0,037), natomiast najczesciej u Hinduséw
(0,119) (czgstos¢ wystepowania podobna do czestosci obserwowanych w populacjach
péinocnoeuropejskich). Odwrotnie w przypadku polimorfizmu 76/C>T genu PPARG
Hindusi prezentowali najnizsza czgstos$¢ allela 716/7 (0,169) w porownaniu z Malajami
(0,220) 1 Chinczykami (0,252). Analiza haplotypoéw wykazata, ze te warianty PPARG byly
najsilniej sprz¢zone w populacji hinduskiej (D’=0,799); nastepnie malajskiej (D’=0,572)
i chinskiej (D’=0,555).

Stosunkowo niska nierdwnowaga sprzezen obserwowana jest w populacjach
iranskich np.: D’=0,381 w grupie 175 0s6b z zespotem metabolicznym oraz D’=0,372 w 165
osobowej grupie kontrolnej [Rooki i wsp., 2014] lub D'=0,332 w grupie 150 kontroli (BMI
<30 kg/m?) z Meszhed w potnocno-wschodnim Iranie [Mehrad-Majd i wsp., 2017].

Najwyzsze wartosci nierdwnowagi sprzgzen uzyskiwane sg w badaniach europejskich.
W Stowenii dla 667 os6b w podeszlym wieku: D'=0,71 [Dragojevi¢ i wsp., 2011], w Szkocji
D'=0,697 [Doney i wsp., 2002], na Wegrzech D’=0,673 [Penyige i wsp. 2010],
w potnocnych Niemczech (Lubeka) D’=0,64 [Wieczorek i wsp.,2009], D’=0,5877 na
poludniu Niemiec w Bawarii [Folwaczny i wsp., 2010] lub we Francji D’=0,68 u 1708 kobiet
z Nancy i Poitiers (D’=0,67 u pacjentek bez GDM oraz D’=0,92 z cukrzyca ciazowa) [Heude
1 wsp., 2011].

Wsrod badanych w prezentowanej pracy kobiet uzyskano silng nierownowage sprzgzen
D’=0,811, niestety brakuje publikacji na ten temat w populacjach polskich. Mozna poréwna¢
prezentowane wyniki do Grygiel-Gorniak i wsp. (2020), gdzie Autorzy analizowali obydwa
warianty genu PPARG. Dla grupy kontrolnej (n=103) uzyskano nastg¢pujace czgstosci
wystepowania alleli: Pro 0,82, Ala 0,18, 161C 0,82 oraz 161T 0,18 [Grygiel-Goérniak 1 wsp.,
2020]. Wartosci te sg podobne do wartosci uzyskanych dla ci¢zarnych w prezentowanej
rozprawie, u ktérych przed cigza stwierdzano prawidtowa masg ciata (n=158): Pro 0,83, Ala
0,17, 161C 0,83 oraz /61T 0,17. W grupie kobiet z prawidlowym przyrostem masy ciala
w cigzy (n=96) otrzymano zblizone cze¢sto$ci wystepowania alleli badanych polimorfizmow
genu PPARG: Pro 0,80, Ala 0,20, 161C 0,81 oraz 1617 0,19. W badaniach dotyczacych
populacji polskiej podkresla si¢, ze zmutowany allel Ala wariantu Prol2A4la wystgpuje

znacznie czg$ciej niz w innych populacjach europejskich. W Europie allel A/a $rednio
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wystepuje u 12% badanych, natomiast w populacji polskiej czestos¢ wystepowania allela
Ala wynosi 0,198 [Ardlie i wsp., 2002].

Ze wzgledu na wazng role jaka gen PPARG odgrywa w adipogenezie, homeostazie
energii oraz wrazliwo$ci na insuling, pojawily si¢ doniesienia, ze allel Ala moze by¢
»hieoszczednym allelem” genu PPARG i w przeszto$ci podlegal negatywnej selekcji [Ruiz-
Narvaez, 2005]. Hipotezg oszczgdnego genotypu (ang. thrifty genotype) zaproponowat
w 1962 roku Jeemes V. Neel. Hipoteza zaktada, ze przezycie osobnika w warunkach
dtugotrwatego niedoboru zywnosci zalezy od zdolnosci gromadzenia energii w postaci
zapasow. W toku doboru naturalnego genotypy utatwiajace gromadzenie energii bytyby
faworyzowane i moglyby przetrwac do dzisiejszych czasow. Ten ewolucyjnie korzystny dla
przetrwania mechanizm, przy dzisiejszym nieograniczonym dostepie do zywnosci moze
jednak skutkowa¢ rozwojem otytosci [Neel, 1962]. Negatywna selekcja zmutowanego allela
Ala wariantu Prol2A4la w czasie ewolucji czlowieka pozostaje dotychczas z braku dowodow
hipoteza. Innym ciekawym spostrzezeniem jest oddziatywanie przeciwstawnych fenotypow
spowodowane wzajemnym wplywem bedacych w nierdwnowadze sprz¢zen wariantow
Prol2Ala oraz 161C>T, jak na przyklad ochronne dziatanie zmutowanego allela A/a przed
rozwojem cukrzycy stabnie przy jednoczesnej obecnosci allela /677, Brak jednoznacznych
wynikow w badaniach asocjacyjnych spowodowany jest czgsto wpltywem czynnikow
etnicznych, $rodowiskowych i1 genetycznych. Ponadto, ze wzgledu na nierdwnowage
sprzgzen miedzy tymi polimorfizmami, okreslenie wzglednego udziatu kazdego
polimorfizmu w uzyskanym fenotypie jest do$¢ trudne.

Jedno badanie laczy st¢zenie rezystyny z haplotypami badanych w pracy wariantow
genu PPARG. U 599 o0s6b z potudniowych rejonéw Indii przebadano st¢zenie rezystyny
w potaczeniu z obecnoscig wariantow Prol2Ala 1 161C>T genu PPARG. Nastegpnie
podzielono grup¢ na trzy podgrupy w zaleznoSci od uzyskanego st¢zenia rezystyny
1 zaobserwowano, ze haplotyp ProC wystepowal czesciej w grupach z nizszymi stgzeniami
rezystyny, natomiast haplotypy ProT oraz AlaT czgscie] wystepowaly w grupach
z wyzszymi st¢zeniami rezystyny [Haseeb 1 wsp., 2009]. W przeciwienstwie do tej pracy,
w prezentowanej rozprawie doktorskiej, w badanych grupach ci¢zarnych nie stwiedzono
roznic statystycznie istotnych pomigdzy st¢zeniami rezystyny dla poszczegdlnych

haplotypow.
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6.5. Zwiazek stezenia adipokin prozapalnych z przyrostem masy ciala w ciazy

6.5.1. Zwiazek stezenia rezystyny z przyrostem masy ciala w ciazy

Ekspresja rezystyny oraz jej stezenie we krwi wykazuja zmienno$¢ zwigzang ze
stanem metabolicznym i hormonalnym organizmu. U 0s6b zdrowych stezenie rezystyny we
krwi powinno oscylowa¢ w granicach 7-12 ng/ml, ale moze ulec zmniejszeniu poprzez
niskokaloryczng diet¢ oraz aktywnos$¢ fizyczng [Aruna i wsp., 2008, Marcelino-Rodriguez
1wsp., 2017]. Podwyzszone st¢zenie tej adipokiny obserwuje si¢ réwniez po positku,
w stanach hiperglikemii, w otylo$ci, w ostatnim trymestrze cigzy oraz po zastosowaniu
lekéw TZD [Steppan i wsp., 2001, Rajala i wsp., 2004, Guelfi i wsp., 2017].

Wiele badan wskazuje, ze st¢zenie krazacej rezystyny jest dodatnio skorelowane
z wartoscia BMI 1 ulega zmniejszeniu po redukcji masy ciala. Arica 1 wsp. [2018]
przeprowadzili analizg st¢zen tego biatka u pacjentow ze znaczng otytoscia (Srednia wartos¢
BMI 48,73 kg/m?), poddanych operacji bariatrycznej. Wartosci te poréwnywano do stezef
rezystyny we krwi oséb z prawidlowa masa ciala ($rednia warto§¢ BMI 22,87 kg/m?).
Pacjentom otylym oznaczono stezenie rezystyny w surowicy krwi tuz przed zabiegiem oraz
po 1 i1 6 miesigcach po zabiegu usunigcia nadmiernej masy ciata. St¢zenie rezystyny
w osoczu krwi przed interwencja chirurgiczng bylo nieporownywalnie wigksze u 0sob
otylych w poréwnaniu do grupy kontrolnej (odpowiednio 8,75 ng/ml vs. 4,95 ng/ml,
p<0,001). W pierwszym miesigcu po operacji u otylych zmniejszyta si¢ nie tylko masa ciata
1 BMI, ale takze stezenie rezystyny (Srednie stezenie 7,29 ng/ml, p<0,01). Najwiekszy
spadek powyzszych parametrow odnotowano jednak po6t roku po zabiegu bariatrycznym
(Srednie stezenie rezystyny 5,68 ng/ml + 0,95 ng/ml) [Arica 1 wsp., 2018]. Udziat rezystyny
w patogenezie otytosci potwierdza réwniez wigkszos¢ wynikoéw badafh analizowanych
w obszernej metaanalizie [Su i wsp., 2019].

Niektérzy badacze nie zaobserwowali tej zaleznos$ci. Analizy przeprowadzone wsrod
diabetykow 1 0sob zdrowych w populacji niemieckiej wykazaty wysokie jednak zblizone
stezenia rezystyny w obydwu grupach (38,7 ng/ml oraz 38,78 ng/ml) [Fehmann i wsp.,
2002].

