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1. WSTEP

Wedtug aktualnie obowigzujgcej definicji WHO cukrzyca jest okreslana jako grupa
schorzen metabolicznych, ktdrych wspdlnym mianownikiem jest hiperglikemia, bedaca rezultatem
defektu wydzielania insuliny przez komorki B trzustki lub jej dziatania obwodowego, lub tez obu
tych czynnikdw jednoczesnie. Przewlekta hiperglikemia powoduje uszkodzenie, zaburzenia
czynnosci i niewydolnos¢ réznych narzaddw, szczegdlnie oczu, nerek, nerwdw, serca inaczyn
krwiono$nych [1]. Choroba ta stanowi rosngcy problem na catym Swiecie, a Organizacja Narodow
Zjednoczonych ogtosita cukrzyce , epidemig XXI wieku”. Miedzynarodowa Federacja Cukrzycy (/DF
— International Diabetes Federation) przewiduje, ze jezeli nie zostang podjete stanowcze dziatania
prewencyjne, liczba osdb zyjgcych z cukrzycg na $wiecie wzrosnie z 382 miliondw w 2013 r. do 592
miliondw do roku 2035. Z tych przyblizonych szacunkéw wynika, ze na swiecie co 10 sekund na
cukrzyce zapadajg trzy kolejne osoby, a to oznacza 10 milionédw nowych przypadkéw choroby
rocznie [2]. Wedtug raportu opublikowanego w 2016 r. przez Zespét zadaniowy ds. oceny
epidemiologii cukrzycy w Polsce ijakosci statystyki publicznej w tym zakresie, dziatajacy pod
przewodnictwem Prof. Tomasza Zdrojewskiego, szacuje sie, ze w Polsce na cukrzyce cierpi ok.
7,6% spoteczenistwa, tj. okoto 3 miliony osoéb, z czego prawie milion oséb nie jest leczonych i nie
ma swiadomosci choroby. Lawinowy wzrost liczby zachorowan na cukrzyce jest przede wszystkim
zwigzany z narastajgcym problemem otyfosci, ktdra jest kluczowym czynnikiem ryzyka cukrzycy
typu 2.

Cukrzyca oraz jej powiktania wptywajg na jakos$¢ zycia chorego na wielu ptaszczyznach, sa
przyczyna absencji w pracy, trwatego inwalidztwa oraz zwiekszonej umieralnosci. Szacuje sie, ze
rocznie w Polsce bezposrednio z powodu cukrzycy i jej powiktan umiera przedwczesnie 23 tysigce
0s6b. W Polsce na leczenie cukrzycy wydaje sie okoto 7 miliardow ztotych, a terapia powiktan
choroby pochtania az potowe tych kosztéw [2]. Cukrzyca jest wiec ogromnym wyzwaniem dla

catego sSrodowiska medycznego, pacjentéw i ich rodzin oraz rzaddw i catych spoteczenistw.

1.1. Klasyfikacja i rozpoznawanie cukrzycy

Wspdlnym mianownikiem wszystkich typdw choroby jest hiperglikemia. Cukrzyce wedtug
zalecen Polskiego Towarzystwa Diabetologicznego mozna rozpoznac¢ w nastepujgcych sytuacjach

klinicznych: na podstawie dwukrotnie oznaczonej glukozy na czczo wynoszacej co najmniej 7
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mmol/l (126 mg/dl), w tescie obcigzenia 75 g glukozy, gdy w 120 minucie testu glikemia > 11,1
mmol/l (200 mg/dl) oraz na podstawie przygodnej glikemii > 11,1 mmol/l z towarzyszgcymi
objawami klinicznymi. Nazewnictwo oraz kryteria diagnostyczne stanéw hiperglikemicznych

przedstawia ponizsza tabela.

Tabela 1. Nazewnictwo oraz kryteria diagnostyczne standw hiperglikemicznych.

Rodzaj pomiaru Stezenie glukozy w osoczu Interpretacja wyniku

Oznaczenie glikemii przygodnej > 200 mg/dl (11,1 mmol/l) Rozpoznanie cukrzycy przy
wystepowaniu typowych objawow
choroby

Oznaczenie glikemii na czczo <100 mg/dl (5,6 mmol/I1) Prawidtowa glikemia na czczo

100 - 125 mg/dI (5,6 — 6,9 Nieprawidtowa glikemia na czczo
mmol/l) (IFG — impaired fasting glucose)

> 125 mg/dl (7,0 mmol/I) Cukrzyca

Oznaczenie glikemii w 120 minucie < 140 mg/dl (7,8 mmol/I) Prawidtowa tolerancja glukozy

doustnego testu obcigzenia glukoza
(OGTT —oral g|ucose tolerance test) 140 -199 mg/dl (7,8 - 11,0 NiepraWid{OWa t0|erancja g|uk02y

mmol/I) (IGT — impaired glucose tolerance)

> 200 mg/dl (11,1 mmol/I) Cukrzyca

Wedtug: Zalecenia kliniczne dotyczqce postepowania u chorych na cukrzyce 2018. Stanowisko Polskiego
Towarzystwa Diabetologicznego, Diabetologia Kliniczna 2018, tom 4 Supl. A. Zmodyfikowane.

W aktualnie obowigzujacej, etiologicznej klasyfikacji cukrzycy wedtug WHO, chorobe
podzielono na 4 typy. Najczestszym jest cukrzyca typu 2, stanowigca okoto 85-90% jej przypadkdéw
oraz cukrzyca typu 1 — okoto 10% przypadkdéw choroby. W grupie trzeciej znalazty sie formy
cukrzycy o znanej przyczynie, a wiec genetycznie uwarunkowane defekty komaorki B trzustki,
genetyczne defekty dziatania insuliny, cukrzyca zwigzana zchorobami zewngtrzwydzielniczej
czesci trzustki, z endokrynopatiami, infekcjami, cukrzyca wtérna do stosowania niektérych lekéw
i substancji chemicznych, rzadkie autoimmunologiczne formy cukrzycy oraz genetycznie

uwarunkowane zespoty zwigzane niekiedy z cukrzyca. Grupe czwartg stanowi cukrzyca cigzowa.




Tabela 2. Klasyfikacja cukrzycy wg WHO, 1999.

I. Cukrzyca typu 1

Spowodowana procesem autoimmunologicznym
Idiopatyczna

Il. Cukrzyca typu 2

11l. Inne specyficzne typy

Genetyczne defekty czynnosci komorek B

Genetyczne defekty dziatania insuliny

Choroby zewnatrzwydzielniczej czesci trzustki
Endokrynopatie

Cukrzyca wywotana przez leki i inne substancje chemiczne
Zakazenia

Rzadkie postacie wywotane procesem immunologicznym

Inne zespoty genetyczne niekiedy zwigzane z cukrzyca

IV. Cukrzyca cigzowa
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Tabela 3. Inne specyficzne typy cukrzycy.

Genetyczne defekty czynnosci komaérek B

Genetyczne defekty dziatania insuliny

e  Chromosom 20, HNF4a (MODY1)

e  Chromosom 7, glukokinaza (MODY2)
e Chromosom 12, HNFla (MODY3)

e  Chromosom 13, IPF1 (MODY4)

e  Chromosom 17, HNF4b (MODY5)

e Insulinoopornosc¢ typu A
e  Leprechaunizm
e  Zespdt Rabsona-Mendenhalla
e  Cukrzyca lipoatroficzna
o AGPAT2 (CGL1)

e Chromosom 2, NEUROD1 (MODY6) o BSCL2 (CGL2)
e  Chromosom 2, KLF11 (MODY?7) o FPLD1
e Chromosom 9, CEL (MODY8) o LMNA (FPLD2)
e DNA mitochondrialne, pozycja 3243 (MIDD) o PPARG (FPLD3)
e  Chromosom 11, KCNJ11 (PNDM) e Inne
e Chromosom 11, SUR1 (PNDM)
. Inne

Choroby zewnatrzwydzielniczej czesci trzustki Endokrynopatie

e  Pankreatopatia wtdknisto-wapniejgca
e  Zapalenie trzustki
e Uraz/pankreatopatia

o  Nowotwodr

o  Mukowiscydoza

o Hemochromatoza

° Inne

e  Zespot Cushinga

e  Akromegalia

e  Guz chromochtonny
e  Glukagonoma

e  Nadczynnos¢ tarczycy
e  Somatostatinoma

° Inne

Cukrzyca wywotana przez leki i inne substancje
chemiczne

Zakazenia

e Kwas nikotynowy

o Glukokortykoidy

. Hormony tarczycy

e Agonisci receptoréw a-adrenergicznych
e Agonisci receptoréw b-adrenergicznych
e Tiazydy

e Interferon a

. Inne

e  ROzyczka wrodzona
e  Cytomegalowirus
e Inne

Rzadkie postacie wywotane procesem immunologicznym

Inne zespoty genetyczne niekiedy zwigzane z cukrzycg

e  Przeciwciata skierowane przeciw insulinie

. Przeciwciata skierowane przeciw receptorowi
insulinowemu (insulinoopornosé typu B)

o Zespodt sztywnego cztowieka.

. Inne

e  Zespdt Downa, ataksja Friedriecha, plasawica
Huntingtona, zespodt Klinefeltera, zespdt
Lawrence-Moon-Biedela,

e  dystrofia miotoniczna, porfiria, zespdt Prader-
Williego, zesp6t Turnera, zesp6t Wolframa

. Inne

Na podstawie: Skupiern J, Matecki MT (2007) Rozbudowywanie podziatu cukrzycy - nowe podtypy

i mozZliwosci lecznicze. Diabetologia Praktyczna; 8: 1-12. Zmodyfikowane.
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1.2. Cukrzyca monogenowa

Z punktu widzenia podtoza molekularnego mozina wyrdzni¢ formy wielogenowe oraz
monogenowe cukrzycy. W patogenezie o wiele czesciej wystepujgcej cukrzycy wielogenowej,
zaréwno typu 2 jak i typu 1, znaczenie ma wptyw czynnikdw zewnetrznych, srodowiskowych oraz
osobnicza predyspozycja zwigzana z polimorfizmami wielu gendéw. Allele tych polimorfizmoéw
wystepuja z rdzng czestoscig u oséb zdrowych i chorych. Pojedyncze polimorfizmy majg niewielki
wptyw na rozwdj choroby, a dopiero ich wzajemne oddziatywanie i sumowanie moze zwiekszac
ryzyko zachorowania. Nie nalezy wiec uwaza¢ pojedynczych polimorfizméw za czynniki
jednoznacznie determinujgce rozwdj cukrzycy, a jedynie za elementy wielu sktadowych
genetycznej predyspozycji do zachorowania. Obraz kliniczny cukrzycy poligenowej jest zatem
wypadkowa pewnej predyspozycji uwarunkowanej czynnikami dziedzicznymi oraz oddziatywania
czynnikéw srodowiskowych.

Cukrzyca monogenowa to heterogenna grupa schorzen, ktérych przyczyng jest mutacja
pojedynczego genu. Skutkiem mutacji jest powazna zmiana struktury, a co za tym idzie funkcji,
lub poziomu ekspresji produktu zmutowanego genu: najczesciej biatka lub rzadziej tRNA. Mutacje
pojedynczego genu sg czynnikiem determinujgcym obraz kliniczny choroby, ktéry w niewielkim
tylko stopniu podlega modyfikacjom przez czynniki zewnetrzne lub obecnos¢ polimorfizmdéw. Role
czynnikdw genetycznych isrodowiskowych w patogenezie réinych form cukrzycy przedstawia

schematycznie rycina 1.

Rycina 1. Schematyczna ilustracja koncepcji spektrum typdw cukrzycy ipodfoZa genetycznego
w poszczegdlych fenotypach choroby. Na podstawie: Vaxillaire M, Froguel P (2008) Monogenic
diabetes in the young, pharmacogenetics and relevance to multifactorial forms of type 2 diabetes.
Endocrine Rev 29: 254-264.
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Czesto$¢ cukrzycy monogenowej szacowana jest na 2-5% wszystkich przypadkow tego
schorzenia [3]. Fenotyp zalezy od charakteru genu, rodzaju mutacji, a takze od liczby
zmutowanych alleli danego genu, czyli od tego, czy dotkniety osobnik jest homozygota, ztozong
heterozygoty czy tez posiada tylko jeden nieprawidtowy allel. Monogenowe formy cukrzycy
zwykle dziedziczone sg zgodnie z zasadami Mendla, ale w niektérych przypadkach ich przyczyng
moze by¢ mutacja de novo lub mutacje DNA mitochondrialnego dziedziczace sie w linii matczyne;j.
[4]. Cukrzyce monogenowe mozna podzieli¢ na dwie grupy: zwigzang z nieprawidtowg funkcja
komorki B trzustki lub uposledzonym obwodowym dziataniem insuliny. Przyktady gendéw, ktérych
mutacje prowadzg do cukrzycy monogenowej, to geny kodujace insuline, receptor insuliny,
glukokinaze, podjednostki Kir6.2 iSUR1 ATP-zaleznego kanatu potasowego, czynniki
transkrypcyjne  HNF1A, HNF4A, HNF1B, gen LMNA kodujgcy lamine A/C oraz geny
mitochondrialnego DNA, ktérego mutacja w pozycji 3243 tRNA leucyny powoduje zespdt objawdw
z cukrzycg o wczesnym poczatku, gtuchotg sensoryczng, a czasem takze miopatia, retinopatig,
kardiomiopatig oraz ogniskowym stwardnieniem ktebuszkéw nerkowych [5,6].

Monogenowe formy cukrzycy, chociaz rzadkie i majgce niewielki udziat w chorobowosci
catej populacji, stanowig obszar, w ktérym dokonat sie znaczacy postep w zrozumieniu
molekularnego podtoza cukrzycy. Szczegétowa wiedza na temat genetycznych defektéw tych
specyficznych form cukrzycy pozwala czesto juz dziS$ na zmiane terapii na dostosowang do
patogenezy choroby. Skutkiem diagnozy molekularnej moze byé na przyktad zaprzestanie
stosowania farmakoterapii w GCK-MODY, zastgpienie insulinoterapii pochodng sulfonylomocznika
w mutacjach czynnikéw transkrypcyjnych HNF oraz w przetrwatej cukrzycy noworodkowej (PNDM
— permanent neonatal diabetes mellitus) spowodowanej defektem kanatu potasowego - Kir6.2 lub
SUR1, czy tez dotgczenie metforminy do insulinoterapii w genetycznie uwarunkowanych
zespotach insulinoopornosci. Z szerszego punktu widzenia, z uwagi na intensywne badania nad ich
podtozem, monogenowe formy cukrzycy sg istotne dla postepu w dziedzinie genetyki,

farmakogenetyki, a w przysztosci by¢ moze takze i terapii molekularnej.

1.3. Definicja cukrzycy MODY

MODY jest heterogenng grupa cukrzyc o autosomalnym dominujgcym typie dziedziczenia,
tagodnym poczatku i wczesnym wieku rozpoznania, u podtoza ktérych lezg monogenowe defekty

komorki B. Cechujg sie one zachowang w pewnym stopniu endogenng produkcja insuliny.
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Pierwsze opisy cukrzycy o relatywnie tagodnym przebiegu, trudno uchwytnym poczatku,
rozpoznawanej u mtodych pacjentdéw i dobrze reagujacej na terapie pochodng sulfonylomocznika
(tolbutamidem) pochodzg z lat 60-tych XX wieku. Akronim ,,MODY” (Maturity Onset Diabetes of
the Young), co mozna przettumaczy¢ jako cukrzyce wieku dojrzatego u mtodych oséb, uzyto
w publikacji z 1975 r. [7]. Cukrzyce dzielono wdéwczas na insulinozalezng i insulinoniezalezng lub
odpowiednio cukrzyce mtodzienczg iwieku dojrzatego. Podziat ten nie odzwierciedlat
patomechanizmu schorzenia, a uwzgledniat jedynie obraz kliniczny oraz wiek zachorowania.
Opisana nowa forma cukrzycy tgczyta niektére cechy obu klas cukrzycy: z jednej strony mtody wiek
zachorowania, a zdrugiej kliniczng insulinoniezaleznos¢ i, w wiekszos$ci przypadkéw, dobrg
odpowiedz na leczenie pochodnymi sulfonylomocznika. Obecnie cukrzyca MODY w obowigzujacej
aktualnie, etiologicznej klasyfikacji WHO z 1999 r. umieszczona jest w grupie lll, wsrdd ,innych

specyficznych typdw cukrzycy”, jako podgrupa , defektéw genetycznych komorki B trzustki” [8].

1.4. Obraz kliniczny cukrzycy MODY

Do tej pory opisano kilkanascie podtypéw MODY. Poza GCK-MODY (dawniej MODY2),
zwigzanej z mutacjami w genie enzymu glukokinazy, ktéra zostanie szczegétowo omdwiona
ponizej, pozostate podtypy zwigzane s3 gtéwnie zmutacjami wgenach czynnikéw
transkrypcyjnych. Biatka te odpowiadajg za ekspresje innych gendw, podziat i réznicowanie sie
komorek, rozwdj tkanek i narzgdéw oraz procesy metaboliczne komdrek. Czynniki transkrypcyjne
zwigzane z MODY regulujg synteze i wydzielanie insuliny, biorg udziat w procesie rozwoju trzustki
oraz réznicowaniu sie komoérek B. Z uwagi na ich plejotropowe dziatanie, MODY zwigzanej
z mutacjami w genach czynnikéw transkrypcyjnych czesto towarzyszg objawy pozatrzustkowe [9].
Geny, ktérych mutacje sg przyczyng cukrzycy MODY zwigzane]j z czynnikami transkrypcyjnymi, to
znajdujacy sie na chromosomie 12 gen HNF1A (hepatocyte nuclear factor 1 alpha — hepatocytowy
czynnik jadrowy 1 o, a obecnie: homebox A), ktéry odpowiada za rozwdj cukrzycy zwanej
uprzednio MODY3, nastepnie HNF4A na chromosomie 20 (hepatocyte nuclear factor 4 alpha —
hepatocytowy czynnik jgdrowy 4a ), odpowiedzialny za rozwéj MODY1 [10-13]. Kolejno opisane
geny to powodujacy forme zwang uprzednio MODY5 gen czynnika transkrypcyjnego, znajdujacy
sie na chromosomie 17 HNF1B (hepatocyte nuclear factor 1 beta — hepatocytowy czynnik jadrowy
1 B, a obecnie: homebox B), nastepnie gen IPF1 (insulin promoter factor 1 — czynnik promotora

insuliny 1), noszacy obecnie nazwe PDX1 (pancreatic and duodenal homebox 1). Gen znajduje sie
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na chromosomie 4 i jego mutacje sg przyczyng podtypu zwanego dawniej MODY4 [14,15]. W 1999
r. zostat opisany kolejny podtyp — nazwany wéwczas MODY6. W tym przypadku cukrzyca rozwija
sie na skutek mutacji w genie czynnika transkrypcyjnego, zwanego NEUROD 1 (neurogenic
differenciation factor 1), potozonego na chromosomie 2 [16]. Dziatanie czynnikow
transkrypcyjnych jest czesto ze sobg powigzane: biatka HNF1A i HNF1B tworzg heterodimery,
HNF4A reguluje ekspresje genu HNF1A, czynniki PDX1 i NEUROD1 réwniez wchodzg ze sobg
w interakcje [10, 13].

Ostatnie lata przyniosty odkrycia nastepnych mutacji wgenach czynnikéw
transkrypcyjnych zwigzanych z fenotypem MODY. W 2005 r. zidentyfikowano gen KLF11 (Kruppel-
like factor 11), ktérego mutacje segregowaty sie z cukrzycg w 2 francuskich rodzinach (MODY?7).
Produkt genu KLF11 reguluje proliferacje komdrek zewnatrzwydzielniczych trzustki i zachowuje sie
jak supresor nowotoworzenia, a takze ma znaczenie w metabolizmie glukozy w komérkach B
trzustki [17]. Gen czynnika transkrypcyjnego PAX4 (paired domain 4), zidentyfikowany w 2007 r.
odpowiedzialny jest za fenotyp MODY, ktéry opisano w 2 tajskich rodzinach [18]. Z kolei w 2006 r.
stwierdzono w 2 rodzinach norweskich segregacje cukrzycy o fenotypie MODY z wystepowaniem
delecji w obrebie tzw. VNTR (variable number tandem repeats) genu CEL (carboxyl! ester lipase).
Gen koduje enzym trawienny — esteraze cholesterolowg, a mechanizm rozwoju cukrzycy jest
zupetnie inny niz w pozostatych podtypach MODY. W tym przypadku cukrzyca rozwija sie wtérnie

do postepujacej, zewnatrzwydzielniczej niewydolnosci trzustki [19].
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Tabela 4. Podtypy cukrzycy MODY.

Geny odpowiedzialne za fenotyp cukrzycy MODY Nazwa wedtug poprzedniej nomenklatury
Chromosom 20, gen HNF4a MODY1
Chromosom 7, gen GCK MODY2
Chromosom 12, gen HNFla MODY3
Chromosom 13, gen IPF1 (PDX1) MODY4
Chromosom 17, gen HNF1(3 MODY5
Chromosom 2, gen NEUROD1 MODY6
Chromosom 2, gen KLF11 MODY 7
Chromosom 9, gen CEL MODY 8
Chromosom 7, gen PAX4 MODY 9
Chromosom 11, gen INS MODY 10
Chromosom 8, gen BLK MODY 11
Chromosom 11, gen ABCC8 MODY 12
Chromosom 11, gen KCNJ11 MODY 13

Wedtug: Anik A, Catli G, Abaci A, Béber E. (2015) Maturity-onset diabetes of the young (MODY): an update. J
Pediatr Endocrinol Metab. 28(3-4):251-63, zmodyfikowane.

Obecnie klasyczne nazewnictwo podtypow MODY poprzez kolejne nadawane im numery
zostato zastgpione skrétami systematycznych nazw gendw, ktérych mutacje sg przyczyng
poszczegdlnych podtypdéw MODY. Tak wiec MODY3 obecnie jest okreslane jako HNF1A MODY,
MODY2 — GCK-MODY itd.

Wszystkie podtypy MODY dziedziczg sie w sposéb autosomalny dominujgcy, niezaleznie
od ptci. Cukrzyca wystepuje we wszystkich pokoleniach, mutacje cechujg sie wysoka penetracjg
fenotypowg, a w zwigzku z tym okoto potowa cztonkdw rodzin (prawie wszyscy nosiciele mutacji)
jest dotknieta chorobg. Do rozpoznania dochodzi zwykle w mtodym wieku, zazwyczaj w drugiej
lub trzeciej dekadzie zycia, rzadko pdzniej. Ta ostatnia sytuacja dotyczy gtéwnie starszych pokolen,
dla ktérych badania diagnostyczne prowadzone byty przy duzo nizszej swiadomosci medycznej
i dostepnosci badan. Cukrzyca MODY ma zwykle powolny, skapoobjawowy poczatek, a przy
rozpoznaniu nie wystepuje kwasica ketonowa czy ketoza. Zwigzane jest to z zachowanym
endogennym wydzielaniem insuliny. Cukrzyca cechuje sie kliniczng insulinoniezaleznoscig na

poczatku choroby, ktdra utrzymuje sie przez wiele lat od rozpoznania. Choroba stopniowo jednak
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postepuje, co jest wynikiem progresji defektu wydzielania insuliny; najszybciej w podtypie HNF1B
MODY. Podtypy MODY zwigzane z mutacjami w genach czynnikéw transkrypcyjnych cechujg sie
generalnie dobrg wrazliwoscig na pochodne sulfonylomocznika: najlepszg w HNF1A MODY, dobra
w HNF4A MODY. Jedynie w podtypie HNF1B skuteczno$é tej grupy lekéw jest niska, a chorzy
szybko wymagajg wiaczenia insulinoterapii. MODY, z uwagi na wczesny poczatek choroby i dtugi
czas jej trwania, cechuje sie znacznym ryzykiem rozwoju powikfan mikronaczyniowych. Natomiast
ryzyko rozwoju powiktan makronaczyniowych jest znacznie mniejsze wsrdd pacjentéw z MODY niz
w cukrzycy typu 2, jako ze ta monogenowa forma cukrzycy wystepuje z reguty bez klasycznych
czynnikdw ryzyka sercowo-naczyniowego, a wiec otytosci, zaburzen lipidowych, nadcisnienia
tetniczego. Czestos¢ tych czynnikdw wsréd pacjentéw z MODY jest zblizona do ich czestosci
w populacji ogélnej [9, 10, 12, 20].

Poza tymi wspdlnymi cechami klinicznymi, poszczegdlne podtypy MODY charakteryzujg
sie pewnymi szczegdlnymi, pozatrzustkowymi objawami, zwigzanymi na przyktad z wptywem
czynnikdéw transkrypcyjnych na szereg procesdow wzrostu i réznicowania sie komérek w réznych
narzadach i uktadach.

Cukrzyca HNF1A MODY, najczestsza sposrod podtypéw MODY, zwigzana jest z mutacja
genu, ktorego ekspresja zachodzi w trzustce, watrobie, jelitach i nerkach. Biatko to reguluje rozwdj
narzaddw oraz zachodzace w nich procesy metaboliczne, a takze proliferacje komédrek B, synteze
i wydzielanie insuliny. Cukrzyca charakteryzuje sie przede wszystkim uposledzonym wydzielaniem
insuliny w odpowiedzi na bodziec hiperglikemiczny, czy to positkowy, czy tez w testach
obcigzeniowych. Choroba ma charakter progresywny i wymaga stopniowej intensyfikacji terapii.
W poczatkowym okresie pacjenci moga byc¢ leczeni metodami niefarmakologicznymi, nastepnie
doustnymi lekami hipoglikemizujgcymi, a po kilkunastu latach trwania choroby jedna trzecia
chorych wymaga wiaczenia insulinoterapii [13]. Charakterystyczng cechg tego podtypu MODY jest
wysoka penetracja fenotypowa mutacji, bardzo dobra odpowiedz na pochodne sulfonylomocznika
oraz obecnos¢ objawdw pozatrzustkowych [21,22]. Najlepiej poznanym jest obnizenie progu
nerkowego dla glukozy, co skutkuje glukozurig nawet przy dobrej kontroli glikemii [23]. W wyniku
obnizonego progu nerkowego dla glukozy iglukozurii obniza sie osoczowe stezenie 1,5-
anhydroglucitolu - deoksymonosacharydu, ulegajgcego w warunkach normoglikemii catkowitemu
wchtanianiu zwrotnemu w nerkach. Jego poziom ujemnie koreluje z epizodami hiperglikemii
popositkowej. Rzadko w obrazie klinicznymi HNF1A MODY pojawiajg sie zaburzenia rozwojowe
nerek i wady uktadu moczowo-ptciowego. HNF1A jest réwniez genem supresorowym onkogenezy,
co wigze sie z powstawaniem mnogich gruczolakdw watroby, zagrazajgcym wystepowaniem
groznych dla zycia krwotokéw. Powstawanie gruczolakéw uwarunkowane jest inaktywacja genu

HNF1A wobu allelach, co zachodzi w mechanizmie utraty heterozygotycznosci w komdrkach
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somatycznych [24, 25]. Progresywny przebieg HNF1A MODY i narastajgca hiperglikemia skutkuja
wystepowaniem powiktan mikroangiopatycznych. Czestos¢ powiktan makronaczyniowych jest
mniejsza niz w typie 2 cukrzycy z uwagi na rzadsze wystepowanie innych czynnikéw ryzyka
sercowo-naczyniowego u pacjentéw z tym podtypem MODY.

Przebieg kliniczny HNF4A MODY jest zblizony do HNF1A MODY, oba geny s ze sobg
funkcjonalnie powigzane. W podtypie HNF4A MODY nie stwierdza sie obnizonego progu
nerkowego dla glukozy, nie wystepuje glukozuria, wady rozwojowe nerek, ani gruczolaki watroby.
Stwierdzono natomiast dyskretne uposledzenie funkcji syntetycznej watroby w postaci
obnizonego stezenia apolipoprotein oraz triglicerydow w surowicy krwi. U okoto 60% nosicieli
mutacji wystepuje makrosomia (waga urodzeniowa > 4000 g), a u okoto 15% - hipoglikemia
hiperinsulinemiczna w okresie noworodkowym [11, 26].

Mutacje HNF1B odpowiadajg za stosunkowo rzadko wystepujgcg posta¢ cukrzycy
monogenowej, bo stanowigcg okoto 5% przypadkéw wszystkich MODY. Uwarunkowana jest ona
mutacjg genu kodujgcego biatko powigzane czynnosciowo zHNF1A itworzace znim
heterodimery. Charakteryzuje sie ona najciezszym przebiegiem klinicznym, gitebokim
i postepujgcym uposledzeniem syntezy i wydzielania insuliny oraz znacznie obnizong odpowiedzig
na bodziec hiperglikemiczny. Pochodne sulfonylomocznika sg wtej formie cukrzycy krotko
skuteczne, a chorzy szybko wymagajg wdrozenia terapii insuling. W niektérych przypadkach
dochodzi¢ moze do rozwoju kwasicy ketonowej [27]. Pacjentéw z tym podtypem MODY cechuje
znaczna watrobowa insulinooporno$¢ i zwigzana z nig hipertriglicerydemia oraz obnizone stezenie
HDL-cholesterolu. U wiekszosci chorych stwierdza sie réwniez nieco zwiekszong aktywnosc
transaminaz w surowicy krwi. Jednak najbardziej charakterystyczng cechg HNF1B MODY sa
zaburzenia rozwojowe i funkcjonalne nerek, najczesciej pod postacia mnogich torbieli korowych
[28]. Wystepowanie torbieli nerek moze nawet wyprzedza¢ objawy hiperglikemii ijest tak
powszechne, ze wprowadzono okreslenie zespotu RCAD, bedacego synonimem HNF1B MODY
(RCAD - renal cysts and diabetes — torbiele nerek i cukrzyca) [29]. Zaburzeniom morfologicznym
czesto towarzyszg zaburzenia funkcjonalne: biatkomocz, spadek filtracji ktebuszkowej,
prowadzace czasem do rozwoju przewlektej niewydolnosci nerek. W rzadszych przypadkach
w podtypie HNF1B MODY stwierdza sie wady uktadu moczowo-ptciowego (agenezje jajnika,
macice dwurozng) oraz inne zaburzenia rozwojowe nerek: agenezje, hipoplazje czy ektopie nerki
oraz zwezenia moczowodu [30,31]. Niekiedy stwierdza sie tez hipotrofie trzustki, bedagca
przyczyng subklinicznej niewydolnosci zewnatrzwydzielniczej narzadu, hiperurykemie idne
moczanowgq [32].

PDX1 MODY i NEUROD1 MODY to bardzo rzadkie formy MODY o zblizonym obrazie

klinicznym. Czynnik transkrypcyjny NEUROD1 bezposrednio aktywuje gen insuliny i jest
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odpowiedzialny za rozwdj embrionalny trzustki. Produkt genu NEUROD1, wspdlnie z PDX1
przytacza sie do promotora genu insuliny w obrebie tzw. mini-enhancera, regulujgc synteze
hormonu. U niektérych nosicieli mutacji cukrzyca moze ujawnia¢ sie w czwartej, a nawet
w pézniejszych dekadach zycia, czesto wspdtistnieje otyto$é iinsulinoopornos¢, a przebieg
kliniczny zblizony jest do cukrzycy typu 2 [14-16, 33].

Szacuje sie, ze cukrzyca MODY stanowi okoto 2-5% wszystkich przypadkdéw cukrzycy [9]. Za
najczestszy uwaza sie podtyp HNF1A MODY, stanowi on okoto 20-50% wszystkich przypadkow
MODY, zpodobng czestoscig wystepuje GCK MODY [34]. Duze rdznice w ocenie czestosci
wystepowania tych dwdch podtypdéw wynikajg z réznych kryteridw rekrutacyjnych przyjetych
w poszczegélnych badaniach. Z uwagi na skgpoobjawowy przebieg, opdznione rozpoznanie
i wynikajacy z nich niepetny wywiad rodzinny, uwaza sie, ze czesto$¢ GCK-MODY moze byc
niedoszacowana [35]. Podtypy HNF4A iHNF1B MODY s3 rzadkie, stanowig po okoto 5%
przypadkéw MODY, a PDX1 i NEUROD1 MODY — mniej niz 1% przypadkéw MODY. Szacuje sie, ze
nawet 20% przypadkdéw cukrzycy o fenotypie MODY nie udaje sie potwierdzi¢ obecnoscig mutacji

w zadnym z obecnie zidentyfikowanych genéw [34].

1.5. Rola glukokinazy w metabolizmie glukozy

Przyczyng GCK-MODY, s3 mutacje w genie kodujagcym enzym metabolizujacy glukoze, a
w zwigzku z tym inny jest patomechanizm powstawania zaburzen gospodarki weglowodanowej
i inny ich przebieg kliniczny niz w przypadku mutacji genéw czynnikéw transkrypcyjnych. Za GCK-
MODY odpowiedzialny jest, zidentyfikowany w 1992 r., znajdujacy sie na chromosomie 7, gen
GCK, ktéry ulega ekspresji w komdrkach B trzustki, innych komdrkach neuroendokrynnych oraz
hepatocytach [36]. Enzym glukokinaza odgrywa kluczowg role jako czujnik glukozy (glukosensor)
w komérkach B trzustki, integrujgc poziom glukozy i jej metabolizm z wydzielaniem insuliny [37].
Enzym ten, zwany takze heksokinazg IV, jest zjedng zizoform heksokinaz, ktéra katalizuje
pierwszg reakcje glikolizy — fosforylacje glukozy do glukozo-6-fosforanu w obecnosci ATP jako
drugiego substratu [38]. Unikalna funkcja glukokinazy jako czujnika glukozy opiera sie na regulacji
enzymu odmiennej od regulacji innych heksokinaz. Enzym ma niskie powinowactwo do substratu
i nie podlega zwrotnemu hamowaniu przez produkt katalizowanej reakcji. Dodatkowo aktywnos¢
glukokinazy moze by¢ modyfikowana przez czastki biatkowe, ktére modulujg aktywnosc

katalityczng oraz dystrybucje wewnatrzkomdrkowg enzymu w komdrkach B trzustki i/lub
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hepatocytach [39-41]. Najlepiej poznanym regulatorem aktywnosci enzymu w komdrkach
watrobowych jest biatko regulatorowe glukokinazy (GKRP — glucokinase regulatory protein), ktére
jest kompetycyjnym inhibitorem enzymu, konkurujagcym o miejsce wigzania z glukozga. Biatko to
reguluje ponadto jadrowo-cytoplazmatyczng lokalizacje enzymu, wptywa na stabilizacje
magazynow glukokinazy w jadrze komdrkowym, kiedy jej aktywnos¢ nie jest konieczna [42-44].

Tempo fosforylacji glukozy przez glukokinaze w zdrowych komodrkach B zalezy od
zawartosci w nich enzymu oraz od stezenia substratu — glukozy. Im bardziej intensywne jest
tempo glikolizy, tym szybciej zachodzi przemiana zwigzkéw wysokoenergetycznych: przy wysokim
stezeniu glukozy ADP (adenozynodifosforan) zostaje zamieniony w ATP (adenozynotrifosforan).
Wzrost stezenia ATP powoduje zamkniecie sie kanatéw potasowych w btonie komorki B,
depolaryzacje btony komodrkowej, otwarcie kanatéw wapniowych, naptyw jondw wapnia do
wnetrza komérki B oraz wydzielanie insuliny na drodze egzocytozy. Glukokinaza komorek B dziata
jako regulator metabolizmu glukozy petnigc role glukosensora wtym procesie, wptywajac na
tempo zuzycia glukozy w zaleznosci od jej stezenia we krwi i ptynie tkankowym. Bezposrednio
kontroluje ona glukozozalezne wydzielanie insuliny. Nawet niewielkie zmniejszenie aktywnosci
enzymu skutkuje zatem w komdrce B podwyzszeniem progu rozpoznawania hiperglikemii
i wydzielaniem insuliny przy wyzszym stezeniu glukozy. Wykazano, ze nieznaczne zmniejszenie
aktywnosci glukokinazy w komarkach B trzustki (rzedu 15-20%) moze podniesé punkt odciecia dla
rozpoznawania poziomu glukozy, powodujac w ten sposéb hiperglikemie [45,46].

W przeciwienstwie do trzustkowej glukokinazy, czesciowe zmniejszenie aktywnosci
enzymu watrobowego moze byé kompensowane przez inne procesy metaboliczne. Po positku
glukokinaza hepatocytdow uczestniczy w usuwaniu glukozy ijej magazynowaniu w postaci
watrobowego glikogenu. Jednak koto 75% glikogenu moze by¢ syntezowane w procesach
enzymatycznych niezaleznych od glukozy, zmleczanu i pirogronianu, powstajacych w toku
procesow metabolicznych w watrobie, miesniach i innych organach, bez udziatu glukokinazy [46].

Badania strukturalne wykazaty, ze glukokinaza jest enzymem monomerycznym,
z pojedynczym miejscem aktywnym. Posiada matg i duzg domene, ktére sg oddzielone gtebokim
rowkiem, bedgcym miejscem wigzania substratu - glukozy. Enzym moze przyjmowac trzy
strukturalne konformacje. Przy braku glukozy enzym przyjmuje konformacje nieaktywng tzw.
super-otwarty. Po zwigzaniu substratu enzym przechodzi konformacyjne zmiany, prowadzace
najpierw do przyjecia formy posredniej, otwartej, a nastepnie w petni aktywnej, zamknietej, ktdra
wigze réwniez Mg-ATP [47,48].

Regulacja aktywnosci enzymu odbywa sie na kilku poziomach, wtaczajgc w to ekspresje
genu, tempo degradacji biatka, aktywacje substratem oraz modyfikacje allosteryczne [49,50]. Gen

wyposazony w dwa promotory warunkuje konstytutywng synteze glukokinazy w ukfadzie
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neuroendokrynnym, wtym w komérkach [ trzustki igonadotropach, oraz w watrobie. W
watrobie transkrypcje genu GCK indukuje insulina. Za szybky regulacje aktywnosci enzymu
odpowiada jego substrat — glukoza oraz allosteryczne regulatory, takie jak GKRP (glucokinase
regulatory protein), GKAs (glucokinase activators) oraz redystrybucja enzymu wewnatrz struktur
komodrkowych: jgdra, mitochondriéw, aparatu Golgiego [40, 51]. Aktywacja enzymu przez jego
substrat — glukoze, odbywa sie w zakresie fizjologicznych stezen glukozy 4-12 mmol/| i prowadzi
do wyzej opisanej zmiany konformacji enzymu z otwartej, o niskim powinowactwie do glukozy, do
zamknietej, o wysokim powinowactwie do substratu oraz szybkiego wzrostu aktywnosci
katalitycznej, gdy stezenie glukozy przekracza stan euglikemii (5 mmol/1)[49, 52]. W hepatocytach
szybka regulacja aktywnosci enzymu odbywa sie gtéwnie przy udziale biatka regulujgcego (GKRP —
glucokinase regulatory protein). Przy niskim stezeniu glukozy enzym zwigzany z biatkiem
regulujgcym jest transportowany do jgdra komérkowego, a przy wzroscie stezenia glukozy,
glukokinaza dysocjuje od GKRP ijest transportowana do cytoplazmy, gdzie utatwia absorpcje
glukozy i jej konwersje do glikogenu [41, 51]. Dtugoterminowg regulacje aktywnosci glukokinazy

w hepatocytach warunkuje zwiekszona ekspresja genu po stymulacji insuling [52, 53].