Polskie badanie, obejmujace cigzarne z nadwagg 1 otytoscig oraz kobiety w cigzy
z prawidlowg przedcigzowa masg ciata rowniez nie wykazato statystycznie istotnej roznicy
pomiedzy st¢zeniami tej adipokiny w badanych grupach (17,39 vs. 15,76 ng/ml), pomimo
istotnej statystycznie roznicy w wartosci wskaznika BMI (odpowiednio 32,68 vs. 21,07

kg/m?, p<0,001) [Poniedziatek-Czajkowska i wsp., 2018].
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Brak jest spdjnych doniesien na temat zalezno$ci pomigdzy stezeniem rezystyny we
krwi a warto$cig wskaznika BMI u kobiet w cigzy. Kilka badan raportowato, ze stezenie
rezystyny wzrasta wraz z postepem cigzy. Nien i wsp. [2007] przeanalizowali stezenie tego
biatka u 441 pacjentek, w tym ci¢zarnych z prawidlowg masg ciata i nadwaga oraz
szczuplych kobiet nieci¢zarnych. Masa ciala kobiet oceniana byta na podstawie wskaznika
BMI w poszczegdlnych tygodniach cigzy. Wykazano dodatnig korelacj¢ stezenia rezystyny
w osoczu z wiekiem cigzowym (1=0,22, p<0,01). Najnizsze st¢zenia rezystyny w surowicy
krwi zaobserwowano u kobiet nieci¢zarnych (10,3 ng/ml), natomiast wyzsze u ci¢zarnych
z nadwaga oraz otyloscia (odpowiednio 14,1 ng/ml oraz 14,8 ng/ml). Nie zaobserwowano
natomiast roznic st¢zenia rezystyny pomigdzy ci¢zarnymi z prawidlowa masg ciata
anadwaga w roznych tygodniach cigzy, co sugeruje brak zwigzku stezenia tej adipokiny
z masg ciala oraz z BMI pacjentek. Autorzy przypuszczaja, ze wpltyw na zwigkszone stezenie
rezystyny zwlaszcza w ostatnim trymestrze cigzy moze mie¢ zwigkszona kumulacja
trzewnej tkanki thuszczowej cigzarnych oraz tozysko, jako dodatkowy rezerwuar tego biatka
[Nien 1 wsp., 2007].

Wyzsze stgzenia rezystyny u ci¢zarnych potwierdzaja badania przeprowadzone
w populacji kaukaskiej, gdzie $§rednie stezenia tego biatka wsérdd cigzarnych w III trymestrze
wynosity 13,7 ng/ml, natomiast u zdrowych kobiet niebedacych w cigzy 6,3 ng/ml
[Cortelazzi 1 wsp., 2007]. Autorzy wnioskuja, ze moze to mie¢ zwigzek ze zmniejszong
wrazliwo$cig na insuling w ostatnim trymestrze cigzy, jak réwniez z rola tozyska jako
dodatkowego zrddta rezystyny [Costa, 2016].

Badacze nie sg zgodni natomiast, co do roli st¢zenia rezystyny w surowicy krwi
w patogenezie GDM. Niektorzy, jak Megia 1 wsp. [2008] sugerowali, Ze wzrost stezenia
rezystyny we krwi moze by¢ czynnikiem ochronnym przed GDM. Inne badania wskazywaty
natomiast brak korelacji [Lobo i wsp., 2019, Guelfi i wsp., 2017] lub jej obecnos¢ [Hui wsp.,
2019].

W kolejnym doniesieniu, badacze z Meksyku, gdzie otytos¢ w wieku prokreacyjnym
siega az 73% kobiet, wykazali na podstawie wartosci BMI, ze tylko 29,4% pacjentek
rozpoczyna cigz¢ z prawidlowa masa ciala. Wéréd badanych pacjentek az 36,8%
wykazywato przedcigzowa nadwage, natomiast 32,4% otytos¢. W badaniu tym najwyzsze
stezenia rezystyny zaobserwowano u kobiet z otytoscig przed cigza (15,0 ng/ml), najnizsze
u pacjentek z prawidlowa masg ciata (14,1 ng/ml). Pacjentki otylte wykazywaty jednak
mniejszy cigzowy przyrost masy ciata w poréwnaniu do pacjentek szczuptych (GWG

odpowiednio 5,7 ng/ml vs. 12,4 ng/ml). Podobnie jak w prezentowanej rozprawie, najwyzsze
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Srednie stgzenia rezystyny uzyskano w grupie z prawidlowym przyrostem masy ciala
w porownaniu do grupy z przyrostem nadmiernym oraz zbyt matym (15,5 ng/ml vs. 13,7
ng/ml oraz 14,4 ng/ml, w badaniach wtasnych odpowiednio 13,93 ng/ml vs. 13,45 ng/ml
oraz 13,39 ng/ml). Najnizsze wartosci meksykanscy badacze odnotowali u ci¢zarnych
z przyrostem cigzowym nadmiernym (13,7 ng/ml, p<0,05) [Solis-Paredes i wsp., 2016].
Wyniki wlasne nie wykazaly jednak istotnych statystycznie roznic stezen tej adipokiny
w badanych grupach.

Ciekawe wyniki uzyskata w grupie ciezarnych badaczka z Ukrainy, analizujac
wyniki stezenia rezystyny w osoczu, wartosci BMI przed cigza oraz cigzowy przyrost masy
ciata. Wérdd badanych pacjentek nadmierny cigzowy przyrost masy ciala uzyskato 45,4%
badanych kobiet. Analizujac przedciazowa wartos¢ BMI, 29,4% kobiet wykazywato
nadmierng a 11% niedostateczng mase ciata, natomiast 59,5% ci¢zarnych z prawidlowa
masg ciala stanowito grupe kontrolna. U cigzarnych wykazujacych nadmierng przedcigzowa
warto$¢ BMI stezenie rezystyny w osoczu krwi w ostatnim trymestrze cigzy okazato si¢ 1,2-
krotnie wyzsze (p<0,05) w grupie pacjentek z nadmiernym GWG w poréwnaniu do
pacjentek z GWG zgodnym z zaleceniami. Udokumentowano réwniez dodatnig korelacje¢
pomigdzy stezeniem rezystyny w trzecim trymestrze cigzy a cigzowym przyrostem masy
ciata (r=0,89, p<0,001). Najwyzszy przyrost stezenia rezystyny wykazano u ci¢zarnych
w ostatnim trymestrze cigzy. U ci¢zarnych z prawidlowym przedciagzowym BMI, ale
nadmiernym przyrostem masy ciata w cigzy stezenie rezystyny byto wyzsze w poréwnaniu

do grupy z nadmierng wartoscig wskaznika BMI przed cigza [Ostafiichuk, 2019].

6.5.2. Zwiazek st¢zenia dipeptydylopeptydazy IV z przyrostem masy ciala w ciazy

W przeprowadzonych badaniach wykazano, ze st¢zenie kragzacej DPP IV u zdrowych
ludzi oscyluje w granicach 200-600 ng/ml. Zaobserwowano roéwniez, ze aktywnos$¢
1 stezenie krazacego biatka DPP IV izolowanego zarowno z adipocytow, makrofagow tkanki
tluszczowej jak 1 z surowicy krwi jest dodatnio skorelowane z wartoscig wskaznika BMI
(r=0,38, p=0,02), rozmiarem adipocytéw tkanki podskornej, trzewnej oraz st¢zeniem
leptyny.

W badaniu w populacji koreanskiej (600 pacjentow, srednia wartos¢ BMI 23,15
kg/m?, $rednie stezenie DPP IV w surowicy krwi 2,69 + 0,11 ng/ml), wykazano istotng
statystycznie dodatnig korelacje z masg ciata (r=0,227, p<0,001), warto$cig wskaznika BMI
(r=0,133, p=0,005) we wszystkich badanych grupach (masa ciata prawidtowa, nadwaga oraz

otylo$¢). Réznice statystycznie istotng zaobserwowano pomigdzy grupa z prawidtowa masa
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ciata a grupa pacjentow otytych (log. stezenia DPP IV odpowiednio 2,67 ng/ml vs. 2,71,
p<0,009). Podobne zaleznosci zaobserwowano pomig¢dzy grupa z prawidlowa masa ciata
a grupa z otyloscia pod wzgledem wartosci wskaznika BMI (20,78 kg/m? vs. 27,27 kg/m?,
p<0,001) [Lee i wsp., 2017].

Interesujace wyniki przedstawit zespot niemieckich naukowcow, wykazujac wyzsze
stezenie DPP IV u otylych pacjentéw w stosunku do oséb z prawidlowg masg ciata oraz
pacjentow z anoreksja (+50%, p<0,05) co byto powodem dodatniej korelacji z BMI (1=0,34,
p=0,004 [Stengel 1 wsp., 2014].

Oceny stezenia DPP IV we wczesnym stadium otytos$ci podjeli si¢ réwniez polscy
badacze, analizujac $rednie st¢zenia tej adipokiny we krwi oséb z prawidtowa i nadmierng
masg ciala, bez towarzyszacych chordob metabolicznych. Uzyskano istotnie wyzsze
(p=0,016) stezenia DPP IV w surowicy krwi u 0s6b z nadmierng masg cialta w porownaniu
do pacjentow wykazujacych prawidlowa masg ciata, a stezenie DPP IV w surowicy krwi
bylo dodatnio skorelowane zarowno z warto$cia wskaznika BMI (r=0,33, p=0,004), jak
1z masg ciata (r=0,27, p=0,024). Badania te pokazuja, ze juz we wczesnym stadium otytosci
rozwija si¢ stan zapalny tkanki thuszczowej o niskim stopniu nasilenia, powodujac wzrost
stezenia DPP IV i1 zwigzane z nim zaburzenia metaboliczne [Olejnik i wsp., 2018].

Nie wszystkie prace potwierdzaja zwigzek stezenia DPP IV z podwyzszong
warto$cig wskaznika BMI. Badania przeprowadzone na grupie 124 koreanskich pacjentek
po menopauzie nie wykazaty istotnych rdznic w st¢zeniu DPP IV pomiedzy grupa kobiet
z prawidlowg masg ciala a grupa kobiet z nadwagg (623,6 vs. 607,1 ng/ml, p=0,479) [Kim
1 wsp., 2016]. Podobne wyniki uzyskano w innej populacji azjatyckiej, w grupie diabetykoéw
u ktorych wykluczono choroby sercowo-naczyniowe. Srednia warto$é DPP IV wérdd tych
pacjentow wynosita 645 + 152 ng/ml 1 nie wykazywala zwiazku ani z warto$cia BMI, ani
z obwodem talii [Cho i wsp., 2019].