Rycina 2. Struktura biatka glukokinazy.

Na podstawie: Kamata K, Mitsuya M, Nishimura T, Eiki J, Nagata Y. Structural basis for allosteric reqgulation
of the monomeric allosteric enzyme human glucokinase (2004) Structure 12: 429-438.

Ludzki gen GCK wystepuje w jednej kopii na chromosomie 7p (7p15.3 — p15.1), ma
dtugos¢ 15,5 kilozasad, zawiera 12 egzondéw wielkosSci 96-977 par zasad, oddzielonych
jedenastoma intronami, a jego produktem jest biatko zbudowane z 465 aminokwaséw, ktore
tworzg 13 helis a i 13 harmonijek B. Geny GCK innych ssakéw sg homologiczne z genem ludzkim
[54]. Gen posiada dwa rdzne regiony regulatorowe transkrypcji, a wiec dwa rézne promotory.
Alternatywne sekwencje pierwszego 5’-koficowego egzonu pozwalajg na tkankowo specyficzng

produkcje dwéch réznych izoform enzymu [54, 55, 56]. Promotor aktywny w komdrkach B trzustki
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(upstream promoter) oraz promotor aktywny w hepatocytach (downstream promoter) s3
oddalone od siebie o co najmniej 15 kilozasad. W ludzkim genie egzony 1a i 2-10 kodujg mRNA
glukokinazy komodrek B trzustki. W watrobie zidentyfikowano dwa rézne mRNA glukokinazy:
gtéwny transkrypt kodowany przez egzony 1b i 2-10 oraz drugi, kodowany przez egzony 1b, 1ci 2-
10 [57]. Obecnos$¢ dwoéch promotoréw w genie GCK warunkuje rézng regulacje ekspresji genu
w watrobie i komérkach B trzustki. Transkrypcja genu GCK w watrobie podlega regulacji przez
hormony i inne czynniki, podczas gdy w komdrkach B trzustki ekspresja genu jest konstytutywna.
Pozwala to watrobowej glukokinazie adaptowac sie do zmian w stanie odzywienia i hormonalnym
organizmu, a aktywnosc¢ glukokinazy wysp pozostaje stabilnym wykfadnikiem tempa metabolizmu

glukozy i wydzielania insuliny przez komérki B [46].

Rycina 3. Struktura genu glukokinazy.

promotor kom B promotor watrobowy
il

CH T O OO O HE

Opracowano na podstawie: Matschinsky FM (2002) Regulation of pancreatic glucokinase. From basics to
therapeutics. Diabetes 51 (Supplement 3), $394-5404. Zmodyfikowane.

Dotychczas opisano ponad 600 mutacji w genie GCK, ktdére s3 przyczyng roéznych
monogenowych zaburzen gospodarki weglowodanowej [58]. Heterozygotyczne mutacje
aktywujace sg przyczyna hipoglikemii hiperinsulinowej noworodkéw (HHI — hyperinsulinemic
hypoglicaemia of infancy). Inaktywujgce mutacje obu alleli genu powodujg gteboki deficyt
aktywnosci glukokinazy, a w konsekwencji ciezkg hiperglikemie obecng juz od urodzenia —
przetrwata cukrzyce noworodkowg (PNDM — permanent neonatal diabetes mellitus). Inaktywujace
mutacje jednego allelu sg natomiast przyczyng tagodnej hiperglikemii — MODY2 (MODY -
maturity-onset diabetes of the young type 2), a wedtug obecnie obowigzujgcej nomenklatury —
GCK-MODY [58-64]. Potencjalng patogennos¢ mutacji mozna przewidzie¢ na podstawie zmian,
jakie wprowadza ona do struktury biatka. Mutacje typu nonsens, ktére powodujg znaczace
skrdcenie tancucha biatkowego, zmieniajg ramke odczytu, czy tez catkowite lub czesciowe delecje
duzych partii genu, majg oczywisty skutek w postaci braku prawidtowej funkcji biatka. Trudniej
jest przewidzieé efekt mutacji zmiany sensu czy tez zmiany miejsca wycinania intronéw. Bardzo
pomocne w takich przypadkach jest potwierdzenie segregacji mutacji w rodzinie z zaburzeniami
gospodarki weglowodanowej. Istotnym uzupetnieniem procesu oceny znaczenia zmiany

w sekwencji DNA sg badania funkcjonalne biatka.
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1.6. Obraz kliniczny GCK-MODY a implikacje diagnostyczne i terapeutyczne

Obraz kliniczny GCK-MODY znacznie odbiega od przebiegu cukrzycy MODY zwigzanej
z mutacjami gendw czynnikdw transkrypcyjnych. W tej postaci MODY defekt dotyczy
pojedynczego, "biochemicznego" elementu w procesie wydzielania insuliny, a wiec procesy
réznicowania i proliferacji komorek B oraz syntezy hormonu pozostajg niezaktécone. Nieobecne sg
rowniez inne morfologiczne lub biochemiczne objawy pozatrzustkowe, na przyktad wady
rozwojowe [65]. Istota patomechanizmu polega na tym, ze uszkodzony enzym, ktéry katalizuje
pierwszg reakcje glikolizy, petni role glukosensora. Chorzy z obnizong aktywnoscig glukokinazy
reagujg wydzielaniem insuliny przy wyzszym stezeniu glukozy niz osoby zdrowe.
Charakterystycznym objawem GCK-MODY jest hiperglikemia na czczo, zwykle nie przekraczajaca 8
mmol/l (144 mg/dl). W testach obcigzeniowych zachowana jest sekrecja insuliny, a przyrost
glikemii pomiedzy 0 a 120 minutg doustnego testu obcigzenia 75 g glukozy (OGTT — oral glucose
tolerance test) nie przekracza zwykle 3 mmol/l. Tylko u okoto potowy nosicieli mutacji mozna
rozpoznaé cukrzyce zgodnie z kryteriami WHO [66]. Pozostali spetniajg kryteria rozpoznania stanu
przedcukrzycowego — nieprawidtowe] glikemii na czczo i/lub nietolerancji glukozy. Choroba ma
przebieg fagodny, a hiperglikemia nie ulega znaczgcej progresji, o ile nie naktada sie na nig proces
rozwoju cukrzycy typu 2 lub typu 1 [67, 68]. Niewielkie jest réwniez ryzyko rozwoju przewlektych
makro- i mikroangiopatycznych powiktan cukrzycy, co jest odzwierciedleniem faktu, ze
hemoglobina glikowana zwykle nieznacznie przekracza gérny zakres normy dla oséb zdrowych
[69-73]. Dodatkowym objawem w GCK MODY jest insulinoopornos$é¢ watrobowa, bedaca skutkiem
obnizenia aktywnosci watrobowe] glukokinazy. W wyniku tego zmniejszona jest popositkowa
synteza glikogenu w watrobie i relatywnie zwieksza sie glukoneogeneza, co dodatkowo przyczynia
sie do wzrostu glikemii na czczo [74]. Zjawisko insulinoopornosci watrobowej ma jednak niewielki
wptyw na przebieg kliniczny choroby. Wyjgtkiem mogg by¢ sytuacje, w ktérych z czasem dochodzi
do akumulacji typowych metabolicznych czynnikéw ryzyka, zmniejszajgcych insulinowrazliwos¢. W
takich przypadkach hiperglikemia moze ulec progresji, a fenotyp GCK-MODY moze zblizy¢ sie do
fenotypu obserwowanego w cukrzycy typu 2 [60]. Ze wzgledu na skgpoobjawowy przebieg,
choroba jest zwykle wykrywana przypadkowo, na przyktad w trakcie badan okresowych, w trakcie
Cigzy czy tez w czasie chordb infekcyjnych lub zabiegdw operacyjnych. U wielu nosicieli nie stawia
sie rozpoznania cukrzycy nigdy lub stawia sie je dopiero w wieku podesztym, pomimo, ze defekt
enzymatyczny i hiperglikemia sg obecne od urodzenia [65, 75].

Istotng obserwacjg jest wptyw obecnosci mutacji u matki i ptodu na wage urodzeniowa.

Dziecko zdrowej matki, ktdre odziedziczyto mutacje po ojcu, na skutek hipoinsulinemii, ma
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obnizong mase urodzeniowg [76]. Jezeli natomiast ptdd nie odziedziczy mutacji, a jego matka jest
nosicielka, takie dziecko moze urodzi¢ sie z makrosomig [77, 78]. Obecno$¢ mutacji i u dziecka, iu
matki znosi wzajemnie swoj efekt, a waga urodzeniowa dziecka nie odbiega od $redniej wagi
urodzeniowej zdrowych dzieci matek bez cukrzycy [79, 80].

Postawienie witasciwego rozpoznania u pacjenta z GCK-MODY ma istotne znaczenie
z uwagi na mozliwo$¢ wiaczenia optymalnego sposobu postepowania, okreslenia rokowania u
cztonkéw rodziny, wtym rowniez u potomstwa, oraz przeprowadzenia poradnictwa
genetycznego. Ze wzgledu na wczesny wiek rozpoznania pacjenci o fenotypie GCK-MODY czesto
niewtasciwie majg rozpoznawang cukrzyce typu 1 ileczeni sg przy pomocy insulinoterapii, co
znacznie obniza ich jakos¢ zycia i jest nieefektywne [81]. Z kolei typowo stosowana jako leczenie
pierwszego rzutu w cukrzycy typu 2 terapia metforming jest nieskuteczna w cukrzycy GCK-MODY.

Wysoka penetracja mutacji i niewielki wptyw czynnikdw srodowiskowych na przebieg
kliniczny GCK-MODY powoduje, ze profilaktyka pierwotna jest praktycznie niemozliwa. Réwniez
interwencje behawioralne czy farmakologicznie nie zmieniajg przebiegu itempa progresji
choroby. Z uwagi na mechanizm hiperglikemii i tagodny przebieg GCK-MODY podstawg leczenia
w tym podtypie MODY jest postepowanie niefarmakologiczne i zastosowanie diety cukrzycowej
z ograniczeniem weglowodandéw prostych io wysokim indeksie glikemicznym. Leczenie
metforming, innymi doustnymi lekami hipoglikemizujgcymi czy insuling nie ma wptywu na poziom
hemoglobiny glikowanej wtej grupie pacjentéw [69, 82]. Brak odpowiedzi na leczenie
farmakologiczne wynika zfaktu, Zze wydzielanie insuliny oraz wigczenie mechanizmoéw
kontrregulacyjnych odbywa sie w GCK-MODY przy wyzszych poziomach glikemii. tagodny przebieg
oraz minimalne ryzyko powiktanh sprawiaja, ze farmakoterapia, poza okresem cigzy, jest
niepotrzebna. Nalezy natomiast zapobiega¢ wystgpieniu i ewentualnie leczy¢ inne czynniki ryzyka
sercowo-naczyniowego, gtéwnie otytos¢, ktdre mogg pogorszyé przebieg kliniczny GCK-MODY,
poprzez naktadanie sie fenotypu cukrzycy typu 2 na fenotyp MODY.

Rokowanie w GCK-MODY jest bardzo dobre. Zaburzenie charakteryzuje sie tagodnym
przebiegiem, hiperglikemia nie ulega progresji z czasem, pacjenci zwykle nie wymagajg leczenia

farmakologicznego, a schorzenie nie niesie ze sobg ryzyka przewlektych powiktan.
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1.7. Diagnostyka GCK-MODY i kryteria kwalifikacyjne do badan genetycznych

W 2008 roku grupa ekspertéw zaproponowata kryteria kwalifikujgce chorych
z podejrzeniem MODY do badan genetycznych i diagnostyki molekularnej w obrebie najczestszych
genow: HNF1A, GCK i HNF4A [83]. Kryteria opracowane zaréwno dla dzieci i dorostych wskazuja
sytuacje kliniczne, w ktérych pacjenta nalezy skierowac¢ do dalszej diagnostyki genetycznej. W
przypadku GCK-MODY kryteria europejskiej grupy ekspertéw wskazujg na celowos¢ poszukiwania

mutacji w genie GCK, gdy:

e glikemia na czczo wynosi = 5,5 mmol/l w przynajmniej trzech niezaleznych oznaczeniach
i jest stabilnie podwyzszona od miesiecy lub lat,

e poziom HbAc jest nieznacznie podwyzszony i nie przekracza 7,5%,

e rdznica pomiedzy glukozg na czczo a glukozg w drugiej godzinie testu obcigzenia 75 g
glukozy wynosi ponizej 4,6 mmol/I (najczesciej nie przekracza 3 mmol/l),

e U jednego z rodzicdw pacjenta stwierdza sie nieznacznie podwyzszong glikemie na czczo
(zwykle w przedziale 5,5 — 8 mmol/I) lub ma on rozpoznang ,tagodng cukrzyce typu 2”
z nieobecnymi przewlektymi powiktaniami. Wyjatkiem sg rzadkie sytuacje powstania

mutacji de novo — wéwczas wywiad rodzinny jest ujemny.

Ponadto sytuacja kliniczng sktaniajacg do diagnostyki w kierunku cukrzycy monogenowej GCK-

MODY jest cukrzyca cigzowa i wspotistniejgce okolicznosci:

e stale podwyzszony poziom glukozy na czczo w przedziale 5,5-8,0 mmol/l, zaréwno przed,
w trakcie, jak i po cigzy,

e rdznica pomiedzy glukozg na czczo a glukozg w drugiej godzinie testu obcigzenia 75 g
glukozy wynosi ponizej 4,6 mmol/I (w trakcie trwania lub po cigzy),

e fagodna posta¢ cukrzycy u jednego zrodzicéw, ale dodatni wywiad rodzinny nie jest

konieczny do rozpoczecia diagnostyki.

Z uwagi na powszechnos$¢ oznaczania glukozy u pacjentek ciezarnych, do wysuniecia
podejrzenia tego typu cukrzycy monogenowej na podstawie charakterystycznego przebiegu
glikemii w testach obcigzeniowych, wywiadu przetrwatej tagodnej hiperglikemii oraz czesto
dodatniego wywiadu rodzinnego w kierunku tagodnych zaburzen gospodarki weglowodanowej,

dochodzi wtasnie w cigzy.
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2. CELE PRACY

Celem pracy byto badanie podfoza molekularnego oraz wybranych cech klinicznych

cukrzycy GCK-MODY w regionie Polski Potudniowo-Wschodniej.
Szczegdtowe cele obejmowaty:

1. Poszukiwanie, charakterystyke iocene czestosci mutacji w genie GCK w rodzinach
z autosomalnym dominujgcym modelem dziedziczenia cukrzycy z Matopolskiego Zbioru
Rodzin MODY.

2. Charakterystyke kliniczng nosicieli mutacji w genie GCK.

3. Ocene wptywu diagnozy molekularnej GCK-MODY na postepowanie terapeutyczne, obraz

kliniczny i wyréwnanie metaboliczne.
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3. METODYKA

3.1. Poszukiwanie, charakterystyka i ocena czestosci mutacji w genie GCK
w rodzinach z autosomalnym dominujgcym modelem dziedziczenia

cukrzycy z Matopolskiego Zbioru Rodzin MODY.

W niniejszej pracy doktorskiej wykorzystano stworzony w Katedrze iKlinice Chordb
Metabolicznych U] CM Matopolski Zbiér Rodzin MODY, do ktérego wigczane sg rodziny
z podejrzeniem tej formy cukrzycy zregionu Polski Potudniowo-Wschodniej. W trakcie
prowadzonych badan kontynuowano poszukiwanie mutacji u cztonkéw wczesniej wigczonych
rodzin, rekrutowano nowe osoby irodziny oraz przeprowadzono aktualne badania kliniczne
i biochemiczne.

Przy rekrutacji do wspomnianego Zbioru Rodzin MODY stosowano nastepujgce ogdlne
kryteria wtgczenia poszczegélnych pacjentéw irodzin do badan molekularnych nad podtozem

genetycznym cukrzycy:

1. Obecno$¢ cukrzycy Ilub zaburzen gospodarki weglowodanowej wco najmniej 3
pokoleniach w rodzinie oraz ich autosomalny typ dziedziczenia;

2. Diagnoza cukrzycy lub stanu przedcukrzycowego u co najmniej 2 oséb w rodzinie przed 30
rokiem zycia.

3. W przypadku rozpoznania cukrzycy jej kliniczna insulinoniezaleznos¢ (brak terapii insuling
kilka lat po rozpoznaniu lub niewielka dawka insuliny, gdy zostata ona wdrozona: <0,5 j/kg

m.c.).

Celem okreslenia, czy rodzina spetnia zatozone kryteria, probant (czyli osoba z cukrzyca
lub zaburzeniami gospodarki weglowodanowej, przez ktdrg nawigzano kontakt zrodzing),
proszona byta o wypetnienie dwdch standardowych ankiet. Pierwsza znich, o charakterze
przesiewowym, pozwalata wstepnie zakwalifikowa¢ rodzine do dalszego postepowania
rekrutacyjnego. Druga ankieta miata charakter szczegétowy idostarczata waznych informacji
klinicznych  dotyczacych wieku zachorowania, sposobu leczenia, obecnosci powiktan,
wspotistniejgcych chordb itd. Takie same ankiety otrzymywali pozostali cztonkowie rodziny

wtaczonej do badania. Ponadto kazdy uczestnik badania otrzymywat szczegdétowg informacje na
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temat celéw i sposobu przeprowadzania badania oraz wyrazat pisemng zgode na przetwarzanie
danych osobowych, na wykonanie badarn DNA i badan biochemicznych (zatacznik 10A i 10B).
Ponadto, majac na uwadze charakterystyczny przebieg cukrzycy zwigzanej z mutacjg
w genie GCK opisany we wstepie niniejszej pracy, podczas rekrutacji rodzin wytacznie do badan
nad podtozem molekularnym GCK-MODY przyjeto bardziej liberalne kryteria witgczenia,
obejmujace dodatni wywiad rodzinny wdwdch pokoleniach. Zgodnie zzaleceniami
miedzynarodowej grupy ekspertéw odnosnie kwalifikacji chorych z podejrzeniem GCK-MODY do

badan molekularnych czyniono tak w sytuacji [83]:

1. tagodnej hiperglikemii na czczo, przekraczajacej 5,5 mmol/l, stabilnie podwyzszonej od
miesiecy lub lat.

2. W przypadku stosowania doustnych lekéw hipoglikemizujgcych  przy braku ich
skutecznosci w obnizaniu hiperglikemii na czczo.

3. Braku innych sktadowych zespotu metabolicznego: nadwagi/otytosci, zaburzen gospodarki
lipidowej, nadcisnienia tetniczego.

4. Braku progresji zaburzen gospodarki weglowodanowej przez dtugi czas od rozpoznania
cukrzycy lub stanu przedcukrzycowego.

5. Braku przewlektych powiktan choroby lub niewielkiego stopnia ich zaawansowania.

Rekrutacje uczestnikéw projektu prowadzono posréd pacjentéw Poradni Kliniki Choréb
Metabolicznych Szpitala Uniwersyteckiego w Krakowie, a takze posrdd chorych z podejrzeniem
cukrzycy monogenowej, kierowanych do Kliniki przez lekarzy diabetologéw pracujacych
w Poradniach Diabetologicznych na terenie Polski Potudniowo-Wschodniej, gtdwnie wojewddztwa
matopolskiego.

Do wstepnych badan poszukiwawczych mutacji (screening) w genie GCK uzyto
wyizolowanego standardowg metodg DNA jednej osoby chorujacej z kazdej rodziny wtaczonej do
badania tzw. probanta. Poszukiwanie mutacji przeprowadzono metodg bezposredniego
sekwencjonowania i dotyczyto wszystkich 10 egzondéw genu wraz z przylegajgcymi czesciami
intronéw. Wyzej wymienione odcinki genu zostaty namnozone za pomocg polimerazowej reakgji
tancuchowej (PCR) przy uzyciu primerdow o sekwencji przedstawionej w Tabeli 5. Oczyszczone
produkty amplifikacji byty sekwencjonowane przy zastosowaniu urzgdzenia ABI Prism 377 DNA
Sequencer, zgodnie z protokotem i przy uzyciu odczynnikéw zalecanych przez producenta (Applied
Biosystems). Mutacje wptywajgce na strukture aminokwasowg produktu biatkowego genu,
zmieniajgce tzw. splicing-sites (miejsca wycinania introndw) lub powodujgce zmiane ramki
odczytu genu i przedwczesng terminacje translacji produktu biatkowego, byty badane pod katem

segregacji z cukrzycg w rodzinie (w miare dostepnosci innych cztonkdéw rodziny). Korzystajac
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z dostepnych baz danych (patrz nizej) oraz wczesniejszych publikacji, okreslano czy znalezione
zmiany w materiale genetycznym nie sg polimorfizmami, a wiec wariantami genu, ktére wystepuja
w populacji z czestoscig wiekszg niz 1%. Jezeli mutacja segregowata sie z zaburzeniami gospodarki
weglowodanowej w rodzinie oraz nie byfa obecna u zdrowych cztonkdw rodziny, przyjeto
zatozenie, ze jest ona przyczyng zaburzen metabolizmu glukozy. Dodatkowym waznym
argumentem byty wczesniejsze publikacje dotyczace patogennej roli danej mutacji. Wptyw
mutacji na strukture biatka oraz ich lokalizacja w obrebie domen enzymu oceniana byta na
podstawie baz danych NCBI, Ensembl i dostepnego pismiennictwa. W przypadku nowych mutacji

do analizy patogennosci wariantu genetycznego uzyto programow Poly-Phen2 oraz SIFT.

Tabela 5. Primery uzyte do amplifikacji badanych fragmentow genu GCK podczas
sekwencjonowania.

Primery Dtugos¢ produktu

GTTCCAGACTATTGACTGACCCG sens
GCATAAAACTGGGACTGGTGGC non-sens 695bp
GGAGACCCTGAGACACTGCCC sens
GGTTTGAGGTTCAGTCACAGTTTCC non-sens 589bp
GAAGGACACTAAGCCCCACAGC sens
GGCACCCCTGGCAAGACC non-sens 505bp
GGGTCAGAAGACAGAAGGAGGC sens
CTGTCTCGGGCTGGCTGTG non-sens 415bp
CCTTAGTCCCTTGTGCCTTCC sens
CCGCTCTCCCCACCCCTG non-sens 388bp
CAGCAGAGCATTCAGCAGTATCC sens sens
GGGGCTACATTTGAAGGCAGAG non-sens 690bp
CTCCAGTATATGTTAGCAGCCACG sens sens
GATACCCCAAGACCACCCAGG non-sens 504bp
GGGGAGCGGGAGAGGGAC sens sens
AGAGGTCTGGGCTTATCACATCAC non-sens 500bp
GGTTTCGGAGGGACTGGATG sens sens
CCTCCTCCGCACACCTCTCC non-sens 478bp
CACTCAGCGACCGCCCTAC sens sens
CCGTCCCTCCTCCCACCTC non-sens 462bp
GTGGGAGGAGGGACGGCAG sens sens
CCCCTGGCTGCCCTTTTG non-sens 653bp
GGCTCTGGGAAGGGGTGC sens sens
CAGCCTGGTCTGTCACTCCTCAC non-sens 688bp
GGCAGGGGGCAGAGTATTTGAG sens sens
GGAGGGGTGGTGGGCAGAG non-sens 459bp
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Sekwencjonowanie genu GCK zostato przeprowadzone w Pracowni Immunopatologii
i Genetyki Kliniki Pediatrii, Onkologii, Hematologii i Diabetologii Uniwersytetu Medycznego
w todzi. W przypadku jednej rodziny bezposrednie sekwencjonowanie wykonano w Wielkiej
Brytanii, w Peninsula Medical School Uniwersytetdw Exeter i Plymouth. Badanie prowadzono
w oparciu o akceptacje Komisji Bioetycznej UJ, a wszyscy pacjenci podpisywali formularz
informacji o badaniu oraz zgody na udziat w badaniu.

Za referencyjny punkt odniesienia postuzyta sekwencja opublikowana w bazie danych
Ensembl (European Bioinformatics Institute, European Molecular Biology Laboratory,
www.ensembl.org) pod numerem ENSG00000106633. Do analizy wykrytych zmian w sekwencji
nukleotydéw wykorzystano baze polimorfizméw Ensembl, baze dbSNP z NCBI (National Center for
Biotechnology Information, www.ncbi.nlm.nih.gov), baze HGMD (Human Gene Mutation
Database, Institute of Medical Genetics, Cardiff, www.hgmd.cf.ac.uk), baze danych Medline oraz

dostepne pismiennictwo.

3.2. Charakterystyka kliniczna nosicieli mutacji w genie GCK.

Charakterystyka kliniczna nosicieli mutacji w genie GCK zostata przeprowadzona na
podstawie ankiety, dokumentacji medycznej, badania podmiotowego iprzedmiotowego
pacjentéw oraz analiz biochemicznych.

U wszystkich oséb witaczonych do badania przeprowadzono badanie ankietowe. Ankieta
ta zawierata pytania dotyczace rozpoznania ileczenia zaburzen gospodarki weglowodanowej,
wywiadu rodzinnego, obecnosci innych schorzen, takich jak nadcisnienie, zaburzenia lipidowe,
choroby serca oraz obecnosci powiktan cukrzycy. Analizowano takze dostepng dokumentacje
medyczna.

U kazdej osoby witaczonej do analizy przeprowadzono badanie fizykalne, obejmujgce
pomiar wzrostu, wagi, obwodu pasa, bioder oraz cisnienia tetniczego. Na podstawie pomiaru

wzrostu i wagi wyliczono BMI (body mass index) — wskaznik masy ciata — wedtug wzoru:

waga [kg]/wzrost [m]?

Dla 0séb dorostych zastosowano klasyfikacje stanu odzywienia na podstawie BMI [kg/m?]

wedtug WHO [84]:
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e <185 niedowaga

e 18,5-24,99 normowaga

e 25-29,99 nadwaga

e 30-34,99 | stopien otytosci

e 35-39,99 Il stopien otytosci
e 240 [l stopien otytosci.

U kazdego pacjenta zmierzono obwdd pasa i obwdd bioder w centymetrach. Obwdd pasa
mierzono w potowie odlegtosci pomiedzy dolnym brzegiem tuku zebrowego a gérnym brzegiem
grzebieni biodrowych, a wiec w najwezszym miejscu tutowia. Obwdd bioder mierzono na
wysokosci kretarzy wiekszych kosci udowych. Na podstawie tych dwéch pomiaréw wyliczono

wskaznik WHR (waist to hip ratio) na podstawie wzoru:

obwad talii [cm]/obwod bioder [cm].

Zgodnie z wytycznymi IDF (International Diabetes Federation) z 2005 r. dotyczgcymi
populacji europejskiej, otytosé brzuszng definiuje obwadd talii u kobiet = 80 cm, a u mezczyzn > 94
cm [85]. Do okredlenia otytosci brzusznej wykorzystuje sie rowniez wskaznik WHR. Wartos¢
wskaznika wieksza niz 0,9 u mezczyzn i 0,8 u kobiet swiadczy o otytosci brzusznej.

Pomiaru cisnienia tetniczego dokonano na tetnicy ramiennej, dwukrotnie, w pozycji
siedzacej, po co najmniej 5-cio minutowym odpoczynku, przy pomocy manometru rteciowego.
Mankiet o szerokosci co najmniej 2/3 obwodu ramienia zatozono 2-3 cm powyzej zgiecia
tokciowego. Cisnienie tetnicze skurczowe odczytywano przy pierwszym styszalnym tonie, cisnienie
tetnicze rozkurczowe — przy zaniknieciu ostatniego styszalnego tonu. Z wykonanych dwéch
pomiaréw wyliczono srednie cisnienie tetnicze skurczowe i rozkurczowe dla kazdego pacjenta.

U oséb z rodzin GCK-MODY w warunkach na czczo pobrano krew do ekstrakcji DNA, a
takze do oznaczenia poziomu kreatyniny, lipidogramu, HbAlc, glukozy, insuliny ic-peptydu, a
takze mocz do oznaczenia wskaznika albumina/kreatynina (ACR — albumin / creatinine ratio). U
uczestnikdw badania zostat réwniez wykonany doustny test obcigzenia 75 g glukozy
z oznaczeniem glukozy, insuliny ic-peptydu w0 i120 minucie. Test wykonano u o0séb
pozostajgcych bez leczenia zaburzen gospodarki weglowodanowej. Osoby stosujgce diete
z ograniczeniem weglowodandéw lub farmakoterapie byly proszone o zaprzestanie stosowania
diety i odstawienie stosowanych lekdw hipoglikemizujgcych na co najmniej 7 dni przed badaniem.
Oznaczenia biochemiczne wykonano w Zaktadzie Diagnostyki Szpitala Uniwersyteckiego

w Krakowie. Poziom kreatyniny w surowicy oraz w moczu oznaczano metodg Jaffego
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z kompensacyjng prébg Slepa, stezenie glukozy oznaczano metoda enzymatyczng GOD-PAP
(Glucose Oxidase-Phenol 4-Aminophenazone Peroxidase) z materiatu pobranego do naczynia
zawierajgcego fluorek sodu jako inhibitor glikolizy, oznaczenie cholesterolu catkowitego
wykonano metodg enzymatyczng CHOD-PAP (Cholesterol Oxidase Phenol 4-Aminoantipyrine
Peroxidase), a poziom trigliceryddw metodg GPO-PAP (Glycerol Phosphate Oxidase Phenol 4-
Aminoantipyrine Peroxidase), natomiast stezenie LDL-cholesterolu w surowicy wyliczano przy

uzyciu formuty Friedewalda:

LDL-cholesterol = cholesterol catkowity — HDL-cholesterol — Triglicerydy / 5

Powyisze pomiary wykonywano przy pomocy analizatora Hitachi 917 lub Modular P.
Stezenie albuminy wmoczu oznaczano metoda immunonefelometryczng aparatem
Nephelometer Il. Poziom peptydu C oraz insuliny oznaczano metoda elektrochemiluminescencji
,ECLIA”. Odsetek hemoglobiny glikowanej (HbA,.) oznaczano w Pracowni Biochemicznej Szpitala
Uniwersyteckiego w Krakowie przy zastosowaniu metody wysokowydajnej chromatografii
cieczowej (HPLC, high-performance liquid chromatography) aparatem Variant, BioRad.

Zaburzenia gospodarki weglowodanowe] rozpoznawano na podstawie poziomu
glukozy w0 i120 minucie testu obcigzenia 75 g glukozy, zgodnie zzaleceniami Polskiego
Towarzystwa Diabetologicznego obowigzujgcymi  wtym wzgledzie od kilkunastu lat,
przytoczonymi wyzej we wstepie. U pacjentdw stosujgcych insulinoterapie, u ktérych wykonanie
OGTT nie byto mozliwe, lub ktorzy nie wyrazili zgody na wykonanie testu, rozpoznanie cukrzycy
weryfikowano na podstawie dostepnej dokumentacji medycznej.

Na podstawie oznaczenia poziomu glukozy iinsuliny na czczo obliczono wskaznik
insulinoopornosci HOMA-IR (Homeostasis Model Assessment — Insulin Resistance). W tym celu
uzyto kalkulatora dostepnego na stronie internetowej: http://www.dtu.ox.ac.uk/homa
Uniwersytetu w Oxfordzie. Kalkulator okresla wskaznik HOMA-IR w zakresie stezen glukozy 3,0-25
mmol/| iinsuliny 2,9-57,6 pU/ml. Z uwagi na bardzo niskie stezenie insuliny < 2,9 pu/ml
okreslenie wskaznika HOMA-IR nie byto mozliwe u 7 pacjentéw z mutacjg GCK-MODY.

Obecnosc przewlektych powiktan cukrzycy: retinopatii, neuropatii i cukrzycowej choroby
nerek oraz schorzen wspdtistniejgcych: nadcisnienia tetniczego, zaburzen lipidowych, choroby
niedokrwiennej serca oceniano na podstawie wywiadow, badania ankietowego oraz badan
dodatkowych.

Obecnos¢ retinopatii cukrzycowej oceniano na podstawie dostarczonych przez pacjentéw

lub obecnych w dokumentacji opiséw badania okulistycznego.
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Cukrzycowqa chorobe nerek definiowano na postawie istnienia przynajmniej jednej

nieprawidtowosci w wykonanych badaniach biochemicznych:

1. wartos$ci wskaznika albumina / kreatynina w moczu > 2,26 mg/mmol,
2. obnizonego wskaznika filtracji ktebuszkowej < 60 ml/min/1,73m?2 (GFR - glomerular

filtration rate) obliczonego na podstawie wzoru CKD-EPI.

Obecnos¢ nadcisnienia tetniczego stwierdzano na podstawie obecnosci jednego

z kryteriow:

1. uprzednio postawionej diagnozy lekarskiej;
2. stosowania przez pacjenta lekéw hipotensyjnych;
3. wartosci ci$nienia tetniczego skurczowego = 140 mmHg lub/i wartosci cisnienia tetniczego

rozkurczowego = 90 mmHg.

Obecnos¢ choroby niedokrwiennej serca stwierdzano na podstawie dostepnej
dokumentacji medycznej i badania ankietowego.

Wybrane parametry biochemiczne (poziom glukozy i insuliny na czczo oraz w 120 minucie
OGTT, przyrost glikemii i insulinemii w tescie obcigzenia 75 g glukozy, parametry lipidowe, poziom
c-peptydu, wskaznik insulinoopornosci — HOMA-IR) w badanej grupie pacjentéw z mutacjg
w genie GCK poréwnano z grupg kontrolng oséb zdrowych. Analize przeprowadzono dla 42 oséb
z GCK-MODY powyzej 18 roku zycia. Grupa kontrolna w liczbie 42 oséb zostata dobrana sposréd
495 zdrowych ochotnikdw zgromadzonych w bazie danych Kliniki Choréb Metabolicznych dla
potrzeb badan nad podtozem molekularnym cukrzycy. Niniejsza grupa kontrolna zostata dobrana
do grupy badanej pod wzgledem pfci, wieku oraz wskaznika BMI.

Obliczenia statystyczne przeprowadzono dla cech iloSciowych przy pomocy testu t-
Studenta w przypadku normalnego rozktadu w obydwu grupach. Normalnos$¢ rozktadu
sprawdzano przy pomocy testu Shapiro-Wilka. Jesli rozktad nie byt normalny, to zastosowano test
U-Manna-Whitneya w celu porédwnania median w grupie badanej z kontrolna. Przyjeto poziom

istotnosci 5%.
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3.3. Ocena wptywu diagnozy molekularnej GCK-MODY na postepowanie

terapeutyczne i wyréGwnanie metaboliczne.

Wszyscy uczestnicy badania otrzymali wynik badania genetycznego oraz konsultacje
diabetologiczng dotyczacy znaczenia diagnozy GCK-MODY. Pacjenci, u ktérych potwierdzono
obecno$¢ mutacji w genie GCK otrzymali zalecenie zgtoszenia sie do Rejonowej Poradni
Diabetologicznej. Po okresie minimum 6 miesiecy nawigzano ponownie kontakt z tg grupg oséb.
Oceniono w jaki sposéb diagnoza molekularna zaburzen gospodarki weglowodanowej wptyneta
na postepowanie terapeutyczne i wybrane elementy kliniczne. Pod uwage wzieto: rodzaj oraz
liczbe stosowanych lekéw, obecng mase ciata oraz wyréwnanie metaboliczne oceniane na
podstawie odsetka hemoglobiny glikowanej. Aktualng mase ciata oraz warto$é¢ HbA;c poréwnano

z wartos$ciami poczgtkowymi.
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4. WYNIKI

4.1. Wyniki poszukiwania, charakterystyka i ocena czestosci mutacji w genie
GCK w rodzinach z autosomalnym dominujgcym modelem dziedziczenia

cukrzycy z Matopolskiego Zbioru Rodzin MODY.

4.1.1. Wyniki poszukiwania mutacji w genie GCK oraz ocena ich czestosci w rodzinach

z Polski Potudniowo-Wschodnie;j.

W latach 1999 — 2014 w Katedrze i Klinice Choréb Metabolicznych w ramach tworzonego
Matopolskiego Zbioru Rodzin MODY do badan genetycznych zakwalifikowano 186 rodzin. W chwili
pisania niniejszej rozprawy wynik badania DNA uzyskano u 119 probantéw i/lub ich rodzin.
Pozostatych 67 probantéw oczekiwato na wynik badania genetycznego. Sposrdéd tych 119 rodzin
w 53 przypadkach na podstawie obrazu klinicznego podejrzewano GCK-MODY, a w 63 — cukrzyce
MODY zwigzang zczynnikami transkrypcyjnymi. Z uwagi na obraz kliniczny oraz sposéb
dziedziczenia trzy rodziny zakwalifikowano do sekwencjonowania DNA mitochondrialnego
i potwierdzono rozpoznanie cukrzycy mitochondrialnej. Sposrdd 53 osdb podejrzanych o GCK-
MODY, u 42 probantéw potwierdzono mutacje w genie GCK, u 11 wynik byt negatywny. Sposréd
probantéw, u ktdrych obraz kliniczny wskazywat na cukrzyce MODY zwigzang z czynnikami
transkrypcyjnymi, u 40 potwierdzono obecnos¢ mutacji w genie HNF1A, w jednej rodzinie
zidentyfikowano mutacje w genie NEUROD, a wjednej — mutacje w genie HNF4A. W 21
przypadkach wynik sekwencjonowania byt negatywny. Reasumujac, sposréd 119 rodzin
podejrzewanych o cukrzyce monogenowa, w 84 przypadkach potwierdzono obecnos$é cukrzycy
MODY: w 42 rodzinach zidentyfikowano mutacje w genie GCK (50%) i w 42 rodzinach cukrzyce
zwigzang zmutacja genu czynnika transkrypcyjnego (50%). Tabela przedstawia wyniki

sekwencjonowania DNA u 119 probantéw.
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Tabela 6. Wyniki sekwencjonowania DNA u 119 probantdw ze Zbioru Rodzin MODY.