Istnieje niewiele badan wykazujacych role DPP IV w cigzy. Japonscy badacze
udowodnili obecnos$¢ tego biatka w tozysku i blonach ptodowych [Imai 1 wsp., 1994].
Kolejne prace wykazaly, Ze znaczenie tej adipokiny w tozysku zwigzane jest z regulacja
wewnatrzmacicznego rozwoju ptodu [Nishikawa i wsp., 2005]. Udowodniono réwniez
spadek aktywnosci tej adipokiny w pierwszych miesigcach cigzy i powrdt do wartosci sprzed
cigzy tuz po porodzie [Krepela i wsp., 1983]. Jedno z badan, analizujace rolg DPP IV jako
biatka zwigzanego z immunoregulacja w populacji chinskiej wykazalo réwniez znaczaca
ekspresje CD26 na limfocytach T kobiet cigzarnych. Badane pacjentki zostaly podzielone
na trzy grupy: grupg¢ 45 kobiet nieciezarnych, grup¢ 55 zdrowych cigzarnych w I trymestrze
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cigzy oraz grupe 25 zdrowych ci¢zarnych w III trymestrze cigzy. Wykazano znaczne rdznice
stezenia DPP IV w osoczu krwi (wyrazanej jako antygen CD26) w poszczeg6lnych grupach
cigzarnych, w tym wyzsze st¢zenie w grupach kobiet cigzarnych w poréwnaniu do kobiet
nieci¢zarnych (p<0,001). Wyzsze stezenie dipeptydylopeptydazy IV wykazano rowniez
poréwnujac cigzarne w 111 trymestrze do cigzarnych w trymestrze I (p=0,014) [Zhao i wsp.,
2012].

W dostepnym pismiennictwie brak jest wynikow badan analizujacych wptyw DPP
IV na nadmierny przyrost masy ciala w cigzy. Prezentowana rozprawa jest prawdopodobnie
pierwsza proba okreslenia takiej korelacji. Uzyskane wyniki wykazaty statystycznie istotne
réznice (p=0,026) pomiedzy badanymi grupami z prawidlowym, niedostatecznym oraz
nadmiernym przyrostem masy ciala. Najwyzsze st¢zenia tej adipokiny wykazywaty cigzarne
z nadmiernym przyrostem masy ciala w cigzy (500,25 £ 219,71 ng/ml) w poréwnaniu do
grupy z prawidlowym (434,45 + 186,20 ng/ml, p=0,04) oraz zbyt matym (406,31 + 148,93
ng/ml, p=0,01). Powyzsze wyniki sugeruja potencjalny udziat dipeptydylopeptydazy IV

Ww patogenezie nadmiernego przyrostu masy ciala u ci¢zarnych.

6.6. Zwiazek polimorfizmow genu PPARG ze st¢zeniem rezystyny i DPP IV

Opublikowano niewiele doniesien dotyczacych wplywu poszczego6lnych
polimorfizméw na st¢zenie adipokin prozapalnych, a ich wyniki sg niejednoznaczne.

W roku 2017 Becer i wsp., analizowali wplyw polimorfizmu Prol2A4la genu PPARG
na ekspresj¢ adipokin: rezystyny, adiponektyny, leptyny oraz chemeryny. Pacjentow
podzielono pod wzglgdem wartosci BMI na grupy z nadmierng oraz prawidlowa masg ciata.
Oszacowano, ze stgzenie rezystyny u nosicieli zmutowanego allela Ala bylo istotnie
statystycznie wyzsze w grupie pacjentow otytych w poréwnaniu do osob z prawidtowa masg
ciata (8,59 vs. 5,28 ng/ml, p<0,001). Czgstos¢ genotypu homozygotycznego zmutowanego
Ala/Ala rdwniez byla wyzsza w grupie otytych (0,118) w porownaniu do grupy z prawidtowa
warto$cig wskaznika BMI (0,071). W grupie osob otylych stezenie rezystyny wykazywato
statystycznie nizsze wartosci u otytych nosicieli allela Pro (genotyp Pro/Pro 6,74 ng/ml oraz
Pro/Ala 8,8 ng/ml) w poréwnaniu do otytych pacjentéw z genotypem Ala/Ala (9,89 ng/ml),
p<0,001 [Becer i wsp., 2017].

Kolejne badanie, przeprowadzone przez hinduskich badaczy analizowato wplyw
dwoch polimorfizmoéw: Prol2Ala oraz 161 C>T genu PPARG na stgZenie rezystyny
w osoczu krwi. Przebadano grupe 599 pacjentéw obserwujac nizsze stezenie rezystyny

u nosicieli genotypu niezmutowanego w zakresie obydwu polimorfizméw (odpowiednio
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Pro/Pro 11,62 ng/ml oraz 161CC 11,37 ng/ml). W przypadku genotypu zawierajgcego co
najmniej jeden zmutowany allel (Pro/Ala oraz Ala/Ala i 161CT oraz 161TT) stezenia te
wynosity odpowiednio 12,42 ng/ml i 12,99 ng/ml [Haseeb i wsp., 2009]. W prezentowanej
rozprawie wykazano odwrotng zalezno$¢. Kobiety cigzarne, nosicielki niezmutowanego
genotypu w przypadku obydwu polimorfizméw wykazywaly wyzsze stezenie rezystyny
(odpowiednio Pro/Pro 13,80 = 4,58 ng/ml oraz 16/CC 13,78 + 4,56 ng/ml), natomiast
nosicielki genotypu zawierajacego co najmniej jeden zmutowany allel wykazywaty nizsze
stezenie rezystyny (odpowiednio Pro/Ala 13,31 = 5,67 ng/ml oraz Ala/Ala 11,40 £ 2,80
ng/mli /61CT 13,19 £ 5,97 ng/ml oraz 16177 12,57 + 2,15 ng/ml).

Zblizone wyniki do rezultatow otrzymanych w prezentowanej rozprawie uzyskano
w populacji japonskiej, gdzie wyzsze stezenie rezystyny w osoczu krwi wykazywali
pacjenci z genotypem niezmutowanym Pro/Pro polimorfizmu Prol2Ala w porownaniu do

nosicieli genotypoéw Pro/Ala i Ala/Ala (odpowiednio 11,6 vs. 10,4 pg/l [Osawa i wsp., 2009].

W badaniu Grygiel Goérniak 1 wsp. [2016], w grupie pacjentek z PCOS analizowano
polimorfizm Prol2Ala oraz 161C>T genu PPARG oraz st¢zenie rezystyny u kobiet w wieku
pomenopauzalnym. Autorzy przedstawili niewielkie, nieistotne statystycznie roznice
stezenia rezystyny (wartosci zlogarytmowane) w surowicy krwi (2,72 vs. 3,23 ng/ml)
pomiedzy pacjentkami z nadmierng masg ciata (BMI <30 kg/m?), a kobietami otytymi
(BMI>30). W catej badanej grupie nosicielki genotypu niezmutowanego Pro/Pro
wykazywaly stezenie rezystyny nizsze niz nosicielki genotypu zawierajacego co najmniej
jeden zmutowany allel (2,74 vs. 3,63 ng/ml), r6znica nie byla jednak istotna statystycznie
(p=0,133). Podobnie w przypadku polimorfizmu /6/C>T, nosicielki genotypu /6/CC
wykazywaly stezenie rezystyny nizsze niz kobiety nosicielki genotypu zawierajacego

zmutowany allel 71617 (2,79 vs. 3,64 ng/ml), p=0,16 [Grygiel-Gorniak i wsp., 2016].

Pomimo, ze wiele raportow podkresla role rezystyny jako markera otylosci,
w badaniach pochodzacych z Meksyku nie znaleziono korelacji pomigdzy polimorfizmem
Prol2Ala a st¢zeniem rezystyny w grupach z nadmierng masg oraz prawidtowa masg ciata
w zakresie wartosci BMI. W badaniu tym $§rednie wartosci rezystyny byly nizsze u oséb
z prawidlowg warto$cig wskaznika BMI w porownaniu do pacjentdow z nadwagg oraz
pacjentow z otytoscia (8,4 vs. 9,7 1 10,5 ng/ml). Wartosci te w poszczegodlnych grupach nie
byty jednak zalezne od Zadnego z genotypdéw polimorfizmu Prol2Ala [Vazquez-Del
Mercado 1 wsp., 2015].
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Wplyw wariantow polimorficznych genu PPARG na stgzenie rezystyny
modyfikowany jest przez czynniki sSrodowiskowe, potwierdzajac istotng rolg zaleznosci gen-
srodowisko. Interesujagce wyniki w tym zakresie przedstawiono analizujac zwigzek
polimorfizmu Prol2A4la z fenotypem adipocytow modulowanym poprzez suplementacj¢
kwasu DHA w zroznicowanej dawce. Powszechnie wiadomo, ze wiele adipokin, w tym
rezystyna, adiponektyna oraz TNFa znajdujg si¢ pod kontrolg transkrypcyjna PPARY, ktory
ulega ekspresji w tkance tluszczowej. Wykazano, ze nadekspresja PPARYy zmniejsza
ekspresje prozapalnej rezystyny oraz TNFa, zwigkszajac przy tym synteze przeciwzapalnej
adiponektyny. Obecno$¢ niektorych wariantéw polimorfizmu Prol2A4la korelowata
z ostabieniem tych efektow, co wigcej wptyw tego polimorfizmu na ekspresje¢ adipokin
uzalezniony byt od ilosci dostarczonego DHA. Zaobserwowano, ze zwigkszenie dawki DHA
niwelowalo wplyw polimorfizmu Prol2Ala na akumulacj¢ lipidow [Wan 1 wsp., 2019].

Interesujace doniesienia pokazujg rowniez, ze zwigzku polimorfizmu Prol2Ala
z otyltoscig nie nalezy oceniac poprzez pryzmat masy ciata definiowanej tylko jako wskaznik
BMI, poniewaz nie uwzglednia on r6znic w masie tkanki thuszczowej trzewnej 1 podskorne;.
Definiujac masg tkanki thuszczowej tylko jako warto$¢ wskaznika BMI, tatwo pominac¢ takie
aspekty jak odmienne proporcje tkanki trzewnej i podskoérnej charakterystyczne dla
poszczeg6lnych grup etnicznych. Wieksza ekspresj¢ prozapalnych adipokin wykazuje
tkanka thuszczowa trzewna, dlatego stezenie prozapalnych adipokin, w tym rezystyny bedzie
tym samym wigksze u 0s6b z dominujaca tkanka thuszczowa trzewna w poréwnaniu do oso6b
z dominujacg tkanka thuszczowa podskorng. Rodza; dominujacej tkanki thuszczowej oraz
ilos¢ 1 jakos¢ spozywanych w diecie tluszczy moze thumaczy¢ roznice w doniesieniach
naukowych dotyczace zwigzku polimorfizmu Prol2Ala z otytoscia oraz ze stgzeniem
rezystyny [Aguayo-Armenddriz i wsp., 2018]. Stwierdzona wigksza zdolno$¢ kumulacji
PUFA w tkance ttuszczowej u nosicieli zmutowanego allela A/a [Stumvoll i wsp., 2001] oraz
wieksza podatnos$¢ na utrate nadmiernej masy ciala u nosicieli niezmutowanego allela Pro
[Lapice 1 wsp., 2014] dowodzi, jak istotng role odgrywaja w przypadku tego polimorfizmu
czynniki Srodowiskowe, typu dieta i tryb zycia.