Wynik badania DNA Liczba rodzin ‘ % rodzin

Brak mutacji

Mutacja genu GCK 42 35,3%
Mutacja genu HNF1A 40 33,6%
Mutacja genu HNF4A 1 0,8%

Mutacja genu NEUROD 1 0,8%
Mutacja mitochondrialnego DNA 3 2,5%
32 27%

Ponizsza tabela przedstawia rodzaj mutacji oraz liczbe zidentyfikowanych rodzin GCK-

MODY znajdujacych sie w Zbiorze Rodzin MODY.
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Tabela 7. Czestosc poszczegdinych mutacji wsrod rodzin GCK-MODY w Zbiorze Rodzin MODY.

Pozycja nukleotydowa

2 uwzglednieniem heterozyzotycznosei Pozycja aminokwasowa Pozycja nukleotydowa Liczba rodzin

1 ¢.[952G>A];[=] p.(G318R) €.952G>A 9
2 c.[781G>Al;[=] p.(G261R) c.781G>A 2
3 c.[776C>T;[=] p.(A259V) ¢.776C>T 2
4 ¢.[.635C>T];[=] p.(S212F) .635C>T 2
5 c.[1148C>T);[=] p.(S383L) c.1148C>T 2
6 c.[-84C>G];[=] p.(=) c.-84C>G 2
7 ¢.[904G>C];[=] p.(V302L) €.904G>C 2
8 c.[1217T>C);[=] p.(V406A) ¢.1217T>C 2
9 c.[944T>A];[=] p.(L315H) C.944T>A 2
10 c.[131G>A];[=] p.(G44D) c.131G>A 1
11 c.[491T>C;[=] p.(L164P) c.491T>C 1
12 ¢.[703A>G];[=] p.(M235) ¢.703A>G 1
13 c.[683C>T;[=] p.(T228) c.683C>T 1
14 c.[472G>T];[=] p.(D158Y) c.472G>T 1
15 c.[106C>T];[=] p.(R36W) c.106C>T 1
16 ¢.[1313T>C];[=] p.(F438S) €.13137>C 1
17 c.[764C>A);[=] p.(T255N) c.764C>A 1
18 ¢.[490C>G];[=] p.(L164V) ¢.490C>G 1
19 c.[844_846del];[=] p.(A282del) c.844_846del 1
20 c.[449_451del);[=] p.(F150del) ¢.449_451del 1
21 ¢.[1130G>T);[=] p.(R377L) ¢.1130G>T 1
22 ¢.[593A>T];[=] p.(D198V) €.593A>T 1
23 ¢.[1043T>A];[=] p.(1348N) c.1043T>A 1
24 ¢.[257T>G];[=] p.(V86G) €.257T>G 1
25 c.[ 679+1G>A];[=] G/A splice-site €.679+1G>A

26 c.[660C>A];[=] p.(Cys220%*) c.660C>A

27 c.[579G>T];[=] p.(=) c.579G>T
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Sposrdd 42 probantow/rodzin ze zidentyfikowang mutacjg w genie GCK na udziat
w projekcie badawczym zgode wyrazito 21 oséb. Ponizej przedstawione sg wyniki odnoszace sie
do tych rodzin.

Wsréd rodzin, w ktérych zastosowano kryteria rekrutacji obejmujgce trzypokoleniowy
wywiad zaburzen gospodarki weglowodanowej, do badania w ramach niniejszego projektu
wigczono 16 rodzin. Na podstawie wywiadu, badania ankietowego lub przeprowadzonego
w trakcie badania doustnego testu obcigzenia 75 g glukozy w rodzinach tych zidentyfikowano 102
osoby zcukrzycg lub stanem przedcukrzycowym. Sposréd cztonkéw tych rodzin badanie
genetyczne przeprowadzono u 73 o0sob, z czego obecnos¢ mutacji w genie GCK potwierdzono u 48
0sbb. Stosujgc tagodniejsze kryteria wtaczenia do badania (dwupokoleniowy wywiad zaburzen
gospodarki weglowodanowej) do projektu zakwalifikowano 5 rodzin. W tych rodzinach
zidentyfikowano 23 osoby zcukrzycg lub stanem przedcukrzycowym. Sposrdd dostepnych
cztonkéw tych rodzin badanie DNA przeprowadzono u 15 osdb, wsrdd ktérych obecnosé GCK-
MODY potwierdzono u 13 osdb. tgcznie we wszystkich 21 rodzinach zidentyfikowano 125 oséb
z zaburzeniami gospodarki weglowodanowej. Badanie genetyczne przeprowadzono u 88 0sdb,
z czego u 61 0sbéb stwierdzono obecnosé mutacji w genie GCK.

W grupie 61 nosicieli mutacji byto 28 mezczyzn (46%) i 33 kobiety (54%) w wieku od 10 do
79 lat; sredni wiek pacjentow wynosit 34 lata. Czas od rozpoznania cukrzycy lub stanu
przedcukrzycowego do wigczenie do niniejszego badania wynosit od 0 do 28 lat, $rednio 5,4 lat.
Sredni wiek rozpoznania wynosit 29,1 lat.

W chwili wigczenia do badania sposrdéd nosicieli mutacji w genie GCK 22 osoby
pozostawaty bez jakiegokolwiek leczenia, 17 oséb stosowato diete, 11 oséb — doustne leki
hipoglikemizujace, a 11 oséb leczonych byto insuling. Sredni poziom HbA;c wynosit 6,6%.

Charakterystyke cech klinicznych nosicieli przedstawia ponizsza tabela 6.
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Tabela 8. Charakterystyka kliniczna 61 pacjentdéw z rodzin GCK-MODY wtgczonych do badania.

Pte¢ (kobiety/mezczyini) 33/28

Wiek w momencie badania (lata) 34,04 (14,15)
Wiek w momencie rozpoznania cukrzycy lub stanu 29,1(12,7)
przedcukrzycowego (lata)
Czas od rozpoznania choroby (lata) 5,4 (6,7)
BMI (kg/m?) 23,6 (4,1)
WHR 0,8(0,1)
Cisnienie tetnicze skurczowe (mmHg) 116,9 (13,6)
Cisnienie tetnicze rozkurczowe (mmHg) 72,37 (8,5)
HbAc (%) 6,6 (0,7)
Sposdb leczenia: Liczba pacjentéw:

Insulina 11

Leki doustne 11

Dieta 17

Bez leczenia 22

W tabeli dane dotyczqce pfci isposobu leczenia podano jako liczbe pacjentéw. Dla pozostatych danych
przedstawiono srednig, w nawiasach podano odchylenie standardowe

4.1.1.1. Wyniki poszukiwania mutacji w genie GCK oraz ocena ich czestosci w rodzinach ze
Zbioru Rodzin MODY.

W 42 zidentyfikowanych rodzinach GCK-MODY, ktére wziety udziat w badaniu najczestszg
stwierdzong mutacjg byta mutacja punktowa G318R (obecna w9 rodzinach), powodujaca
substytucje glicyny argining w kodonie 318. Nastepujgce mutacje stwierdzono w dwdch
rodzinach: V302L, V406A, G261R, A259V, S212F, S383L, L315H, c.-84C>G. Wedtug wywiadu
cztonkowie tych rodzin nie byli ze sobg spokrewnieni. Pozostate znalezione mutacje stwierdzono
w pojedynczych rodzinach — tacznie 27 rdéznych mutacji. 5 z opisanych mutacji stanowig nowe
warianty genetyczne, ktére dotychczas nie zostaty opisane: L164V, V86G, D158Y, F438S oraz
A282del.

W analizowanych rodzinach znaleziono:
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e 12 mutacji zmiany sensu: G318R (w 9 rodzinach), w 2 rodzinach mutacje: V302L, V406A,
G261R, A259V, S212F, S383L, L315H oraz w pojedynczych rodzinach: T255N, L164V,
R377L, D198V, 1348N, V86G, G44D, L164P, M235V, T228M, D158Y, R36W, F438S.

e 2 delecje z zachowang ramka odczytu (F150del i A282del).

e 2 mutacje prowadzace do zmiany miejsca sktadania egzonéw (splicing-site): c.579G>T
i c.679+1G>A.

e 1 mutacje w regionie promotorowym genu GCK (c.-84C>G)

e 1 mutacje nonsensowng p.(Cys220%*).

Niemal wszystkie mutacje zmiany sensu, poza mutacjami punktowymi D198V, D158Y
i R36W, zlokalizowane byty w ewolucyjnie konserwatywnych obszarach genu GCK.

Punktowa mutacja zmiany sensu G318R polega na zamianie guaniny na adenine
(GGG/AGG) w pozycji 952 (c.952G>A, GGG>AGG), co powoduje substytucje glicyny argining
w konserwatywnym kodonie 318, w egzonie 8. Mutacja zostata opisana jako powodujgca fenotyp
cukrzycy réwniez w innych populacjach [86-88].

Punktowa mutacja zmiany sensu G261R powoduje zamiane guaniny na adenine w pozycji
781 (c.781G>A, GGG/AGG), co skutkuje substytucjg glicyny argining w kodonie 261, w egzonie 7.
Gly-261 w strukturze enzymu formuje czes¢ petli pomiedzy harmonijkg 11 a helisg a6, ktéra
prowadzi bezposrednio do miejsca wigzgcego glukoze. Substytucja argining wprowadza w miejsce
matej, hydrofobowej reszty aminokwasowej glicyny o wiele dtuzszy boczny taricuch o dodatnim
tadunku, ktéry moze interferowaé zprawidtlowag konformacjg enzymu w poblizu miejsca
aktywnego. Mutacja ta, zmieniajgc strukture biatka, zmienia jego aktywnos¢ i znacznie zmniejsza
powinowactwo do glukozy oraz Vmax (maksymalng szybkos¢ reakcji enzymatycznej) [57, 89].
Mutacja zostata opisana w wielu publikacjach ipotwierdzono jej zwigzek z wystepowaniem
cukrzycy [46, 86, 89-91].

Punktowa mutacja A259V polega na zamianie cytozyny na tymine w pozycji 776,
w egzonie 7 (c.776C>T). Skutkuje to zamiang adeniny na waline w kodonie 259, bedgcym czescig
petli taczacej B harmonijke 11 za helisg 6. Mutacja zostata opisana w populacji polskiej
i francuskiej [114, 58].

Mutacja punktowa zmiany sensu $S212F, spowodowana jest zamiang cytozyny na tymine
w pozycji 635, w egzonie 6, co skutkuje z kolei zamiang seryny na fenyloalanine w kodonie 212 a
helisy 5. Mutacja zostata opisana w populacji hiszpanskiej i francuskiej [58, 97, 115].

Mutacja zmiany sensu S383L, opisana po raz pierwszy w 2002 r w hiszpanskiej rodzinie,
spowodowana jest zamiang cytozyny na tymine w pozycji 1148 (c.1148C>T; TCG/TTG), w egzonie

9 [92]. Wynikiem mutacji jest substytucja seryny leucyng w kodonie 383, tworzagcym a helise 11,
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utworzong przez aminokwasy w pozycjach 361-494. Mutacja zostata opisana w hiszpanskiej,
czeskiej, polskiej oraz innych populacjach [86, 87, 92].

Mutacja w regionie promotorowym genu GCK c.1a-84C>G zostata opisana w USA u dwojki
dzieci zdwdch rdézinych rodzin iprzeciwstawnym obrazem klinicznym. U pierwszego chfopca
stwierdzono hiperglikemie ztypowymi objawami klinicznymi, do leczenia wit3aczono
dtugodziatajacy analog insuliny uzyskujgc dobrg kontrole metaboliczng. W wywiadzie rodzinnym
wielu cztonkdédw rodziny matki chorowato na cukrzyce o wczesnym poczatku, ktéra nie
powodowata rozwoju przewlektych powiktan choroby. Po potwierdzeniu mutacji w regionie
promotorowym genu GCK odstawiono insuline. Po okresie 12 miesiecy HbAlc wynosita 5,6%.
Druga dziewczynka w5 miesigcu zycia prezentowata obraz hipoglikemii hiperinsulinemicznej
i wymagata przewlektego stosowania diazoksydu [116].

Punktowa mutacja V302L polega na zamianie guaniny na cytozyne (c.904G>C; GTG/CTG)
w kodonie 302 egzonu 8, co skutkuje substytucjg waliny leucyng w faricuchu polipeptydowym
glukokinazy. Kodon V302 jest czescig a helisy 8, utworzonej przez aminokwasy w pozycjach 196-
203. Mutacja zostata opisana w pismiennictwie jako powodujaca fenotyp GCK MODY w populacji
polskiej [99].

Wynikiem mutacji zmiany sensu V406A jest zastgpienie tyminy cytozyng (c.1217T>C;
GTG/GCG), co powoduje substytucje waliny alaning w kodonie 406, w egzonie 10. Kodony 402-
410 tworzg B harmonijke 12. Mutacja zostata opisana w populacji polskiej jako powodujaca
fenotyp GCK-MODY [86].

Punktowa mutacja zmiany sensu L315H polega na zamianie tyminy na adenine w pozycji
944 (c.944T>A), w egzonie 8. Wynikiem mutacji jest substytucja aminokwasu leucyny na histydyne
w kodonie 315 bedgcym czescig petli taczacej a helisy 8 i 9. Zmutowany enzym wykazuje zblizong
kinetyke do prawidtowego enzymu: podobne powinowactwo do glukozy, podobng szybkos¢
katalizy itylko nieznacznie obnizone powinowactwo do ATP. L315H-GCK wykazuje natomiast
zmniejszong odpowiedZz na hamujace dziatanie watrobowego biatka regulatorowego GKRP
(glucokinase regulatory protein) iistotnie mniejsza stabilno$¢ termiczng w poréwnaniu do
enzymu dzikiego [94]. Mutacja zostata opisana w populacji Czech i Stowacji jako powodujgca
fenotyp GCK-MODY [94, 95].

Mutacja zmiany sensu G44D polega na zamianie guaniny na adenine w pozycji 131
(c.131G>A), w egzonie 2. Jej skutkiem jest substytucja glicyny na kwas asparaginowy w kodonie 44
bedacym czescig a helisy 2. Mutacja zostata opisana w populacji brytyjskiej, czeskiej i polskiej [88,
103, 114].

Punktowa mutacja zmiany sensu L164P polega na zamianie tyminy na cytozyne w pozycji

491, w egzonie 5 (c.491T>C). Skutkiem mutacji jest substytucja leucyny proling w kodonie 164
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bedacym czescig B harmonijki 7 w drugorzedowej strukturze biatka. Mutacja zostata opisana
w populacji koreanskiej [117], a takze kanadyjskiej i europejskiej jako powodujgca fenotyp GCK-
MODY [58].

Punktowa mutacja zmiany sensu M235V polega na zamianie adeniny na guanine w pozycji
703, w egzonie 7 (c.703A>G). Skutkiem mutacji jest substytucja metioniny waling w kodonie 235
bedgcego czescig B harmonijki 10 w drugorzedowej strukturze biatka. Zmutowany enzym jest
termostabilny, ale charakteryzuje sie zmniejszong szybkoscig katalizy w porédwnaniu do
prawidtowego enzymu [58]. Mutacja zostata opisana miedzy innymi w populacji hiszpanskiej
[118], a takze innych populacjach europejskich jako powodujgca fenotyp GCK-MODY [58].

Mutacja zmiany sensu T228M polega na zamianie cytozyny na tymine w pozycji 683
w egzonie 7 (c.683C>T), co powoduje substytucje treoniny metioning w kodonie 228, bedgcym
czescig B harmonijki 9 w drugorzedowej strukturze biatka. Mutacja zostata opisana w populacjach
kaukaskich [57, 58. 94], a takze japoriskiej [119].

Mutacja zmiany sensu D158Y polega na zamianie guaniny na tymine w pozycji 472
w egzonie 4 (c.472G>T), co skutkuje zamiang kwasu asparaginowego na tyrozyne w kodonie 158,
bedacym czescig B harmonijki 6 w drugorzedowej strukturze biatka. Mutacja prawdopodobnie
stanowi nowy wariant genetyczny.

Punktowa mutacja zmiany sensu R36W polega na zamianie cytozyny na tymine w pozycji
106, w egzonie 2 (c.106C>T). Jej skutkiem jest substytucja argininy tryptofanem w kodonie 36,
ktory w drugorzedowej strukturze biatka jest czescig a helisy 2. Mutacja zostata opisana w wielu
populacjach europejskich [58, 94, 120].

Mutacja zmiany sensu F438S polega na zamianie tyminy na cytozyne w pozycji 1313
w egzonie 10 genu GCK (c.1313T>C). Skutkiem tej mutacji jest substytucja fenyloalaniny seryng
w kodonie 438, ktéry w drugorzedowej strukturze biatka jest czescig B harmonijki 13. Mutacja
prawdopodobnie stanowi nowy wariant genetyczny.

Mutacja zmiany sensu T255N polega na zamianie cytozyny na adenine w pozycji 764
(c.764C>A) i jej skutkiem jest substytucja treoniny na asparagine w kodonie 255, w egzonie 7 .
Kodon ten jest czescig B harmonijki 11, utworzonej przez aminokwasy w pozycjach 251-258.
Mutacja zostata opisana w populacji polskiej jako powodujgca fenotyp GCK-MODY [86].

Punktowa mutacja zmiany sensu L164V powoduje zamiane cytozyny na guanine
w konserwatywnym kodonie 164, w egzonie 5 (c.490C>G), co skutkuje zamiang leucyny na waline.
Kodony 161-166 tworzg B harmonijke 7 w drugorzedowej strukturze biatka. Jest to nowy wariant
genetyczny. Analiza przeprowadzona przy pomocy programéw Poly-Phen2 oraz SIFT sugeruje, ze

jest to wariant patogenny, co dodatkowo potwierdza zaprezentowana nizej analiza segregacji

42



wystepowania fenotypu GCK-MODY z obecnoscig wariantu L164V u przebadanych cztonkow
rodziny M089.

Mutacja A282del zzachowang ramka odczytu, w egzonie 7, polega na delecji trzech
nukleotydéw (c.[844_846delGCA]), co skutkuje delecjg aminokwasu alaniny w kodonie 282.
Dotychczas brak jest informacji w publikacjach ibazach danych na temat tego wariantu
genetycznego. Jest to nowy wariant genetyczny. Jest to zmiana typu ,in frame”, delecja 1
kodonu, ktéra nie powoduje zmiany ramki odczytu inie powoduje przedwczesnej terminacji
translacji — nie generuje sie przedwczesnie kodon stop. Powstaje biatko krotsze o 1 aminokwas.
Aminokwas alanina w pozycji 282 jest konserwatywnym aminokwasem tylko pomiedzy
H.sapiens, P.troglodytes, M.mulatta. Program SIFT sugeruje ze, jest to mutacja patogenna,
zmieniajgca funkcje biatka (Confidence Score - 0.894). Analiza segregacji tego allelu u cztonkéw
rodziny, w ktérej on wystepuje, wykazata zwigzek z cukrzycg MODY. Sugeruje to, ze ten nowy
wariant genetyczny jest mutacjg patogenng i moze miec¢ znaczenie patologiczne, bedac przyczyng
fenotypu GCK-MODY.

Mutacja zzachowang ramky odczytu F150del, w egzonie 4, polega na delecji trzech
nukleotydéw (c.449_451delTCT), powoduje delecje aminokwasu fenyloalaniny w kodonie 150.
Kodon ten tworzy B harmonijke 5 wraz zaminokwasami w pozycjach 141-152. Mutacja zostata
opisana przez innych autoréw jako powodujaca fenotyp GCK-MODY [96; 97].