Dostepne $wiatowe pismiennictwo nie pokazuje zwigzku pomigdzy stezeniem
prozapalnej dipeptydylopeptydazy IV we krwi a polimorfizmami Prol2A4la oraz 161C>T
genu PPARG. Wyniki przedstawione w prezentowanej pracy sg prawdopodobnie pierwszg
proba oceny tych powiazan. DPP IV ulega ekspresji w wielu tkankach i narzadach, w tym
w tkance tluszczowej, macicy oraz tozysku, jednak jej znaczenie jako prozapalnej adipokiny

jest jeszcze mato poznane. Udowodniono, ze ekspresja DPP IV zwigksza si¢ w adipocytach
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na wielu etapach ich réznicowania si¢, wptywajac na wzrost ekspresji PPARy. Powoduje to
nasilenie adipogenezy i wzmozong kumulacj¢ tkanki tluszczowej [Rosmaninho-Salgado
1 wsp., 2012]. Wykazano rowniez zwiagzek podwyzszonego stezenia DPP IV w osoczu
1 surowicy krwi u pacjentdw z nadmierng masa ciata [Lamers i wsp., 2011, Lee i wsp., 2017].

Badania przeprowadzone w ramach prezentowanej rozprawy doktorskiej
analizowaly zwigzek stezenia DPP IV z polimorfizmem Prol2Ala oraz 161C>T genu
PPARG. W calej badanej grupie pacjentek najwigksze st¢zenia tej adipokiny zaobserwowano
u nosicielek genotypu homozygotycznego zmutowanego obydwu badanych polimorfizméw
(odpowiednio Ala/Ala 563,66 + 166,07 ng/mli 161TT 521,73 £ 154,36 ng/ml) w pordwnaniu
do nosicielek genotypu niezmutowanego tego wariantu genu (odpowiednio Pro/Pro 444,40
+ 187,84 ng/ml oraz 161CC 436,60 £ 190,98 ng/ml). W zakresie polimorfizmu Prol2Ala,
interesujace, istotne statystycznie rdznice zaobserwowano poréwnujac st¢zenia DPP IV
w grupie z nadmiernym cigzowym przyrostem masy ciata (504,49 + 207,30) do stezen tego
biatka w grupie z niedostatecznym przyrostem masy ciata w cigzy (424,57 + 154,03 ng/ml,
p=0,042). Analizujac st¢zenie DPPIV w korelacji z polimorfizmem /6/C>T uzyskano
réznice statystycznie istotng p=0,043 w analogicznych grupach. Uzyskane wyniki moga
wskazywa¢ na prawdopodobny zwigzek stezen DPP IV z wystapieniem nadmiernego
przyrostu masy ciata, zar6wno w przypadku polimorfizmu Prol2Ala, jak i 161C>T genu

PPARG.

6.7. Rola nutrigenomiki i nutrigenetyki w rozwoju otylosci

Szybki postep technik biologii molekularnej 1 genetyki otworzyl nowe mozliwosci
skutecznej walki z epidemia otylosci. Nutrigenomika i nutrigenetyka to obiecujace,
intensywnie rozwijajace si¢ dziedziny nauki. Podczas gdy nutrigenomika analizuje wptyw
sktadnikéw diety na ekspresj¢ 1 regulacj¢ gendéw, nutrigenetyka zajmuje si¢
uwarunkowaniami genetycznymi indywidualnej reakcji organizmu na skfadniki diety
1 korzysta z najnowszych osiggnie¢ w zakresie badan asocjacyjnych genomu. Celem
nutrigenetyki jest identyfikacja gendéw oraz poszczegoélnych wariantow polimorficznych
odpowiedzialnych za indywidualng reakcj¢ organizmu na sktadniki pokarmowe dostarczane
z dieta [Sharma 1 wsp., 2017].

Brak mozliwosci skutecznej prewencji 1 leczenia otyloSci oraz chorob
metabolicznych z nig zwigzanych sprawia, ze duze nadzieje wigze si¢ obecnie z dietetyka
spersonalizowana, biorgca pod uwage szereg czynnikow wplywajacych na ksztaltowanie

fenotypoéw metabolicznych [Grabowski 1 wsp., 2020]. Wplyw bioaktywnych sktadnikow
99



zawartych w diecie na ekspresje genow zostal wielokrotnie udowodniony, jednak
mechanizmy molekularne pomigdzy wariantami polimorficznymi gendéw a predyspozycja
do poszczegolnych chordb cywilizacyjnych nie sg jeszcze w petni poznane [Horne i wsp.,
2019].

Gen PPARG jest jednym z obiecujacych genéw, ktorego warianty polimorficzne
moga zosta¢ wykorzystane w personalizacji diety u 0os6b z nadwagg i otylo$ciag. Poniewaz
naturalnymi ligandami receptora PPARY sg kwasy tluszczowe, a sam receptor pelni rolg
czujnika lipidowego, stosowana dieta moze mie¢ zasadniczy wptyw na modulowanie funkcji
tego receptora u nosicieli poszczeg6lnych wariantéw polimorficznych tego genu. Wigkszos¢
badan wykazuje, ze dieta wysokottuszczowa, wysokoenergetyczna
1 wysokoweglowodanowa czesciej powoduje rozw0j otytosci u nosicieli zmutowanego
allela Ala genu PPARG. Wplyw niewlasciwej diety zwigzany z warto$ciag wskaznika BMI,
sktadem tkanki thuszczowej oraz parametrami metabolicznymi jest wigkszy w przypadku
nosicieli genotypdw zawierajacych przynajmniej jeden allel 4/a. Wykazano tez, ze nosiciele
niezmutowanych alleli Pro sa bardziej podatni na utrate nadmiernej masy ciata w przypadku
utrzymywania aktywnosci fizycznej 1 przestrzegania zdrowej diety [Lapice 1 wsp., 2014].
Jednoczesnie badanie brazylijskie analizujace zwigzek wariantéw polimorficznych
Prol24la genu PPARG z suplementacja wielonienasyconymi kwasami pokazato, ze ich
spozywanie wplywa na zmniejszenia odktadania tkanki tluszczowej u nosicieli
zmutowanego allela Ala [Rodrigues i wsp., 2018].

Interesujgce wyniki, wykazujace wptyw wariantu polimorficznego Prol2A4la genu
PPARG na efektywno$¢ stosowanej diety, przedstawiono w pracy polskich badaczy
z Poznania. W badaniu uczestniczyty 144 kobiety po menopauzie z otylo$cia centralna, ktore
przez 16 tygodni stosowaly losowo jedna z niskokalorycznych diet — srodziemnomorska lub
srodkowoeuropejska. W calej badanej grupie nosicielki zmutowanego allela Ala
wykazywaly wyzszy procent tluszczu brzusznego w porownaniu do kobiet z genotypem
niezmutowanym Pro/Pro, p<0,05. Co ciekawe, po zakonczeniu badania, pacjentki
z genotypem Pro/Ala lub Ala/Ala wykazywaty wigksza niz pacjentki z genotypem Pro/Pro
utrate masy ciata w przypadku zastosowania diety $rodkowoeuropejskiej, lub wieksza
redukcje thuszczu brzusznego i obwodu talii w przypadku diety $rdédziemnomorskiej
[Chmurzynska 1 wsp., 2019].

Dunska analiza sprawdzajaca wptyw kwaséw wielonienasyconych zawartych
w thuszczu rybim na cigzowy przyrost masy ciata u okoto 1000 otytych ciezarnych oraz 1200

szczuplych kobiet w cigzy, nie potwierdzila natomiast istotnej statystycznie zaleznosci
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pomiedzy spozywaniem kwasow wielonienasyconych, wariantami polimorficznymi
Prol2Ala oraz cigzowym przyrostem masy ciala [Larsen i wsp., 2016].

Cickawg obserwacja wydaje si¢ fakt, ze polimorfizmy genéw zwigzanych
Z magazynowaniem energii, w tym warianty genu PPARG, podlegaja ewolucyjnej selekcji
w populacjach. Scacchi i wsp. [2007] pokazuje czestos¢ wystepowania zmutowanego allela
Ala genu PPARG na przykladzie poszczegélnych populacji europejskich. Najwigksza
czesto$¢ zmutowanego allela Ala (0,169), predysponujaca do odktadania tkanki thuszczowe;,
obserwowana jest w populacjach finskich, zyjacych w zimnym klimacie Europy Péinocne;.
Najmniejsza natomiast czesto$¢ wystgpowania allela Ala obserwowana jest w krajach

srédziemnomorskich - na Sardynii (0,046) 1 na potudniu Wtoch (0,054).

6.8. Implikacje kliniczne oraz mozliwosci terapeutycznego wykorzystania agonistow
PPARY oraz inhibitoréw DPP IV

Jedna z mozliwos$ci wykorzystania terapeutycznego wiasciwosci receptora PPARy
jest zastosowanie agonistow receptorow PPARY u pacjentow z cukrzyca, nadci$nieniem oraz
zespotem metabolicznym. Jednymi z pierwszych opisanych egzogennych ligandow
receptorow PPARY wykazujacych wlasciwosci terapeutyczne byty tiazolidynediony (TZD)
(glitazony), odkryte podczas badan dotyczacych lekow stabilizujacych poziom lipidow
w osoczu. Zaobserwowano, ze wykazuja one rdéwniez dziatanie hipoglikemizujace
spowodowane zdolno$cig uwrazliwiania komoérek na insuling. Ze wzgledu na udziat
receptora PPARy w regulacji metabolizmu glukozy 1 proceséw odpornosciowych
syntetyczne ligandy PPARy maja duzy potencjat w leczeniu cukrzycy typu I, ktora jest
chorobg ujawniajacg si¢ na tle immunologicznym [Choi 1 wsp., 2012].

Zauwazono, ze nosicielstwo niektérych wariantow polimorfizmu Prol2Ala
zwigzane jest z obnizeniem ekspresji receptora PPARy 1 moze wywiera¢ korzystne efekty
przeciwzapalne [Helwig 1 wsp., 2007]. Szeroko udokumentowane dziatanie przeciwzapalne
PPARy powoduje pozytywne efekty lecznicze np. we wrzodziejacym zapaleniu jelita
grubego, chorobie Les$nowskiego-Crohna [Wada i1 wsp., 2001]. Najnowsze badania
wskazuja, ze ze wzgledu na swoje mozliwos$ci antyzapalne oraz ekspresj¢ w $rodbtonku
1 nablonku ptucnym receptory PPARy maja szans¢ by¢ wykorzystane rowniez w leczeniu
astmy oskrzelowej [Kytikova 1 wsp., 2020]. Istnieje wiele doniesien na temat skutecznosci
prob leczenia agonistami PPARy chordéb neurodegeneracyjnych o podiozu zapalnym

[Skerrett 1 wsp, 2014, Iglesias i wsp., 2017].
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Podsumowujac, agoni$ci PPARYy stanowig atrakcyjny cel terapeutyczny nie tylko
w przypadku chorob wywotujacych zesp6t metaboliczny, ale dzigki swoim wlasciwosciom
antyzapalnym daja duze nadzieje na ukierunkowane, celowane leczenie chorob
autoimmunologicznych, sercowo-naczyniowych, neurologicznych a w przysztosci by¢
moze réwniez powiklan potozniczych.

Inhibitory DPP IV wydaja si¢ by¢ kolejna, interesujaca opcja terapeutyczng.
Dipeptydylopeptydaza IV poprzez swojg aktywnos$¢ enzymatyczng, wykazuje zdolnos¢
wybiorcze] degradacji  jelitowych hormonoéw inkretynowych GLP-1 oraz GIP,
odpowiadajacych za popositkowe wydzielanie insuliny. Zastosowanie wigc syntetycznych
inhibitorow tego enzymu, tzw. gliptyn skutecznie zapobiega hiperglikemii przedtuzajac
insulinotropowe dzialanie inkretyn [Bae, 2016].

Zastosowanie ukierunkowanych inhibitorow DPP IV wykazywato nie tylko
zwigkszenie insulinowrazliwosci ale i protekcyjne dziatanie na migsien sercowy i uktad
krazenia [Pala i wsp., 2013]. Istnieja rowniez doniesienia, ze ochronne dziatanie na uktad
sercowo-naczyniowy inhibitoréw DPP IV moze nastgpowaé poprzez redukcje wolnych
rodnikow tlenowych w szlaku niezaleznym od insuliny [Drucker, 2013]. Trwaja badania
oceniajace skutecznos$¢ i1 bezpieczenstwo zastosowania inhibitorow DPP IV w cukrzycy
cigzowej oraz zespole policystycznych jajnikow [Oztiirk i wsp., 2019]. Jak dotad, w Europie
zarejestrowano kilka gliptyn (sitagliptyna, saksagliptyna, wildagliptyna, alogliptyna,
linagliptyna).

Jednoczesnie zroznicowane uwalnianie DPP IV z tkanek obserwowane jest w wielu
stanach patologicznych i moze by¢ przydatnym biomarkerem wystapienia 1 postgpu
niektorych chordb. Zwigkszenie stgzenia tej adipokiny w surowicy lub osoczu krwi
obserwowane jest m.in. w otytosci, [Lamers 1 wsp., 2011], niealkoholowym sttuszczeniu
watroby indukowanym dietg [Iwasaki 1 wsp., 2011], wirusowym zapaleniu watroby typu C,
astmie oskrzelowej [Cordero 1 wsp., 2009] oraz osteoporozie [Gotoh i1 wsp., 1997].
Zmniejszone stezenie DPP IV zaobserwowano natomiast w reumatoidalnym zapaleniu
stawOw [Hagihara i wsp., 1987] 1 na poczatku cigzy [Krepela 1 wsp., 1983]. Wykorzystanie
DPP IV jako biomarkera wielu chordb jest obecnie przedmiotem badan.

Korzystne, modulowane przez przytaczanie ligandéw, dziatanie receptorow PPARY
oraz duzy potencjat terapeutyczny inhibitorow DPP IV zasluguja na dalsze intensywne
badanie ich szlakow sygnatowych. Badania w tym zakresie pozwolg na wskazanie nowych,

skuteczniejszych strategii diagnostycznych 1 leczniczych diabetologii, immunologii,
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kardiologii 1 onkologii, a by¢ moze réwniez w przysziosci w ginekologii i perinatologii

[Chandra i wsp., 2008, Bae, 2016, Yazbeck 1 wsp., 2018].
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6.9. Podsumowanie

Otytos¢ jest jedng z najpowazniejszych chordéb cywilizacyjnych XXI wieku.
Nadmierna masa ciala kobiet w wieku rozrodczym stanowi znaczacy problem zwtaszcza
w dziedzinie perinatologii, wigzac si¢ z gorszymi efektami leczenia nieptodnosci,
utrudniajagc  diagnostyke prenatalng oraz wywotujac wiele powiktan cigzowych
1 okotoporodowych zar6wno u matki, jak i u potomstwa.

Opisanie roli receptora PPARy jako najwazniejszego regulatora adipogenezy
spowodowato duze zainteresowanie badaczy tkanka ttuszczowsg jako aktywnym narzadem
endokrynnym, wydzielajagcym anty-i prozapalne adipokiny. Réznicowanie adipocytow jest
ztozonym szlakiem kontrolowanym przez ekspresje wielu genow regulatorowych oraz
czynnikow transkrypcyjnych. Gtéwnym i1 kluczowym genem regulujacym adipogeneze
a takze homeostaze weglowodandw 1 lipidéw jest analizowany w prezentowanej pracy gen
PPARG. Nalezy on do tzw. oszczednych genow (thrifty gene), zapewniajacych kumulowanie
thuszczu jako rezerwy energetycznej, mozliwej do wykorzystania w niesprzyjajacych
warunkach.

Szeroko pojeta edukacja kobiet w zakresie zmiany stylu zycia, unormowania
parametréw metabolicznych 1 uzyskania prawidlowej masy ciala jeszcze w okresie
planowania cigzy wydaje si¢ mie¢ kluczowa rolg w zapobieganiu jej powiktan. Ze wzgledu
na ograniczone mozliwos$ci skutecznego leczenia otytosci i zwigzanych z nig zaburzen duze
nadzieje wigze si¢ ostatnio z zywieniem precyzyjnym, dostosowanym do indywidualnych
predyspozycji genetycznych 1 epigenetycznych. Cigzowy przyrost masy ciala jest
potencjalnie modyfikowalnym czynnikiem, a jego prawidlowy zakres moze w znacznym
stopniu zapobiega¢ powiklaniom towarzyszacym gromadzeniu si¢ nadmiernej masy tkanki
thuszczowe;j. Stad wydaje sig¢, ze stosowanie odpowiedniej diety moze mie¢ duzy wpltyw na
przyrost masy w ciazy, jak rowniez na modulowanie funkcji receptora PPARy w zalezno$ci
od obecnosci poszczegdlnych wariantdow polimorficznych. Jednoczes$nie adipokiny
prozapalne, w tym rezystyna i dipeptydylopeptydaza IV moga stanowi¢ miarodajny,
nieinwazyjny biomarker zaburzen metabolicznych.

Interesujaca kwestig jest réwniez skorzystanie z zindywidualizowanej opieki
prenatalnej dotyczacej poradnictwa w zakresie genetyki oraz nutrigenetyki. Intensywny
rozw0j stosunkowo nowych obszarow nauki jakimi sg nutrigenomika i1 nutrigenetyka ma
szans¢ ztagodzi¢ negatywne skutki i obnizy¢ rosnaca gwattownie juz od wielu lat czestosé
wystgpowania otytosci 1 chorob metabolicznych u cigzarnych, dzigki wykorzystaniu wiedzy

o wpltywie polimorfizméw gendow zwigzanych z otylo$cig na przebieg cigzy.
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. WNIOSKI

Wysoka warto$¢ wskaznika BMI przed cigza zwigzana jest z ryzykiem nadmiernego

przyrostu masy ciata w ciazy.

. Analiza obydwu badanych polimorfizméw Prol2Ala oraz 161C>T genu PPARG nie
wskazuje na bezposredni zwigzek tych wariantow z etiologig nadmiernego przyrostu

masy ciala.

. Analiza czesto$ci wystepowania haplotypéw wskazuje, ze warianty zawierajace
zmutowane allele obydwu badanych polimorfizméw Prol2Ala oraz 161C>T genu
PPARG moga by¢ zwigzane z patogeneza nadmiernego przyrostu masy ciata

u ciezarnych.

Obserwowane wyzsze stezenie dipeptydylopeptydazy IV w surowicy krwi u cigzarnych
z nadmiernym przyrostem masy ciala sugeruje mozliwy udzial tej adipokiny w etiologii
tego powiktania.

. Asocjacja genotypdéw homozygotycznych niezmutowanych Prol2Ala oraz 161C>T
genu PPARG z wyzszymi stezeniami dipeptydylopeptydazy IV u cigezarnych
z nadmiernym przyrostem masy ciala wskazuje na mozliwy wplyw tych wariantow na

poziom DPP IV.
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8. STRESZCZENIE W JEZYKU POLSKIM

Otylos¢ jest jedna z najpowazniejszych chorob cywilizacyjnych XXI wieku.
Nadmierna masa ciafa i otylo$¢ u kobiet ciezarnych moze by¢ przyczyna licznych powiklan
zarbwno w przebiegu cigzy, jak 1 powiktan okotoporodowych dotyczacych matki 1 dziecka.
Nadmierny przyrost masy ciata w cigzy zwigzany jest z hipertrofig i hiperplazja adipocytow,
pod wplywem czynnikdw genetycznych, metabolicznych lub srodowiskowych. Gléwnym
genem regulujacym adipogenez¢ jest gen PPARG a niektore zjego wariantow
polimorficznych majg zwigzek z nadmiernym przyrostem tkanki tluszczowej oraz
zaburzeniem homeostazy energetycznej organizmu.