Mutacja R377L powoduje zamiane guaniny na tymine (c.1130G>T) w kodonie 377,
w egzonie 9, co powoduje substytucje argininy leucyng w faiicuchu polipeptydowym glukokinazy.
W drugorzedowej strukturze enzymu kodon ten jest czescig a helisy 11 utworzonej przez
aminokwasy w pozycjach 361-394. Mutacja zostata opisana w populacji polskiej jako powodujaca
fenotyp GCK-MODY [86].

Kolejna mutacja zmiany sensu D198V powoduje zamiane adeniny na tymine (c.593A>T),
co skutkuje zamiang kwasu asparaginowego na waline w kodonie 198, w egzonie 6. W strukturze
drugorzedowej biatka kodon ten jest czescig B harmonijki 8, utworzonej przez kodony 196-209.
Mutacja zostata opisana w populacji polskiej jako powodujgca fenotyp GCK-MODY [86].

Punktowa mutacja zmiany sensu 1348N powoduje zamiane tyminy na adenine
(c.1043T>A), powoduje zamiane izoleucyny na asparagine w kodonie 348. Kodon znajduje sie
w egzonie 9 ijest czescig a helisy 10 utworzonej przez kodony 344-355 w drugorzedowej
strukturze biatka. Mutacja zostata opisana w innych populacjach jako powodujgca fenotyp GCK-
MODY [86; 93].

Punktowa mutacja zmiany sensu V86G powoduje zamiane tyminy na guanine w pozycji
257 (c.[257T>G]; ATG/AGG), co skutkuje zamiang waliny na glicyne kodonie 86, w egzonie 3.

Kodon ten jest czescig B harmonijki 3, utworzonej przez aminokwasy kodowane w pozycjach 82-
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92. Jest to nowy wariant genetyczny, dotychczas nie opisany w publikacjach, a analiza
przeprowadzona przy pomocy programéw Poly-Phen2 oraz SIFT sugeruje, ze jest to wariant
patogenny (Confidence Score 1,000). Aminokwas walina w pozycji 86 jest wysoce
konserwatywnym aminokwasem pomiedzy H.sapiens, P.troglodytes, M.mulatta, B.taurus,
M.musculus, R.norvegicus, G.gallus, D.rerio, X.tropicalis. Zamiana tego aminokwasu na inny, o
innych wtasciwosciach z duzym prawdopodobienstwem moze powodowaé zmiane funkcji biatka.

Heterozygotyczna mutacja, stwierdzona u jednej osoby, polega na zamianie guaniny na
adenine GT/AT w splite-site intronu 6 genu GCK (c.679+1G>A). Jest to mutacja bedaca przyczyna
fenotypu GCK-MODY opisana w populacji hiszpanskiej [98].

Punktowa mutacja nonsensowna p.(Cys220*) polega na zamianie cytozyny na adenine
w pozycji 660 w egzonie 6 (c.660C>A), co skutkuje kodonem stop w miejscu cytozyny. Mutacja
zostata opisana w populacji czeskiej, niemieckiej, brytyjskiej jako bedaca przyczyng fenotypu GCK-
MODY [58, 88].

Heterozygotyczna mutacja ¢.579G>T polega na zamianie guaniny na tymine w pozycji 579,
w intronie 5 genu glukokinazy inajprawdopodobniej wptywa na proces sktadania egzonéw

(splicing). Mutacja zostata opisana w populacji wtoskiej w 2017 r. [121].

Rycina 4. Mutacja c.449_451delTCT F150del w rodzinie M070. Wydruk z sekwenatora.

c449_451delTCT p.Phe150del
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*ank seq TGCCCC TG GG CTTCACCTTCTCCTTTCCT GTGAGGCACGAAGACA
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Najczesciej mutacje stwierdzono w egzonie 7 — 6 mutacji, a takze w egznach 6, 89 - po 3

mutacje w kazdym z nich. W egzonie 2, 4, 5 i 10 znaleziono po dwie mutacje. Pojedyncze mutacje
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stwierdzono w egzonie 3, w regionie promotorowym oraz w intronach 5 i 6. Lokalizacje mutacji

w genie GCK przedstawia rycina 5.

Rycina 5. Lokalizacja mutacji w genie GCK wykrytych w badanych rodzinach.

Egzony
€.579G>T  c.679+1G>A

bt b e b

-84C>G R36W  vgeG F150del  L164P D198V T228M V302L 1348N VA0BA
G44D D158Y L164V S212F M235v L315H R377L F438S
p.Cys220*  T255N G318R 5383L
A259V
G261R
A282del

4.1.1.2. Wyniki poszukiwania mutacji w genie GCK oraz ocena ich czestosci w rodzinach

witaczonych do badania.

W 21 zidentyfikowanych rodzinach GCK-MODY, ktére wziety udziat w badaniu najczestsza
stwierdzong mutacjg byta mutacja punktowa G318R (obecna w5 rodzinach), powodujaca
substytucje glicyny argining w kodonie 318. W dwdéch rodzinach stwierdzono mutacje V302L
(substytucja waliny leucyng w kodonie 302) iréwniez w dwdéch — mutacje V406A (substytucja
waliny alaning w kodonie 406). Wedtug wywiadu cztonkowie tych rodzin nie byli ze sobg
spokrewnieni. Pozostate znalezione mutacje stwierdzono w pojedynczych rodzinach — tacznie 15
réznych mutacji. 3 z opisanych mutacji stanowig nowe warianty genetyczne, ktére dotychczas nie

zostaty opisane: L164V, V86G oraz A282del.
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Tabela 9. Czestos¢ poszczegdinych mutacji wsrod rodzin GCK-MODY wtgczonych do badania.

Mutacja Liczba rodzin = % rodzin = Liczba nosicieli % nosicieli

1 G318R 5 24 15 24,6
2 V302L 2 9,5 8 13

3 V406A 2 9,5 6 9,8
4 T255N 1 4,75 4 6,5
5 L164V 1 4,75 5 8

6 G261R 1 4,75 4 6,5
7 A282del 1 4,75 3 4,9
8 F150del 1 4,75 3 4,9
9 R377L 1 4,75 4 6,5
10 D198V 1 4,75 2 3,3
11 348N 1 4,75 2 3,3
12 S383L 1 4,75 2 3,3
13 L315H 1 4,75 1 1,8
14 V86G 1 4,75 1 1,8
15 | G/A splice site 1 4,75 1 1,8

W analizowanych rodzinach znaleziono:

e 12 mutacji zmiany sensu: G318R (w pieciu rodzinach), V302L (w dwdch rodzinach), V406A
(w dwoch rodzinach) oraz w pojedynczych rodzinach: T255N, L164V, G261R, R377L,
D198V, 1348N, S383L, L315H, V86G.

e 2 delecje z zachowang ramkg odczytu (F150del i A282del)

e 1 mutacje prowadzgca do zmiany miejsca sktadania egzondw (splicing-site).

4.1.2. Analiza segregacji mutacji w genie GCK w przebadanych rodzinach.

Przez segregacje mutacji w genie GCK rozumiano obecnos¢ fenotypu chorobowego u ich

nosicieli i jednoczesny brak zaburzen gospodarki weglowodanowej u oséb wolnych od mutacji. W
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grupie zgenotypowanych 88 oséb w 21 rodzinach obecnos¢ mutacji potwierdzono u 61 oséb, u 17
nie stwierdzono mutacji w genie GCK. Srednia liczba nosicieli w rodzinie wynosita 2,9. Wsréd
nosicieli mutacji wgenie GCK mozliwe byto okreslenie stopnia zaburzen gospodarki
weglowodanowej na podstawie wykonanego doustnego testu obcigzenia glukozg lub dostepnej
dokumentacji medycznej u 57 osdéb. Sposréd nich u 35 rozpoznano cukrzyce, u 21 — stan
przedcukrzycowy, 1 nosicielka nie wykazywata zaburzed metabolizmu glukozy. Wéréd 17 osdb
negatywnych pod wzgledem obecnosci mutacji w genie GCK, u 7 pacjentdéw w 4 rodzinach
zdiagnozowano zaburzenia gospodarki weglowodanowej w postaci cukrzycy (u 4 oséb) oraz stanu
przedcukrzycowego (u 3 oséb). Dwéch pacjentéw ze zdiagnozowang cukrzycg stosowato doustne
leki hipoglikemizujgce, a 1 osoba — diete, 1 pozostawata bez leczenia. Pacjenci ze stanem
przedcukrzycowym pozostawali bez leczenia. Sredni wiek tych pacjentéw wynosit 68 lat, $redni
wiek diagnozy zaburzen gospodarki weglowodanowej wynosit 67,3 lat. Pdzniejszy wiek
zachorowania, niz u pozostatych cztonkdéw rodziny z potwierdzong cukrzycg monogenowsy,
obecnos¢ otytosci lub nadwagi oraz innych cech zespotu metabolicznego w postaci nadcisnienia
tetniczego i dyslipidemii u tych oséb przemawia za rozpoznaniem cukrzycy typu 2. Osoby te
w rodowodach rodzin GCK-MODY stanowig fenokopie, co jest nierzadkie w rodzinach

z autosomalnie dominujaca cukrzycg o wczesnym poczatku.

4.1.3. Rodowody rodzin GCK-MODY

W ponizszych rodowodach przyjeto nastepujgce oznaczenia: pola puste oznaczajg osoby
bez cukrzycy. Czarne, petne pola oznaczajg osoby z cukrzyca, czarno-biate — osoby ze stanem
przedcukrzycowym (nieprawidtowg glikemig na czczo lub/i nietolerancjg glukozy), szare pola —
osoby z zaburzeniami gospodarki weglowodanowej w wywiadzie (u ktérych nie zweryfikowano
rodzaju zaburzen gospodarki weglowodanowej na podstawie OGTT lub dostepnej dokumentacji
medycznej). Pole puste zkropka oznacza zdrowego nosiciela. Symbolem okregu oznaczono
kobiety, kwadratu — mezczyzn, rombu — osoby, o ktérych ptci nie zebrano informac;ji. Osoby, ktore
wziety udziat w badaniu opisane sg w nastepujacy sposob: pierwsza linia zawiera genotyp: M
oznacza obecno$é mutacji, N — prawidtowg sekwencje genu GCK. W drugiej linii podano wiek
w chwili rozpoznania zaburzen gospodarki weglowodanowej oraz wiek w momencie wtaczenia do
badania. Dodatkowe symbole opisujgce poszczegdlne osoby: NT — nadcisnienie tetnicze, R —
retinopatia, PNO — polineuropatia obwodowa, CHNS — choroba niedokrwienna serca, CHOL —

hipercholesterolemia, TG — hipertriglicerydemia, HLP — hiperlipidemia mieszana, Ml — zawat
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miesnia sercowego. Dodatkowo w opisie 0sdb zzaburzeniami gospodarki weglowodanowej
podano sposdb leczenia. Strzatkg oznaczono probantéw.

Oddzielnego omdéwienia wymagajg rodowody 4 rodzin. W trzech z tych rodzin obecnios¢
mutacji w genie GCK udato sie potwierdzi¢ tylko u probanta. W jedenj rodzinie pojawit sie
nietypowy dla GCK-MODY obraz kliniczny cukrzycy. Byty to rodziny: M051, M106, M133 i M173.
Mtody wiek rozpoznania, cechy kliniczne GCK-MODY oraz dodatni wywiad rodzinny w kierunku
zaburzen gospodarki weglowodanowej, typowy dla dziedziczenia autosomalnego dominujacego,
pozwalat przypuszczaé, ze przyczyng stwierdzonej o tych o0séb cukrzycy lub stanu
przedcukrzycowego jest mutacja wgenie GCK. Ponadto mutacje stwierdzone w wyzej
wymienionych rodzinach zostaty opisane w piSmiennictwie jako sprawcze w stosunku do fenotypu

GCK-MODY. Rodowody tych rodzin zostang omdwione ponize;j.

4.1.3.1. Rodzina M003 — mutacja G318R w genie GCK

Rodzina ta zastuguje na oddzielne omdéwienie z uwagi na odrebny od typowej cukrzycy
GCK-MODY obraz kliniczny i prawdopodobne naktadanie sie cukrzycy typu 1 na obecnos¢ mutacji
w genie GCK. W rodowodzie oznaczono kolejnymi numerami nosicieli mutacji. U probantki (M003-
1), jej syna (M003-2) i matki (M003-3) stwierdzono tagodng hiperglikemie o wczesnym poczatku,
bez objawéw klinicznych. U probantki w badaniu okulistycznym opisano poczatkowga retinopatie
nieproliferacyjng, ponadto rozpoznano polineuropatie obwodowa. Przy wtgczeniu do badania
pacjentka byta leczona insuling w niewielkiej dawce, < 0,5 j/kg m.c., odsetek HbAlc wynosit 6,1%.
U nosicielki mutacji M003-3 cukrzyce rozpoznano w 37 r.z., hiperglikemie charakteryzowat brak
progresji w czasie, w momencie wtaczenia do badania leczona byfa dietg, a odsetek HbAlc
wynosit 6,9%. U pacjentki tej stwierdzono ponadto otyto$¢ (BMI 36,4 kg/m?2), nadci$nienie tetnicze
i zaburzenia lipidowe. Natomiast u kuzyna probantki (M003-4) rozpoznanie cukrzycy nastgpito
w mtodym wieku (28 lat), wsréd objawdw hiperglikemii (polidypsji, poliurii) i kwasicy ketonowe;.
Cukrzyca od poczatku leczona byta insuling, a od rozpoznania do momentu wtgczenia do badania
mineto 28 lat. U nosiciela M003-4 rozpoznano nieproliferacyjng retinopatie cukrzycowa obu oczu,
ponadto zdiagnozowano u niego nadcisnienie tetnicze i hipercholesterolemie. Odsetek HbAlc
wynosit 9,1%, a poziom c-peptydu - 0,044 ng/ml, BMI wynosito 25,9 kg/m2. U nosicielki M003-5
przy rozpoznaniu cukrzycy w wieku 21 lat réwniez obecne byty objawy hiperglikemii oraz kwasica
ketonowa. Przy wtaczeniu do badania odsetek HbAlc wynosit réwniez 9,1%, poziom c-peptydu

0,188, a oznaczone przeciwciata anty-GAD byly ujemne. Pacjentka od rozpoznania cukrzycy
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leczona byta insuling. BMI wynosito 23,2 kg/m?. Nie stwierdzono przewlektych powiktar choroby.
W obliczu tych faktdw nalezy przyjaé, ze u tej dwdjki nosicieli mutacji w genie GCK (M003-4
i M003-5) wspétistnieje cukrzyca typu 1. Pacjentéw MO003-4 i M0O03-5 nie wtgczono do analizy

cech biochemicznych nosicieli mutacji w genie GCK.

Rodzina M003
Mutacja G318R

Ser

MO03-6
MIN
54/59
INS

M003-1 NIN NN NN N/N

MM ;
32135 51 /38 127 126

INS, R, PNO

M0o03-2 NN
MIN 8
1313
bez leczenia

4.1.3.2. Rodzina M051 — mutacja G/A splite-site w genie GCK

U probantki rozpoznano cukrzyce w 33 r.z. W momencie wtgczenia do badania stosowata
jedynie diete cukrzycowa. Wykonane badanie genetyczne potwierdzito obecnos$é¢ mutacji w genie
GCK. Wedtug wywiadu matka probantki réwniez chorowata na cukrzyce, stosowata doustne leki
hipoglikemizujgce. Zmarta z powodu choroby nowotworowej przed pobraniem materiatu do
badan genetycznych. U siostry probantki rdéwniez rozpoznano zaburzenia gospodarki
weglowodanowej, ale nie zgtosita sie ona celem przeprowadzenia badad genetycznych.

Sekwencjonowanie DNA nie potwierdzito obecnosci mutacji w genie GCK u ciotki probantki, u
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ktorej na podstawie OGTT rozpoznano nieprawidtowg glikemie na czczo istanowi
prawdopodobnie fenokopie w opisanej rodzinie. Mutacja zostata opisana w populacji hiszpanskiej

jako powodujaca fenotyp GCK-MODY [98].

Rodzina M051
Mutacja G/A splite-site

%)

@ O O

50/60 MM
leki doustne B68/68
bez leczenia

MIN
33/37
dieta

4.1.3.3. Rodzina M106 — mutacja G318R w genie GCK

Probantka w tej rodzinie zostata wtgczona do badania na podstawie charakterystycznego
przebiegu klinicznego: cukrzyce rozpoznano u niej w mtodym wieku (25 lat), a w ciggu 11 lat do
momentu wigczenia do projektu nie stwierdzono progresji hiperglikemii ani rozwoju przewlektych
powiktan choroby pomimo braku leczenia. Pacjentka charakteryzowata sie niskim BMI (18,6
kg/m2), brakiem innych sktadowych zespotu metabolicznego oraz brakiem objawdéw klinicznych
hiperglikemii. W wywiadzie rodzinnym zaburzenia gospodarki weglowodanowej stwierdzono u
tréjki sposrod czworki dzieci probantki, jej brata oraz syna brata, jednak pozostali cztonkowie
rodziny nie zgtosili sie do badan genetycznych. Na podstawie charakterystycznego obrazu

klinicznego i wywiadu rodzinnego, ale przede wszystkim na podstawie dostepnego pismiennictwa
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opisu mutacji winnych populacjach przyjeto, ze w niniejszej rodzinie przyczyng zaburzen

gospodarki weglowodanowe;j jest potwierdzona u probantki mutacja w genie GCK.

Rodzina M106
Mutacja G318R

O

M/N
25/36

bez leczenia

aiee

4.1.3.4. Rodzina M133 — mutacja V86G w genie GCK

U probanta cukrzyce rozpoznano w wieku 12 lat. Wedtug jego relacji przy rozpoznaniu
obecne byty polidypsja, poliuria i utrata masy ciata, co wydaje sie mato prawdopodobne, biorac
pod uwage, ze przez okoto rok w leczeniu cukrzycy stosowano diete. Dokumentacja medyczna
z okresu rozpoznania cukrzycy u probanta nie byta dostepna. Po okoto roku wobec
nieskutecznosci postepowania dietetycznego u pacjenta wtgczono insulinoterapie, poczgtkowo
w modelu wielokrotnych wstrzyknieé, a nastepnie cigglty podskdrny wlew insuliny przy pomocy
pompy osobistej. Ten model leczenia charakteryzowato bardzo niewielkie zapotrzebowanie na
insuline (kilkanascie jednostek na dobe), a praktycznie cata dawka byta podawana we wlewie
podstawowym. W wywiadzie rodzinnym brat oraz ojciec matki chorowali na cukrzyce,
poczatkowo obaj byli leczeni lekami doustnymi, a nastepnie insuling. Z uwagi na obraz kliniczny
cukrzycy, trzypokoleniowy wywiad rodzinny w kierunku cukrzycy, stosunkowo wysoki poziom c-

peptydu u probanta - wynoszacy 2,78 ng/ml - podjeto decyzje o odstawieniu insuliny i wigczeniu
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pochodnej sulfonylomocznika. Uzyskano wyréwnanie metaboliczne na poziomie normoglikemii, a
chorego wifaczono do badania w kierunku cukrzycy monogenowej. Badanie DNA potwierdzito

obecnos$¢ heterozygotycznej mutacji w genie GCK. Pozostali cztonkowie rodziny nie byli dostepni

do badania.