Celem pracy byta proba oceny czestosci wystepowania wybranych polimorfizmow
genu PPARG oraz ich zwigzek ze st¢zeniem adipokin: rezystyny i dipeptydylopeptydazy IV
u kobiet ci¢zarnych z nadmiernym przyrostem masy ciata. Cel ten zrealizowano poprzez
oceng czestosci wystepowania genotypow 1 alleli polimorfizméw Prol2Ala oraz 161C>T
genu PPARG oraz oceng stgzen rezystyny i dipeptydylopeptydazy IV w surowicy krwi
pacjentek. Analizie poddano réwniez korelacje stezenia badanych adipokin
z polimorfizmami genu PPARG. Ponadto przeanalizowano zwigzek badanych
polimorfizméw genu PPARG oraz st¢zenia adipokin z wybranymi parametrami klinicznymi
cigzarnych.

Material i metody: Do badania zakwalifikowano 367 kobiet ($redni wiek 30,89 lat,
sredni czas zakonczenia cigzy 39,03 tydzien, Srednia masa ciala przed ciaza 74,71 kg, Srednia
masa ciata pod koniec cigzy 89,26 kg), bedacych pacjentkami Kliniki Perinatologii i Choréb
Kobiecych Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu (2018-2020). Wszystkie pacjentki
nalezaly do rasy kaukaskiej 1 byly narodowosci polskiej, z potwierdzong pojedyncza,
donoszona cigzg o prawidtlowym przebiegu. U kazdej ci¢zarnej odnotowano szczegdtowy
wywiad potozniczy oraz parametry kliniczne. Dla kazdej pacjentki obliczono réwniez
wskaznik BMI oraz podzielono je na trzy grupy ze wzgledu na cigzowy przyrost masy ciala:
niedostateczny (grupa IGWG), prawidlowy (grupa NGWG) oraz nadmierny (grupa EGWGQG).
Oceniono czgsto$¢ wystepowania polimorfizméw Prol2Ala oraz 161C>T genu PPARG z
wykorzystaniem metody reakcji tahcuchowej polimerazy (PCR) oraz polimorfizmu dtugosci
fragmentow restrykcyjnych (RFLP) (367 cigzarnych). Metoda immunoenzymatyczng
ELISA oznaczono st¢zenia bialek w surowicy krwi (170 cigzarnych). Analize¢ statystyczng
uzyskanych w pracy wynikow wykonano z zastosowaniem oprogramowania R (wersja

4.0.2), programu Haploview (wersja 4.2) oraz pakietu haplo.stats programu R.
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Wyniki: podczas analizy prawidlowy przyrost masy ciala w cigzy wykazano
u 26,2% pacjentek (grupa NGWG), u 20,4% zbyt maty (grupa IGWG), a u 53,4% nadmierny
(grupa EGWG). Prawidtowa wartos¢ wskaznika BMI przed cigza odnotowano u 43,1%
kobiet, niedowage u 3,0%, nadwage u 25,3%, a otylo$¢ u 28,6% pacjentek. Nadmierny
przyrost masy ciata najczesciej wystepowal u kobiet z otyloscig (37,2%), nastepnie z
nadwaga (35,2%) oraz u 27,6% z prawidlowym BMI przed cigza. U Zadnej pacjentki z
niedowagg nie stwierdzono nadmiernego przyrostu masy ciata w cigzy. U kobiet z wysokim
wskaznikiem BMI przed cigzg zaobserwowano wigksze ryzyko nadmiernego przyrostu
masy ciata w cigzy (OR=5,50 w grupie kobiet z nadwaga, p<0,0001; OR=3,29 w grupie
kobiet z otytoscia, p=0,0001).

Analizujac dane kliniczne pacjentek w badanej grupie, istotne statystycznie
roéznice obserwowano w badanych grupach w zakresie masy ciata oraz wskaznika BMI przed
i pod koniec cigzy (p<0,001). Ciekawa obserwacja bylo odnotowanie najwickszej liczby
porodow samoistnych u pacjentek z grupy NGWG (55,21%). U ponad 52,55% kobiet z
grupy EGWG oraz 54,67% kobiet z grupy IGWG cigzg ukonczono na drodze cigcia
cesarskiego. Analiza danych klinicznych noworodkéw wykazata najwigksza mase ciata u
noworodkow pacjentek z grupy EGWG (3601,04 = 553,59 g), najmniejsza u noworodkow
pacjentek z grupy IGWG (3328,72 £ 496,69 g) (p=0,0003).

W zakresie polimorfizmu Prol2Ala genu PPARG genotyp typu dzikiego odnotowano
u 65,12% pacjentek, genotyp heterozygotyczny u 30,25% oraz genotyp homozygotyczny
zmutowany u 4,63% kobiet. Dla polimorfizmu 7/6/C>T genu PPARG genotypy
wystepowaty odpowiednio: genotyp niezmutowany /6/CC u 68,12% cigzarnych, genotyp
heterozygotyczny 161CT u 28,07% oraz genotyp homozygotyczny zmutowany /6/77T u
3,81% ciezarnych.

W zakresie polimorfizmu Prol2Ala zaobserwowano czestsze wystgpowanie genotypow
zawierajacych zmutowany allel Ala w grupie EGWG (genotyp Pro/Ala: 32,7% vs. 31,2% 1
22,7% 1 genotyp Ala/Ala: 5,6% vs. 4,2% 1 2,7% odpowiednio u kobiet z grup EGWG 1
IGWG). Réznice te jednak nie byly statystycznie istotne. Allel Ala zwigkszal ryzyko
nadmiernego przyrostu masy ciata w ciazy o 73% u ci¢zarnych z EGWG w poréwnaniu do
grupy IGWG (OR=1,73, p=0,038). Rowniez w modelu dominujacym (Pro/Pro vs. Pro/Ala 1
Ala/Ala) w zakresie tego polimorfizmu odnotowano réznicg statystycznie istotng pomiedzy
grupami IGWG 1 EGWG (OR=1,83, p=0,042).

Dla wariantu 16/C>T genu PPARG zaobserwowano czestsze wystepowanie genotypu

zawierajacego obydwa zmutowane allele /6177 w grupie kobiet EGWG (5,1% vs. 4,1%
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w grupie NGWG, OR=0,81, p=0,937). Podobnie zaobserwowano czestsze wystepowanie
zmutowanego allela /61T w grupie EGWG (19,4%), w poréwnaniu do grupy NGWG
(18,8%) oraz IGWG (12,7%) IGWG vs. EGWG: OR=1,72, p=0,07). Zaobserwowano takze,
ze genotyp zawierajacy zmutowany allel Ala (Pro/Ala 1 Ala/Ala) czg$ciej wystgpowal u
kobiet otytych przed cigza, w poroéwnaniu z osobami z prawidlowg masg ciata przed ciaza
(46,7% vs. 29,7%, OR=2,07, p=0,006).

Srednie stezenie rezystyny w catej grupie 170 kobiet wynosito 13,60 + 4,86 ng/ml,
natomiast DPP IV 447,41 + 190,59 ng/ml. Nie stwierdzono réznic statystycznie istotnych
pomigdzy S$rednimi warto§ciami uzyskanymi dla rezystyny w poszczegoélnych grupach
kobiet z EGWG, NGWG oraz IGWG (p=0,938). Natomiast $rednie wartosci DPP IV rdznily
si¢ statystycznie istotnie w badanych grupach (p=0,026), 1 byly najwyzsze w grupie kobiet
zEGWG 500,25 + 219,71 ng/ml vs. 434,45 + 186,20 ng/ml w grupie NGWG (p=0,04) oraz
406,31 + 148,93 ng/ml w grupie IGWG (p=0,01). Zaobserwowano takze, ze korelacja
pomigdzy stezeniem rezystyny i DPP IV byta najsilniejsza w grupie EGWG (1=0,3,
p=0,023), stabsza w grupie NGWG (r=0,17, p=0,22) 1 najstabsza w grupie IGWG (1=0,041,
p=0,77).

Najwyzsze stezenie rezystyny odnotowano u nosicielek genotypu homozygotycznego
niezmutowanego dla obydwu badanych polimorfizmow Prol2Ala oraz 161C>T (Pro/Pro:
13,80 + 4,58 ng/ml oraz 161/CC: 13,78 + 4,56 ng/ml), a najnizsze u nosicielek obydwu
zmutowanych alleli (4/la/Ala: 11,40 = 2,80 ng/ml; 161TT: 12,57 £+ 2,15 ng/ml). Odwrotna
zalezno$¢ natomiast stwierdzono dla DPP 1V, gdzie najwyzsze stezenia wystepowaly
u nosicielek genotypu zmutowanego Ala/Ala 1 161TT (odpowiednio 563,66 = 166,07 ng/ml
oraz 521,73 + 154,36 ng/ml). Obserwowane rdznice nie byly istotne statystycznie.

Natomiast dla DPP IV zaobserwowano statystycznie istotng réznic¢ pomie¢dzy $rednim
stezeniem tej adipokiny u nosicielek genotypdw homozygotycznych niezmutowanych
Pro/Pro oraz 161CC wariantu /61C>T pomiedzy grupami NGWG oraz EGWG. Srednia dla
kobiet z genotypem Pro/Pro bylta znaczaco wyzsza u kobiet z grupy EGWG 1 wynosita
504,49 + 207,30 ng/ml vs. 402,55 + 188,25 ng/ml u kobiet z grupy NGWG, p=0,042.
Podobnie dla wariantu /6/C>T $rednie st¢zenie DPP IV u kobiet z genotypem /61 CC bylo
znaczgco wyzsze u kobiet z grupy EGWG 1 wynosito 498,97 + 214,65 ng/ml vs. 397,89 +
185,82 ng/ml u kobiet z NGWG, p=0,043.

Podczas analizy wspolwystepowania genotypow wariantow genu PPARG
zaobserwowano, ze najcze$ciej] w badanej grupie kobiet wystgpowala kombinacja

genotypow homozygotycznych niezmutowanych ProPro/CC (61,0%).
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Analizujac frekwencje wszystkich czterech mozliwych do uzyskania haplotypow w
badanych grupach kobiet zaobserwowano statystycznie istotng rdznice w czestosci
wystepowania haplotypu ProC pomiedzy grupami kobiet IGWG oraz EGWG (OR=0,579,
p=0,028). Wykazano réwniez, ze nosicielstwo pojedynczej kopii haplotypu ProT
wystepujace u mniej niz 2% badanych kobiet zwigksza stezenie dipeptydylopeptydazy IV o
30,17 ng/ml (p<0,001), w poréwnaniu z nosicielstwem dwoéch kopii referencyjnego

haplotypu ProC.

Whioski:

1. Wysoka warto$§¢ wskaznika BMI przed cigza zwigzana jest z ryzykiem nadmiernego
przyrostu masy ciata w cigzy.

2. Analiza obydwu badanych polimorfizméw Prol2Ala oraz 161C>T genu PPARG nie
wskazuje na bezposredni zwigzek tych wariantow z etiologia nadmiernego przyrostu
masy ciata.

3. Analiza czgstosci wystepowania haplotypéw wskazuje, ze warianty zawierajace
zmutowane allele obydwu badanych polimorfizméw Prol2Ala oraz 161C>T genu
PPARG moga by¢ zwigzane z patogeneza nadmiernego przyrostu masy ciata
u ciezarnych.

4. Obserwowane wyzsze stezenie dipeptydylopeptydazy IV w surowicy krwi u cigzarnych
z nadmiernym przyrostem masy ciata sugeruje mozliwy udzial tej adipokiny w etiologii
badanego powiktania.

5. Asocjacja genotypdéw homozygotycznych niezmutowanych Prol2Ala oraz 161C>T
genu PPARG z wyzszymi st¢zeniami dipeptydylopeptydazy IV u cigzarnych
z nadmiernym przyrostem masy ciata wskazuje na mozliwy wplyw tych wariantow na

poziom DPP IV.
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9. SUMMARY

Obesity is one of the most serious diseases of civilization of the 21st century.
Excess body weight and obesity in pregnant women can cause numerous complications,
during the pregnancy, and perinatal complications for both the mother and child. Excessive
weight gain in pregnancy is associated with hypertrophy and hyperplasia of the adipocytes,
under the influence of genetic, metabolic, and environmental factors. The main gene
regulating adipogenesis is the PPARG gene, and some of its polymorphic variants are
associated with excessive adipose tissue gain and disturbances to energy homeostasis.

The aim of the study was an attempt to assess the frequency of selected
polymorphisms of the PPARG gene and their relationship with the concentration of the
adipokines: resistin and dipeptidyl peptidase IV in pregnant women with excessive weight
gain. This goal was achieved by assessing the frequency of genotypes and alleles of the
Prol24la and 161C>T polymorphisms of the PPARG gene, and by assessing the
concentrations of resistin and dipeptidyl peptidase IV in the blood serum of patients. The
correlation between the concentration of adipokines and PPARG gene polymorphisms was
also analysed. Moreover, the relationship between the PPARG gene polymorphisms and the
concentration of adipokines with selected clinical parameters of pregnant women was
analysed.

Material and methods: The study included 367 women who were patients of the
Division of Perinatology and Women's Diseases of the University of Medical Sciences in
Poznan between 2018 and 2020 (mean age 30.89 years, average pregnancy length 39.03
weeks, average body weight before pregnancy 74.71 kg, average body weight at the end of
pregnancy 89.26 kg). All patients were Caucasian of Polish origin, with a confirmed single,
reported pregnancy of normal course. In each case, a detailed obstetric history was obtained,
together with clinical parameters. For each patient, the BMI was calculated, and the patients
were divided into three groups based on gestational weight gain: insufficient IGWG group),
normal (NGWG group) and excessive (EGWG group). The incidence of Prol2Ala and
161C>T polymorphisms of the PPARG gene were assessed using the polymerase chain
reaction (PCR) and restriction fragment length polymorphism (RFLP) (in 367 pregnancies).
The ELISA immunoenzymatic method was used to determine serum protein concentrations
(in 170 pregnancies). Statistical analysis was carried out using R software (version 4.0.2),

Haploview (version 4.2) and the haplo.stats R package.
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Results: normal pregnancy related weight gain was determined in 26.2% of patients
(NGWG group), insufficient weight gain was shown in 20.4% (IGWG group), and excessive
weight gain was demonstrated in 53.4% (EGWG group). Normal pre-pregnancy BMI was
reported in 43.1% of women, 3.0% were found to be underweight, 25.3% were overweight,
and obesity was diagnosed in 28.6% of patients. Excessive weight gain was most commonly
observed in women with obesity (37.2%), followed by those who were overweight (35.2%),
and then in those with normal pre-pregnancy BMI (27.6%). Excessive weight gain was not
observed in any of the patients primarily classified as underweight. Women with a high BMI
prior to pregnancy, had a greater risk of excessive weight gain during pregnancy (OR=5.50
in overweight women, p<0.0001; OR=3.29 in obese women, p=0.0001).

When analysing patient clinical data, statistically significant differences were
observed in the studied groups in terms of body weight and BMI before and after pregnancy
(»<0.001). An interesting observation was that the highest number of spontaneous births was
recorded in NGWG patients (55.21%). More than 52.55% of EGWG women and 54.67% of
IGWG women had a caesarean section. An analysis of clinical data from newborns showed
that the highest body weight for newborns was observed among EGWG mothers (3601.04 +
553.59 g), the lowest body weight for newborn patients was seen in the IGWG group
(3328.72 +496.69 g) (p=0.0003).

In the case of Prol2Ala polymorphisms of PPARG, the wild-type genotype was
determined in 65.12% of patients, 30.25% were heterozygotic, and 4.63% of the women
were homozygous for the mutated genotype. For the /6/C>T polymorphism of the PPARG
gene, the genotypes were as follows: the unmutated /6/CC genotype was noted in 68.12%
of pregnant women, the heterozygotic phenotype was seen in 28.07%, and the homozygotic
mutated /617T genotype was detected in 3.81% of pregnancies.

In the case of Prol2A4la polymorphism, patients in the EGWG had a higher incidence of
genotypes containing the mutant A/a allele (Pro/Ala genotype: 32.7% vs. 31.2% and 22.7%,
and Ala/Ala genotype: 5.6% vs. 4.2% and 2.7% in EGWG and IGWG women, respectively).
These differences were not, however, statistically significant. The 4/a allele increased the
risk of excessive weight gain by 73% in patients from the EGWG group, in comparison to
those from the IGWG group (OR=1.73, p=0.038). In the dominant model (Pro/Pro vs.
Pro/Ala and Ala/Ala) in terms of this polymorphism, a statistically significant difference was
noted between the IGWG and EGWG groups (OR = 1.83, p=0.042).

For variant /6/C>T of the PPARG gene, a higher incidence of the genotype containing
both mutant /6177 alleles was observed in the EGWG women's group (5.1% vs. 4.1% in the
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NGWG group, OR=0.81, p=0.937). Similarly, a higher incidence of the mutant /61T allele
was observed in the EGWG group (19.4%), when compared with the NGWG group (18.8%)
and the IGWG (12.7%) (IGWG vs. EGWG: OR=1.72, p=0.07). It was also observed that
genotypes containing the mutant 4la allele (Pro/Ala and Ala/Ala) was more common in
obese women prior to pregnancy, compared with those with normal body weight before
pregnancy (46.7% vs.29.7%, OR=2.07, p=0.006).

The mean resistin concentration across the whole group of 170 women was 13.60 +
4.86 ng/ml, and DPP IV 447.41 £ 190.59 ng/ml. There were no statistically significant
differences between the mean values obtained for resistin in individual groups of women
with EGWG, NGWG and IGWG (p=0.938). Meanwhile, mean values of DPP IV differed
significantly in the studied groups (p=0.026) and were the highest in the group of women
with EGWG 500.25 +219.71 ng/ml vs. 434.45 + 186.20 ng/ml in the NGWG group (p=0.04)
and 406.31 = 148.93 ng/ml in the IGWG group (p=0.01). It was also observed that the
correlation between the concentration of resistin and DPP IV was the strongest in the EGWG
group (1=0.3, p=0.023), weaker in the NGWG group (r=0.17, p=0.22) and the weakest in the
IGWG group (r=0.041, p=0.77).

The highest concentration of resistin was recorded in carriers of the homozygous non-
mutated genotype for both tested polymorphisms Prol2Ala and 161C>T (Pro/Pro: 13.80 £
4.58 ng/ml and 161CC: 13.78 +4.56 ng/ml), and the lowest in carriers of both mutant alleles
(Ala/Ala: 11.40 +2.80 ng/ml; 161TT: 12.57 +2.15 ng/ml). An inverse relationship was found
for DPP IV however, where the highest concentrations were found in carriers of the mutant
Ala/Ala genotype and 161TT (563.66 = 166.07 ng/ml and 521.73 + 154.36 ng/ml,
respectively). The observed differences were not statistically significant. For DPP 1V, a
statistically significant difference was observed between the mean concentration of this
adipokine in carriers of the homozygous non-mutated Pro/Pro genotypes and 16/CC of the
161C>T variant between the NGWG and EGWG groups. The average concentration for
women with the Pro/Pro genotype was significantly higher in patients from the EGWG
group and amounted to 504.49 + 207.30 ng/ml vs. 402.55 + 188.25 ng/ml among women
from the NGWG group, p=0.042. Similarly, for the /6/C>T variant, the mean concentration
of DPP IV in women with the /6/CC genotype was significantly higher in women from the
EGWG group and amounted to 498.97 + 214.65 ng/ml vs. 397.89 + 185.82 ng/ml in women
with NGWG, p=0.043.
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When analysing the coexistence of genotypes of PPARG gene variants, it was
observed that, for the group of women studied, the most common was a combination of
homozygous non-mutated ProPro/CC genotypes (61.0%).

When analysing the frequency of all four achievable haplotypes in the studied groups
of women, a statistically significant difference was observed in the frequency of the ProC
haplotype between the IGWG and EGWG groups of women (OR=0.579, p=0.028). It was
also shown that carriage of a single copy of haplotype ProT occured in less than 2% of
women and increases the concentration of dipeptidyl peptidase IV of 30.17 ng/ml (p<0.001),

compared with the reference state.