Rodzina M133
Mutacja V86G

INS

INS

M/N
1219
INS
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Rodzina M020
Mutacja G318R

-

M/N MIN
49/49 145
bez leczenia
chol
MIN TN
25125 18/21
bez laczenia dieta
chol
Rodzina M040
& Zinnt
NN MIN NN NN
7272 42162 62 59/58
bez leczenia NT leki doustne IGT
leki doustne bez leczenia
MIN NN
NIN 30032 i34
47149 IFG
dieta

O

N/M
na

O

NN
2
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Rodzina M056
Mutacja G318R

M/N

NT

MIN MIN

45/53
leki doustne

14/32 21/26
IFG IFG/IGT
leki doustne leki doustne

NT

Rodzina M057

MutaCja A282del ‘

_O

MIN N/N
8/35 133
bez leczenia

M/N N/N
12113 n
leki doustne
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Rodzina M070
Mutacja F150del

Rodzina M072
Mutacja T255N

MIN
810
dieta

%)

N/N
55

MIN
52/24
leki doustne

26/26
bez leczenia

. m

M/N
60/64
leki doustne

M/N
35/37
INS

M/N
13114
dieta

_O

M/N
42/42
bez leczenia

om

MIN
30/35
bez leczenia
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Rodzina M073
Mutacja G261R

NIN
69/75
leki doustne

MIN
67/69
leki doustne

MIN
4049
INS
NT, CHOL

142 150

MIN MW/N
24/24 16/21
bez leczenia  leki doustne

Rodzina M084
Mutacja G318R

N
N

MIN
40/46
bez leczenia

et

MIN
20/24
bez leczenia
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Rodzina M087
Mutacja R377L

%)

=0 0o

M/N
58/63
DM
INS + METT
NT, CHOL
36/ M/N M/N
dieta 32/34 36/39
DM DM
dieta INS
NT CHOL
M/N
11/13
DM
INS
Rodzina M089
Mutacja L164V @ O
50/64
bez leczenia
CHOL
M/N M/IN M/N M/N
19/22 28/30 30/32 37/38
dieta bez leczenia  bez leczenia INS
CHOL NT TG
M/N
12113
bez leczenia

57



Rodzina M091
Mutacja 1348N

M/N
/41
leki doustne
NT, CHOL

MIN NIN
13/18 13
dieta

Rodzina M092

Mutacja V406A '

NIN N/N M/IN N/N
66/66 60/64 50/70 59/69

bez leczenia| leki doustne driﬁa

.

NiN M/N
140 40140
bez leczenia

M/N M/N
718 1313
INS bez leczenia
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Rodzina M111
Mutacja V302L

B0

O

N/N

144
M/N M/N
21721 16/18

bez leczenia  bez leczenia
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Rodzina M125
Mutacja S383L

@

ON o

MIN MIN
26/28 2424
dieta bez leczenia
Rodzina M186
Mutacja V302L
MIN MIN MIN
18119 23/23 2020
dieta bez leczenia bez leczenia bez leczenia
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Rodzina M134
Mutacja V406A

O

MIN
45/45
bez leczenia
CHOL

MIN
19/23
dieta

CHOL

Rodzina M173
Mutacja L315H

M/N
25/25
dieta
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Rodzina M186
Mutacja V302L

M/N
45/46
dieta
NT, CHOL

ot

MIN MIN MN MIN
18i19 23123 20120 20/20
dieta bez leczenia bez leczenia bez leczenia

4.2. Charakterystyka kliniczna przebadanych nosicieli mutacji w genie GCK.

W trakcie niniejszego projektu zidentyfikowano 61 nosicieli mutacji w genie GCK, w tym
28 meiczyzn (46%) i 33 kobiety (54%). Sredni wiek pacjentéw wynosit 34 lata, zakres od 10 do 79
lat. Sredni wiek rozpoznania zaburzen gospodarki weglowodanowej wynosit 29,1 lat, a diagnoza

stawiana byfta w réznym wieku, od 5 do 67 r.z.:

e ponizej 10 r.z. — 4 pacjentéw,

e 0d10do<20r.z. — 15 pacjentow,
e 0d20do<30r.z. - 15 pacjentow,
e 0d30do<40r.z.— 9 pacjentow,
e 0d40do<50r.z. — 11 pacjentoéw,

e >50r.z.—7 0s0b.

U 14 oséb diagnoze zaburzen gospodarki weglowodanowej postawiono w ramach badania
rodzin, w ktérych wczesniej zidentyfikowano mutacje w genie GCK. Jedna nosicielka patogenne;j
mutacji w genie GCK nie rozwineta zadnych zaburzen gospodarki weglowodanowej, a wynik testu
obcigzenia 75 g glukozy byt prawidtowy. Przed 30 rokiem zycia diagnoze zaburzen gospodarki
weglowodanowej postawiono u 34 0so6b (55,7%).

Sredni wiek rozpoznania zaburzer gospodarki weglowodanowej w grupie najmtodszych

nosicieli, przed 30 r. z., wynosit 16,96 lat (n=28 osdéb, 47%). W grupie pacjentéw badanych
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pomiedzy 30 a 49 r.z. $redni wiek diagnozy zaburzen gospodarki weglowodanowej wynosit 33,52
lat (n=21; 35%), natomiast w grupie najstarszych nosicieli mutacji, 2 50 r.z., liczagcej 11 osdb (18%),
Sredni wiek rozpoznania zaburzed gospodarki weglowodanowej wynosit 50,09 lat. Analiza
wariancji wykazata, ze rdznice dotyczace wieku diagnozy zaburzen gospodarki weglowodanowe;j
pomiedzy tymi trzema grupami sg istotne statystycznie: p<0,0001. Czas od rozpoznania cukrzycy
i stanu przedcukrzycowego do momentu witgczenia do badania wynosit srednio 5,4 lat, od 0 do 28
lat. W grupie 61 nosicieli u 11 pacjentéow (18%) od diagnozy zaburzen gospodarki
weglowodanowej mineto wiecej niz 10 lat, w tym u 6 nosicieli (9,8%) od diagnozy cukrzycy mineto
co najmniej 20 lat.

Analizujgc rodowody rodzin zmutacjag wgenie GCK wigczonych do badania,
w najmfodszym pokoleniu sredni wiek nosicieli wynosit 21,7 lat (n=30, 50%). Wsréd najmtodszych
nosicieli Sredni wiek postawienia diagnozy zaburzen gospodarki weglowodanowej wynosit 19 lat.
W drugim pokoleniu, liczacym 22 nosicieli (36,7%) $redni wiek nosicieli wynosit 40,2 lat, a
rozpoznanie cukrzycy lub stanu przedcukrzycowego nastgpito sSrednio w wieku 35,3 lat. W
rodzinach GCK-MODY, w najstarszym pokoleniu (n=8, 13,3%) sredni wiek nosicieli mutacji wynosit
64,4 lat, a sredni wiek rozpoznania zaburzen gospodarki weglowodanowej — 49,3 lat. Analiza
wariancji wykazata, ze rdznice dotyczace wieku diagnozy zaburzen gospodarki weglowodanowe;j
pomiedzy tymi trzema grupami sg istotne statystycznie: p<0,0001. Z analizy wykluczono zdrowg
nosicielke.

Do do dalszych badan wtaczono osoby doroste, powyzej 18 roku zycia. W tej grupie
pomiar wzrostu iwagi ciata przeprowadzono u 51 oséb. Srednie BMI wynosito 23,6 kg/m?,
minimalnie 17 kg/m?, maksymalnie 36,4 kg/m?. BMI > 25 kg/m? stwierdzono u 16 0séb (31,4%),
w tym u 7 kobiet (21,2% grupy kobiet) i u 9 mezczyzn (32,1% grupy mezczyzn), a ponadto BMI >
30 kg/m? stwierdzono u 4 o0s6b (7,8%) ibyty to kobiety. Pomiar obwodu talii ibioder
przeprowadzono u 45 pacjentéw, 18 mezczyzn i 27 kobiet. Srednio WHR wynosit 0,8, minimalnie
0,65, maksymalnie 1,05. WHR przekraczajacy 0,8 stwierdzono u 10 kobiet (37%). WHR > 0,9
stwierdzono u 4 sposréd 18 mezczyzn (16,6%). Obwdd pasa powyzej 80 cm stwierdzono réwniez u
10 kobiet (37%), obwdd pasa przekraczajacy 94 cm - u jednego mezczyzny (5,5%).

Lipidogram oznaczono u 45 osdb. Rozpoznanie zaburzen gospodarki lipidowej postawiono
u 17 osdb (38%), w tym u 15 — hipercholesterolemie, u jednej — hiperlipidemie mieszang i réwniez
u jednej — hipertriglicerydemie. W grupie oséb z zaburzeniami gospodarki lipidowej 2 pacjentéw
w momencie wigczenia do badania przyjmowato leki hipolipemizujgce. Poziom cholesterolu
catkowitego > 4,5 mmol/| stwierdzono u 23 0s6b (51,1%), w tym poziom cholesterolu catkowitego
przekroczyt 5,0 mmol/l u 15 oséb (33,3%). Poziom cholesterolu LDL > 2,6 mmol/| stwierdzono u

19 nosicieli (42,2%), wtym u 12 osdb wynosit on > 3,0 mmol/l (26,6%). Oznaczony poziom
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triglicerydéw przekroczyt 1,7 mmol/l u 2 oséb (4,4%). W grupie 18 mezczyzn poziom cholesterolu
HDL ponizej 1,0 mmol/l stwierdzono u 3 (16,6%), a w grupie kobiet poziom cholesterolu HDL
wynoszacy < 1,3 stwierdzono u 1 sposréd 27 kobiet (3,7%).

W badanej grupie nosicieli mutacji w genie GCK w wykonanych pomiarach srednie
cisnienie tetnicze skurczowe wynosito 116,9 mmHg (minimalnie 80 mmHg, maksymalnie 160
mmHg), a s$rednie cisnienie tetnicze rozkurczowe 72,37 mmHg (minimalnie 60 mmHg,
maksymalnie 95 mmHg). W momencie wtgczenia do badania 15 pacjentéw miato postawione
rozpoznanie nadciSnienia tetniczego (25%), wtym 9 o0sdb regularnie przyjmowato leki
hipotensyjne. U 2 pacjentéw (3,2%) rozpoznano chorobe niedokrwienng serca, w tym jedna
osoba przebyta zawat miesnia sercowego.

Posrdd nosicieli mutacji w genie GCK zmiany na dnie oczu w postaci cukrzycowej
retinopatii nieproliferacyjnej stwierdzono w badaniu okulistycznym u 2 oséb (3,3%), zadna z nich
nie wymagata wykonania zabiegdw laserokoagulacji naczyn siatkéwki do momentu wtgczenia do
badania. Jeden z tych pacjentéw charakteryzowat sie dtugim, bo 28-letnim wywiadem cukrzycy
klinicznie insulinozaleznej, o gwattownym poczatku, z kwasicg ketonowg przy rozpoznaniu.
Przypadek ten zostat oddzielnie oméwiony powyzej (rodzina M003). Cukrzycowq polineuropatie
obwodowg stwierdzono u 1 osoby (1,6%). Podwyzszony wskaznik ACR > 2,26 mg/mmol
stwierdzono u 3 0s6b (7,5%) sposréd 40, u ktérych  wykonano badanie moczu. Zaden
z analizowanych nosicieli nie charakteryzowat sie obnizonym GFR.

Doustny test obcigzenia 75 g glukozy wykonano u 32 oséb sposrdd 61 nosicieli mutacji
w genie GCK. U 25 nosicieli dostepna byta dokumentacja medyczna, na podstawie ktérej mozliwe
byto postawienie diagnozy zaburzen gospodarki weglowodanowej. U czwérki dzieci w wieku 10-14
lat brak byto dokumentacji medycznej, odstgpiono réwniez od wykonania OGTT. Na podstawie
dokumentacji medycznej oraz oznaczen glikemii przy pomocy glukometru u dzieci tych
stwierdzono podwyzszone poziomy glukozy na czczo. tacznie u 57 nosicieli mozliwe byto

postawienie nastepujacych zaburzen gospodarki weglowodanowej:

e cukrzyce rozpoznano u 35 o0sdb,

e U 18 0s6b stwierdzono jedynie nieprawidtowa glikemie na czczo,

e U 3 pacjentéw stwierdzono zaréwno nieprawidtowg glikemie na czczo jak i

e nietolerancje glukozy,

e u jednej nosicielki mutacji w genie GCK nie stwierdzono zadnych zaburzen gospodarki

weglowodanowe;j.
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Tak duza liczba pacjentdw zrozpoznaniem jedynie stanu przedcukrzycowego
(prediabetes), a zwtaszcza nieprawidtowej glikemii na czczo, jest cechg charakterystyczng mutacji
w genie GCK. Nalezy przy tym zaznaczy¢, ze u cztonkdw jednej rodziny, nosicieli tej samej mutacji,
obserwowano rozny fenotyp, a wiec stwierdzano rdézny stopien zaburzen gospodarki
weglowodanowej, od catkowicie prawidtowego wyniku testu obcigzenia 75 g glukozy, przez
prediabetes (nieprawidtowa glikemia na czczo, nietolerancja glukozy), do cukrzycy. Wymieniona
powyzej kobieta bez zaburzen gospodarki weglowodanowej byfa jedyng nosicielkg z prawidtowg

glikemia na czczo.

Tabela 10. Zaburzenia gospodarki weglowodanowej u 57 pacjentdow zmutacjq w genie

glukokinazy.
Zaburzenia gospodarki weglowodanowej Liczba pacjentéow ‘ Odsetek (%)
Cukrzyca 35 61,4
Nieprawidtowa glikemia na czczo 18 31,6
Nieprawidtowa glikemia na czczo i nietolerancja glukozy 3 53
Brak 1 1,7

U wiekszosci chorych rozpoznanie stawiane byto przypadkowo, w trakcie badan
okresowych do pracy, rutynowych badan biochemicznych wykonywanych przez lekarza
Podstawowej Opieki Zdrowotnej lub wcigzy. W trzech przypadkach, w dwdch rodzinach,
rozpoznanie cukrzycy postawiono wsréd typowych objawoéw hiperglikemii: polidypsji, poliurii,
utraty masy ciata, ztego w dwdéch przypadkach wystgpita kwasica ketonowa. Te trzy przypadki
odmienne od typowego przebiegu GCK-MODY zostaty oméwione powyzej (rodziny M0OO3 oraz
M133).

Sposrdd 35 pacjentéw z rozpoznang cukrzycg, w momencie wtgczenia do badania 11
leczonych byto insuling (31,4%), 8 — lekami doustnymi (22,9%), 6 oséb — jedynie dietg (17,1%), a
10 pacjentow (28,6%) pozostawato bez jakiegokolwiek leczenia. W grupie chorych z rozpoznana
nieprawidtowg glikemig na czczo (n=18) 2 osoby leczone byty doustnymi lekami
hipoglikemizujgcymi (11,1%), 7 oséb leczonych byto dietg (38,9%), a 9 osdb pozostawato bez
leczenia (50%). Wsréd pacjentow z nieprawidtowa glikemig na czczo i nietolerancjg glukozy, n=3,
jedna osoba stosowata doustne leki hipoglikemizujgce (33,3%), a dwie osoby stosowaty diete
(66,67%). U jednej osoby oznaczenia glikemii na czczo i w 120 minucie doustnego testu obcigzenia

75 g glukozy byty prawidtowe, a pacjentka ta nie stosowata zadnego leczenia. U pozostatych
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cztonkéw tej rodziny stwierdzono zaburzenia gospodarki weglowodanowej w postaci cukrzycy,
nieprawidtowej glikemii na czczo inietolerancji glukozy (rodzina MO092). Stosowanie
insulinoterapii wynikato z pierwotnie postawionego, zuwagi na mtody wiek chorych przy
rozpoznaniu oraz brak innych sktadowych zespotu metabolicznego, rozpoznania cukrzycy typu 1. Z
kolei stosowanie doustnych lekéw hipoglikemizujgcych byto rezultatem btednie postawionego
rozpoznania cukrzycy typu 2, na ktdrg mogta wskazywacé niewielka hiperglikemia przy rozpoznaniu
i brak jej typowych objawdw klinicznych.

Odsetek HbAlc w grupie nosicieli mutacji w genie GCK oznaczono u 42 0sdéb i wynosit on
srednio 6,6%, minimalnie 5,4%, maksymalnie 8,4%. W grupie tej analizowano sredni poziom
HbAlc w zaleznosci od sposobu leczenia (Tabela 9). Wsrdd nosicieli pozostajgcych bez
jakiegokolwiek leczenia $redni odsetek HbAlc wynosit 6,58%. W grupie oséb leczonych
niefarmakologicznie, a wiec stosujacych diete cukrzycowg, sredni odsetek HbAlc wynosit 6,68%.
Wsrdd nosicieli mutacji w genie GCK stosujgcych farmakoterapie sredni odsetek HbAlc wynosit
6,72% w grupie leczonych doustnymi lekami hipoglikemizujgcymi, a 6,51% w grupie stosujacych

insulinoterapie. W grupach tych sredni odsetek HbA1lc nie rdznit sie istotnie (p=0,939).

Tabela 11. Poréwnanie sredniego odsetka HbAlc wsrdd nosicieli mutacji w genie GCK w zaleznosci
od sposobu leczenia. Z analizy wykluczono osoby z klinicznymi cechami cukrzycy typu 1.

SPOSOB LECZENIA | LICZBA OSOB ~ SREDNI ODSETEK HbAlc (%)  SD |

Bez leczenia 16 6,5 0,91
Dieta cukrzycowa 13 6,6 0,62
Leki doustne 6 6,7 0,44
Insulinoterapia 7 6,5 0,35

W zaleceniach wielu towarzystw naukowych wartos¢ HbAlc > 6,5% jest punktem odciecia
dla rozpoznania cukrzycy. W oparciu o prace Steele i wsp. [112] przeprowadzono dodatkowo
analize poziomu HbAlc w badanej grupie nosicieli mutacji wgenie GCK wg wartosci
zaproponowanych jako typowe dla GCK-MODY w okreslonych grupach wiekowych. Autorzy wyzej
przytoczonego opracowania podjeli probe okreslenia wartosci HbAlc charakterystycznych dla
GCK-MODY na podstawie jej oznaczenia u 123 nosicieli mutacji w genie GCK. Okreslili oni zakres
wartosci HbAlc dla pacjentéw z GCK-MODY w zaleznosci od wieku: <40 r.z 5,6-7,3%, a > 40 r.z —
5,9-7,6%. W przytoczonym opracowaniu przyjeto, ze odsetek HbAlc wyzszy niz dolna granica

(5,6% dla 0oséb w wieku <40 r.z. i5,9% dla osdb > 40 r.z.) moze kwalifikowa¢ osoby z rodzin GCK-
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MODY do badan molekularnych. Natomiast odsetek HbAlc wyzszy niz przyjeta gérna granica
(7,3% <40r.2.17,6% > 40 r.z.) sugeruje inny typ cukrzycy lub sytuacje, w ktérej u nosiciela mutacji
w genie GCK, na skutek kumulacji innych czynnikéw ryzyka, rozwineta sie cukrzyca typu 2 [112].
Stosujac sugerowane kryteria wartosci HbAlc w grupie scharakteryzowanych w niniejszej pracy
doktorskiej pacjentéw z GCK-MODY, wsrdd oséb miodych < 40 r.z. tylko jedna nosicielka mutacji
miafa odsetek HbA1lc 5,4%. Byta to mtoda, 24-letnia kobieta z prawidtowym BMI i nieprawidtowg
glikemig na czczo w doustnym tescie obcigzenia glukozg. Omawiana juz powyzej zdrowa
nosicielka, z prawidtowym wynikiem OGTT, w momencie wfaczenia do badania miata 40 lat
i graniczny poziom HbAlc wynoszacy 5,6%. Ponadto w grupie nosicieli u 4 oséb w wieku 18-23
lata stwierdzono niski poziom HbAlc wynoszacy 5,6-5,9% (Srednio 5,7%). Wszystkie te osoby
charakteryzowaty sie prawidtowym BMI i fagodnymi zaburzeniami gospodarki weglowodanowej,
w postaci nieprawidtowej glikemii na czczo stwierdzonej na podstawie OGTT. W grupie nosicieli >
40 r.z. nie stwierdzono o0séb z poziomem HbAlc < 5,9%. W grupie nosicieli mutacji w genie GCK u
2 0s6b > 40 r.z. ( 70 i 49 lat) stwierdzono poziom HbAlc > 7,6% wynoszacy odpowiednio 8,0%
i 8,4%). Pierwszy mezczyzna miat nadwage, drugi natomiast — prawidiowe BMI. Nie byli oni
spokrewnieni ze sobg. W obu tych przypadkach mozina przypuszczaé, ze na skutek kumulacji
innych czynnikow (wieku, nadwagi oraz by¢ moze czynnikdw dziedzicznych), na typowy obraz
GCK-MODY natozyty sie cechy cukrzycy typu 2. W grupie mtodych nosicieli < 40 r.z. u czterech
mezczyzn w wieku 21-32 lata stwierdzono podwyzszony poziom HbAlc, od 7,4% do 8,2% (Srednio
7,75%). Trzech z nich miato nieznacznie podwyzszony wskaznik BMI do maksymalnie 26,8 kg/m?2.
W grupie nosicieli zpoziomem HbAlc znacznie przekraczajgcym Srednie  wartosci
charakterystyczne dla GCK-MODY byty osoby spokrewnione.