Conclusions:

1. High pre-pregnancy BMI is associated with increased risk of excessive weight gain
during pregnancy.

2. An analysis of the Prol2Ala and 161C>T polymorphisms of the PPARG gene showed
no direct link between those variants and excessive weight gain.

3. A haplotype analysis showed that variants containing mutated alleles of either the
Prol2A4la or the 161C>T polymorphisms may be involved in the pathogenesis of
excessive weight gain during pregnancy.

4. The observation of increased serum concentrations of dipeptidyl peptidase IV in
pregnant women with excessive weight gain may suggest the involvement of these
adipokines in the aetiology of the studied condition.

5. The association between unmutated homozygous genotypes Prol2Ala and 161C>T of
the PPARG gene, and higher concentrations of dipeptidyl peptidase IV in pregnant
women with excessive weight gain suggests the potential influence of these variants on

the DPP 1V level.
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Collegium Stomatologicum

ul. Bukowska 70 tel. (+48 61) 854 73 36

60-812 Poznan www.bioetyka.ump.edu.pl
Uchwata nr 853/18

Na podstawie przepiséw Ustawy  dnia 5 grudnia 1996 r. o zovodach lekarza : Iulmrzu dmlyuy (tj- Dz U. z 2017, por. 125 z péin. ym.); Rozporupdzenia Ministra Zdrowia i Opieki
Spatecznej & dnia 11 muja 1999r. w sprawie sicieg aisad powoly oraz trybu dzialania komisji bioetycznych (Dz. U. Nr 47, poz. 480); Ustawy z dnia 6
wrzeSnia 2001r. Prawo farmaceutycine (tj. Dz U. z 2016, por 2142 z pém wm.); Rozporzgdzenia Ministra Finansow 3 dnia 30 kwietnia 2004r. w :pmlwe obowigzkowego
ubeum:czenm mlpmwedyuhmiﬂ cywilnej bmluczu i sponsora (Dr, U. 2004 nr 101, poz. 1034 z péin. zm.); Rozporzydzenia Ministra Finanséw z dnia 18 maja 2005r. ynieniajyce

gdzenie w sprawie dci eywilnej badacza i sponsora (D2 U. Nr 101, po. 845); Rogporaydzenia Ministra Zdrowia 2 dnia 30 kwictnia
20047 w spmmt :pﬂ.\'abu ia badar kli z wdgialem h (Dz. U. 2004 Nr 104, poz. 1108); Rozporzqdzenia Ministra Zdrowia g dnia 30 kwietnia 2004r. w
sprawie 28 clgilaego i dziatania produktu leczniczego (Dz. U. Nr 104, poz. 1107); Rv:paw/tlunm Ministra Zdrowia 3 dnia 17 lutego 2016 r. |
w sprawie wzoréw wnio! i ic inic wyrobu Iub ak wyrobu med do i nmz i oplat zu dotenie tych wma:kdw
(Dz U. 22016 ., poz. 200) l/slnwy 2 rlnm 20 nm/a 201 ﬂr o wymbnck medycznyeh (t.j. Dz U. £ 2017r. poz. 211, z péin. um.); Rozporzqdzenie Ministra Fi zdnia 6 p
2010 r. w spravie cyw:lne] sponsora i buducza klinicznego w owigzku z prowadzeniem badania I(Ilmculzga wyrobow (Dz. U. 2010, Nr
194 pov. 1290); Ustawy ¢ dnia 18 marca 2011 r. o Urzedde Reje i Produktéw Leczni Wyrobow i Produktéw Biobsjezych (tj. Dz U. z 2016 r., poz. 1718);
Rozporwydzenia Mmm’m Zidrowia z dnia 2 maja Mllr w :pnnvle Dnbnj Praktyki Klmll:ulz/ (Dz U. 2012, poz 489); Rozporzydzeniu Ministra Zdrowia g dnia 2 maja 2012r. w sprawie
wzordw dok w owigzhu z b produktu I orag w sprawie wysokosci i sposobu wiszczania oplut za doienie wniosku o rozpoczgcic
badania klinicznego (D{. U. 2012, Nr 0 poz. 491); w oparciu o Deklaracjg Helsiriskq - Zasady Etycznego Postgpowania w Eksperymencie Medycznym z Udzialem Ludzi oraz przepisy
ICH GCP.

.. . . . . P
Komisja Bioetyczna, na posiedzeniu w dniu 06 wrzesnia 2018 r.

rozpatrzyta wniosek dotyczqcy prowadzenia badan naukowych.
Kierownik projektu: prof. dr hab. Agnieszka Seremak-Mrozikiewicz
Miejsce prowadzenia badari:

Klinika Perinatologii i Choréb Kobiecych
Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu

Glowny badacz: mgr Matgorzata Maciejewska
Czlonkowie zespotu
badawczego: prof. dr hab. Agnieszka Seremak-Mrozikiewicz

dr n. med. Grazyna Kurzawinska
Temat badari:

»Wptyw polimorfizméw genu PPARG na poziom wybranych adipokin u
ciezarnych z nadmiernym przyrostem masy ciafa”.

Komisja wydata uchwale o pozytywnym zaopiniowaniu tego wniosku

Przewodniczgcy Komisji

BN ——
\/ \,\/\_\) L:’\/\_/\/\

prof- zw. dr hab. med. Pawel Checiriski
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UNIWERSYTET MEDYCZNY IM. KAROLA MARCINKOWSKIEGO W POZNANIU

KOMISJA BIOETYCZNA PRZY UNIWERSYTECIE MEDYCZNYM
IM. KAROLA MARCINKOWSKIEGO W POZNANIU

Collegium Stomatologicum
ul. Bukowska 70 tel. (+48 61) 854 73 36
60-812 Poznan www.bioetyka.ump.edu.pl

Uchwata nr 646/20

Ustawy @ dnia 5 grudnia 1996 1. o zawodach lekarza i lekarga dentysty (. Dz. U. z 2018 v, poz. 617 2 pétn. am); Rozporzqdzenia Ministra Zdrowia i Opieki Spolecznej z dnia 11 maja
1999 r. w sprawie szczegdlowych zasa ia i fi ia oraz trybu dzialania komisji bioetycznych (Dz. U. 2 1999 r., Nr 47, por. 480); Ustawy z dnia § wreesniu 2000 »
Pruwo farmaceutycone ( t). Dz U. z 2017 r., poz 2211 z péin. um.); Rogporuydzenia Ministra Finansiy ¢ duia 30 buienc 2004 r. w sprawie obowigzkowego ubezpieczenia

odpowiedgalnosci cywilnej badacza i sponsora (D U. z 2004 Nr 101, poz. 1034 z péin. zm.); Rozporzgdzenia Ministra Finguss 2 dnia 18 maja 2005 r. zmieniajgcego rogporzydzenie
5 7

w sprawie obawi g i iedz i cywilnej badaczn i sponsora (Dz. U. z 2005 r. Nr 101, poz. 845); Rozporzydzenia Ministra Zirowia £ duiy 30 Kwietnia 2004
7. w sprawie sposobu p. dzenia badasi klini z udgialem letnich (Dz U. z 2004 r. Nr 104, poz. 1108); Rozporzgdzenia Ministra Zdrowia 7 dnia 30 kwietnia 2004 rw
sprawie ia nic iewanego cigtkiego ni ‘80 deialania produktu lecziczego (Dz. U. 2 2004 r. Nr 104, poz. 1107); Romporsgdzenia Ministra Zirowin zdnia 17 lutego
2016 r. w sprawie waordw wnioskdw zwig 2 badaniem Klini wyrobu medycznego lub aktywnego wyrobu meds do i ji oraz fci oplat za dotenie tych
wioskéw (Dz U. z 2016 ., poz. 208); Ustawy z dnia 20 maja 2010 r. 0 wyrobach medycznych (tj. Dz U. 2 2017 r. poz. 211, 7 Péin. zm.); Rozporzydzenie Ministra Finanséw z dnia 6
paidgiernika 2010 r. w sprawie obowi g0 ubezpieczenia odpowiedzii eywilnej sponsora i badacza Klinicznego w zwigzhu z p iem badania klini wyrobiw (Dz
U. 22010 r. Nr 194, poz. 1290); Ustawy z dnia 18 marca 2011 r. o Urzedzie Reje ji Produktéw 1. it Wyrobdw Me i Produktéw Biobdj (tj. Dz U.z2016r.,
poz 1718 z piin. zm.); Rogporzydzenia Ministra Zdrowia z dnia 2 maja 2012 r. w sprawie Dobrej Praktyki Klinicznej (Dz U. z 2012 r., poz. 489); Rosporzydzenia Ministra Zdrowia +
dnia 12 paidgernika 2018 r. w sprawie wzoréw dok w owigzku z badaniem Klini produktu leczniczego oraz oplat za Josenie wniosku o rozpoczgcie
badania Klinicznego (Dz U. z 2018 r., poz. 1994); w oparciu o Deklaracje Helsiriskq - Zasady E Postepowania w Eksperymencie Medycznym z Udgialem Ludz oraz preepisy
ICH GCP.

Komisja Bioetyczna, na posiedzeniu w dniu 09 wrzesnia 2020 r.

rozpatriyta wniosek dotyczgcy prowadzenia badari naukowych.

Kierownik projektu: prof. dr hab. Agnieszka Seremak-Mrozikiewicz

Miejsce prowadzenia badari:
Klinika Perinatologii i Choréb Kobiecych
Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu

Glowny badacz: mgr Matgorzata Iwarska
Czlonkowie zespotu
badawczego: prof. dr hab. Agnieszka Seremak-Mrozikiewicz

dr n. med. Grazyna Kurzawiriska

Temat badan:
»Wplyw polimorfizméw genu PPARG na stezenie wybranych adipokin u
ciezarnych z nadmiernym przyrostem masy ciafa”,

Komisja podjeta Uchwale o pozylywnym zaopiniowaniu poprawek wprowadzonych
do protokolu powyiszego badania, polegajgcych na przeredagowaniu tematu na
Powyiszy, zgodnie 7 Aneksem nr 1 7 dnia 09.09.2020r. do Uchwaly Komisji
Bioetycznej nr 853/18 7 dnia 06.09.2018r.

Metodyka pozostaje bez zmian.

Przewodniczqcy Komisji

prof. zw. dr hab. med. Pawel Checinski
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