W grupie 42 nosicieli mutacji w genie GCK poréwnano osoby zrozpoznang zgodnie
z wytycznymi Polskiego Towarzystwa Diabetologicznego cukrzycg zosobami ze stanem
przedcukrzycowym (nieprawidtowg glikemig na czczo lub/i nietolerancjg glukozy) pod wzgledem
parametréw klinicznych i biochemicznych. Z analizy wykluczono zdrowg nosicielke bez
stwierdzonych w doustnym tescie obcigzenia glukozg zaburzen gospodarki weglowodanowej oraz
nosicieli z kliniczng insulinozaleznoscig. Poréwnano 21 oséb z cukrzycg (12 kobiet, tj. 57% i9
mezczyzn, tj. 43%) i 21 oséb ze stanem przedcukrzycowym (13 kobiet, tj. 62% i 8 mezczyzn, tj.
38%). Grupy te réznity sie sposobem leczenia. W grupie oséb z cukrzycg 7 oséb pozostawato bez
leczenia, 4 osoby stosowaty diete, 10 osdéb byto leczonych farmakologicznie, wtym 7
insulinoterapig, a 3 — doustnymi lekami hipoglikemizujgcymi. W grupie pacjentéw ze stanem
przedcukrzycowym 9 osdb nie stosowato zadnego leczenia, réwniez 9 osdb stosowato diete, a 3
osoby — doustne leki hipoglikemizujgce. Zaden z pacjentéw nie byt leczony insulinoterapia.

Poréwnanie parametréw klinicznych ibiochemicznych pomiedzy tymi dwoma grupami
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przedstawiono w tabeli 10. Sredni wskaznik BMI, talia/biodro (WHR), HOMA-IR, ACR, obwéd pasa
oraz sredni poziom cholesterolu catkowitego, cholesterolu LDL, HDL, triglicerydéw, kreatyniny, c-
peptydu nie rdznity sie istotnie pomiedzy dwoma grupami. Pacjenci z GCK-MODY i cukrzyca byli
znaczgyco starsi od nosicieli ze stanem przedcukrzycowym (39,9 i 26,9 lat odpowiednio, p=0,0031).
Stwierdzono istotne statystycznie rdznice w $rednim poziomie glikemii w0 i120 minucie
doustnego testu obcigzenia 75 g glukozy, co wynika z charakteru poréwnywanych grup — w grupie
0sOb z rozpoznang cukrzycg wartosci te byty wyzsze. Rdwniez w grupie nosicieli mutacji w genie
GCK z cukrzycg Sredni odsetek HbAlc byt wyiszy (6,9%) w pordwnaniu do grupy ze stanem
przedcukrzycowym (6,3%). Natomiast rozpoznanie zaburzen gospodarki weglowodanowej wsrdd
pacjentdw z cukrzycg nastgpito istotnie pdziniej, srednio w wieku 34,4 lat, w poréwnaniu do
nosicieli ze stanem przedcukrzycowym — srednio w wieku 22,9 lat. W grupie pacjentéw z GCK-
MODY i cukrzycy stwierdzono réwniez istotnie wyzsze skurczowe cisnienie tetnicze (Srednio 123
mmHg) w poréwnaniu do nosicieli z nieprawidtowg glikemig na czczo lub/i nieprawidtowa

tolerancjg glukozy (Srednio 112,5 mmHg).
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Tabela 12. Poréwnanie parametrow klinicznych i biochemicznych nosicieli mutacji w genie GCK

z cukrzycq i ze stanem przedcukrzycowym.

PARAMETR IFG/IGT (n=21) | CUKRZYCA (n=21) Wartoéé p

Ptec: 1,0

- kobiety 13 12

- mezczyzni 8 9

Sposdb leczenia: 0,02
- bez leczenia 9 7

- dieta 9 4

- leki doustne 3 3

- insulina 0 7

Wiek w chwili badania [lata] 26,9 (9,7) 39,9 (15,6) <0,001
Wiek rozpoznania [lata] 22,9 (11,4) 34,4 (13,1) 0,001
BMI [kg/m?] 23,4 (3,9) 23,6 (4,5) 0,87
WHR 0,80 (0,06) 0,82 (0,09) 0,34
Obwéd pasa [cm] 77,8 (10,71) 79,71 (12,78) 0,60
Cisnienie tetnicze skurczowe [mmHg] 112,5(9,6) 123 (15,8) 0,05
Cisnienie tetnicze rozkurczowe [mmHg] 70,2 (6,0) 75,9 (9,4) 0,07
Glikemia w 0 min OGTT [mmol/I] 6,3 (0,3) 7,1(0,8) <0,001
Glikemia w 120 min OGTT [mmol/I] 6,9 (1,3) 10,9 (3,0) <0,001
c-peptyd na czczo [ng/ml] 1,76 (0,39) 1,63 (0,74) 0,83
HbAlc [%] 6,3 (0,6) 6,9 (0,7) <0,001
Kreatynina [umol/I] 65,5 (9,3) 65,0 (12,8) 0,88
Cholesterol catkowity [mmol/I] 4,5(0,9) 4,8 (0,9) 0,30
Cholesterol LDL [mmol/I] 2,5(0,8) 2,7 (0,7) 0,48
Cholesterol HDL [mmol/I] 1,6 (0,3) 1,6 (0,5) 0,84
Triglicerydy [mmol/I] 0,7 (0,2) 1,1(0,6) 0,08
HOMA-IR 1,1(0,4) 1,2 (0,6) 0,97
Wskaznik ACR [mg/mmol] 0,98 (0,93) 1,3 (1,6) 0,28

Pte¢ isposob leczenia podano jako wartosci bezwgledne, pozostate wartosci sq wyliczong Srednig,

w nawiasach podano wartos¢ odchylenia standardowego. Z analizy lipidogramu wykluczono osoby

przyjmujgce statyne lub fibrat.
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Sposréd 61 nosicieli mutacji w genie GCK do analizy porédwnawczej parametréw
klinicznych i biochemicznych wtgczono 42 osoby powyzej 18 r.z. Grupe t3 porédwnano z grupg
kontrolng zdrowych ochotnikéw, bez zaburzen gospodarki weglowodanowej, dobranych pod
wzgledem ptci, wieku i BMI w stosunku 1:1. Wyniki tej analizy podsumowano w tabeli 11.

W doustnym tescie obcigzenia 75 g glukozy (OGTT) zaréwno poziom glukozy na czczo,
w 120 minucie testu, jak i przyrost glikemii byt istotnie wyzszy w grupie nosicieli mutacji w genie
GCK w porownaniu do zdrowych oséb. Znamienne statystycznie réznice (p<0,0001) w s$rednich
stezeniach glukozy oraz w Srednim przyroscie glikemii w trakcie OGTT (p=0,0011) byty oczywiste,
zwazywszy, iz poréwnywano osoby z prawidtowg glikemia igrupe, ktdrg stanowity osoby
z cukrzycg lub stanem przedcukrzycowym. Natomiast poziom insuliny w 0 i 120 minucie testu oraz
przyrost insulinemii nie réznity sie istotnie pomiedzy grupg nosicieli i 0séb zdrowych. Swiadczy to
o zachowanym, prawidtowym wydzielaniu insuliny w odpowiedzi na bodziec hiperglikemiczny u
pacjentéw z GCK-MODY.

Poréwnanie 42 nosicieli mutacji genu GCK z grupg kontrolng zdrowych oséb wykazato
znamienne statystycznie rdéznice w poziome c-peptydu na czczo oraz HDL-cholesterolu. Nie
stwierdzono znamiennych statystycznie rdznic pomiedzy Srednimi poziomami pozostatych
parametréw gospodarki lipidowej. Chociaz $redni poziom cholesterolu catkowitego i cholesterolu
LDL byt nieznacznie nizszy w grupie GCK-MODY (4,7 mmol/l i2,6 mmol/l odpowiednio) niz
w grupie osob bez zaburzen gospodarki weglowodanowej (4,8 mmol/l i 2,9 mmol/l odpowiednio),
to jednak te réinice nie byly znamienne statystycznie (p=0,63 ip=0,13). Sredni poziom
trigliceryddw w grupie nosicieli mutacji w genie GCK wynosit 0,9 mmol/l i nie réznit sie istotnie od
$redniego poziomu triglicerydéw w grupie kontrolnej — 1,2 mmol/I (p=0,12). Z analizy wykluczono
osoby przyjmujgce leczenie hipolipemizujgce. Poziom c-peptydu w grupie GCK-MODY wynosit
$rednio 1,7 ng/ml ibyt nizszy niz w grupie kontrolnej (p=0,03), w ktdérej wynosit 2,4 ng/ml
(p=0,03). Na podstawie poziomu glukozy oraz insuliny na czczo wyliczono wskaznik
insulinowrazliwosci HOMA-IR, ktdry w grupie nosicieli mutacji w genie GCK (n=37) wynosit $rednio
1,16, a w grupie kontrolnej oséb zdrowych, bez zaburzen gospodarki weglowodanowej (n=32) —

0,97. Réznica pomiedzy grupami byta istotna statystycznie (p=0,03).

70



Tabela 13. Poréwnanie parametrow klinicznych i biochemicznych nosicieli mutacji w genie GCK

z grupq zdrowych ochotnikdw bez zaburzer gospodarki weglowodanowe;.

Analizowana zmienna GCK-MODY Kontrole Wartosc p
Pte¢ (mezczyzni/kobiety) 16/26 16/26 1,00
Wiek w momencie badania 34,0 34,6 0,60
BMI [kg/m?] 23,6 24,9 0,09
Glikemia na czczo 6,6 4,5 <0,001
(OGTT 0 min) [mmol/I]

Glikemia 2 godz 8,6 4,5 <0,001
(OGTT 120 min) [mmol/I]

Przyrost glikemii [mmol/l] pomiedzy 2,0 0,1 <0,001
0a 120 min OGTT

Insulina 0 min [ulU/ml] 7,4 7.3 0,47
Insulina 120 min [ulU/ml] 28,7 23,3 0,08
Przyrost insulinemii w OGTT [pulU/ml] 21,6 16,9 0,09
Cholesterol catkowity [mmol/I] 4,7 4,8 0,63
Cholesterol LDL [mmol/I] 2,6 2,9 0,13
Cholesterol HDL [mmol/I] 1,6 1,4 0,01
Troéjglicerydy [mmol/I] 0,9 1,2 0,12
Peptyd C na czczo [ng/ml] 1,7 2,4 0,03
HOMA-IR 1,16 0,97 0,04

Wsrdod nosicieli mutacji w genie GCK 15 pacjentdw miato rozpoznane nadcisnienie

tetnicze, wtym 9 oséb w momencie wiaczenia do badania regularnie przyjmowata leki

hipotensyjne. W grupie oséb zdrowych 3 osoby miaty rozpoznane i leczone nadcisnienie tetnicze.

Zarédwno wsrod pacjentéw z mutacjg GCK, jak i w grupie kontroli, u 2 oséb rozpoznano chorobe

niedokrwienng serca. Jedna osoba w grupie nosicieli mutacji w genie GCK i jedna osoba w grupie

0s6b bez zaburzen gospodarki weglowodanowej przybyta zawat miesnia sercowego.
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4.3. Ocena wptywu diagnozy molekularnej GCK-MODY na postepowanie

terapeutyczne, obraz kliniczny i wyrdwnanie metaboliczne.

Kazdy z nosicieli mutacji w genie GCK, zgodnie z rutynowg praktyka kliniczng, otrzymat
wynik badania genetycznego wraz z pisemng i ustng informacjg na temat charakteru mutacji oraz
rokowania, a nastepnie pozostawat pod opieky lekarza prowadzacego. Po uptywie minimum 6
miesiecy przeanalizowano ponownie dane medyczne pacjentéw, celem oceny wptywu diagnozy
molekularnej na postepowanie terapeutyczne, stopied wyréwnania metabolicznego, mase ciata
i inne parametry kliniczne. Sposrdd 61 nosicieli mutacji w genie GCK dane dostepne byty u 53
osobdb, po srednio 3,8 latach od przeprowadzenia badania genetycznego (od 6 miesiecy do 6 lat).
W tej grupie pod kontrolg specjalistycznej poradni diabetologicznej pozostawato 15 oséb,
pozostali korzystali z opieki lekarza podstawowej opieki zdrowotnej. Z analizy wytagczono chorych
z klinicznymi cechami cukrzycy typu 1. W grupie 53 osdb w okresie ostatnich 6 miesiecy poziom
HbA.c byt kontrolowany u 19 pacjentéw. Sredni poziom HbA;c wtej grupie wynosit 6,5%
(minimalnie 5,7%, maksymalnie 7,2%) i nie zmienit sie po postawieniu diagnozy molekularne;j.
Analizowano rowniez aktualng mase ciata oraz sposéb leczenia cukrzycy. Po s$rednio 4 latach
obserwacji BMI w badanej grupie wzrosto do 24,2 kg/m?, ale byt to wzrost nieznamienny
statystycznie. Zaden zpacjentéw (poza dwdjka pacjentdw zkliniczng insulinozaleznoécia
i wspotistniejgcg mutacjg w genie GCK) nie byt leczony insuling. Cechy kliniczne oraz sposéb
leczenia w badanej grupie pacjentéw z GCK-MODY przy wiaczeniu do badania oraz po okresie
obserwacji przedstawia ponizsza tabela.

Badanie miato charakter obserwacyjny i oparte byto gtéwnie na analizie dokumentacji

medycznej nosicieli mutacji w genie GCK.
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Tabela 14. Poréwnanie niektorych parametréw klinicznych oraz biochemicznych oraz sposobu

leczenia w grupie pacjentow z GCK-MODY przy wigczeniu do projektu oraz przy ponownym
badaniu.

S—— Wiaczenie do badania Po okresie obserwacji
(61 nosicieli) (53 nosicieli)
BMI [kg/m?] 23,6 [SD 4,5] 24,2 [SD 5,2] 0,384
HbAc [%] 6,6 [SD 0,7] 6,59 [SD 0,4] 0,805

Sposéb leczenia

Insulina 9 [15,3%] 0 <0,001
Leki doustne 11 [18,6%] 8 [15,1%)] <0,001
Wytacznie dieta 17 [28,8%] 24 [45,3%] <0,001
Bez leczenia 22 [37,3%] 21 [39,6%] 0,614
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5. DYSKUSJA

Badania w ramach nieniejszej rozprawy doktorskiej sktadaty sie z kilku czesci. Po pierwsze
obejmowaty rekrutacje rodzin z autosomalng dominujgca cukrzycg o wczesnym poczatku do
badan genetycznych w kierunku GCK-MODY. Kolejnym elementem projektu byto poszukiwanie
i charakterystyka mutacji w genie GCK u probantéw rodzin wigczonych do badania oraz analiza
segregacji mutacji w rodzinach z zaburzeniami gospodarki weglowodanowej. Nastepnym etapem
byto opracowanie charakterystyki klinicznej nosicieli mutacji oraz porédwnanie parametréw
klinicznych i biochemicznych w grupie nosicieli mutacji w genie GCK z grupg osdéb zdrowych.
Ostatnim etapem pracy byta ocena wptywu postawienia diagnozy molekularnej GCK-MODY na
sposoéb leczenia i wyréwnanie metaboliczne oséb wtgczonych do badania.

MODY jest stosunkowo rzadka formg cukrzycy, ostatnie badania sugerujg, ze jej czestosc¢
nie przekracza 1-2% wszystkich pacjentow zcukrzycg [100]. GCK-MODY i HNF1A-MODY
reprezentujg najczestsze typy MODY w Europie. Czestos¢ cukrzycy GCK-MODY wsréd wszystkich
pacjentéw MODY rézni sie w zaleznosci od rejonu geograficznego i przyjetych kryteriow witgczenia
do badan genetycznych: od 46-56% we Francji [72, 101], 41-63,4% we Wtoszech [96; 97], 25-41%
w Hiszpanii [92, 102], 31% w Republice Czech [88], do 11-20% w Wielkiej Brytanii [103], 10%
w Danii [104], 8% w Niemczech [105], i wreszcie 3,5% w Skandynawii [106]. W te $wiatowe dane
wpisuje sie odsetek rodzin z GCK-MODY w Matopolskim Zbiorze Rodzin MODY, w ktérym sposrod
84 potwierdzonych badaniem molekularnym przypadkéw MODY, cukrzyca zwigzana z mutacja
w genie GCK stanowi 50% (42 rodziny). Czesto$¢ GCK-MODY moze by¢ niedoszacowana, z uwagi
na fagodng hiperglikemie iczesto bezobjawowy przebieg u nosicieli mutacji. W wiekszosci
wspomnianych powyzej badan publikowanych w literaturze Swiatowej stosowano podobne do
przyjetych w niniejszej pracy kryteria kwalifikacji pacjentéw lub rodzin do badan genetycznych.

Natomiast w badaniu jordanskim kwalifikowano pacjentéw do badan genetycznych
w kierunku GCK-MODY na podstawie wczesnego wieku zachorowania <25 r. z., obecnosci tagodnej
hiperglikemii, ujemnych markeréw immunologicznych oraz dodatniego wywiadu rodzinnego
w kierunku cukrzycy w co najmniej dwdch nastepujgcych po sobie pokoleniach. Jednak w tym
badaniu az 30% nosicieli mutacji w genie GCK miato ujemny wywiad rodzinny w kierunku zaburzen
gospodarki weglowodanowej [107]. W tym badaniu 100 pacjentéw podejrzanych o GCK-MODY na
podstawie obrazu klinicznego oraz 150 osdb z grupy kontrolnej, bez wywiadu rodzinnego
w kierunku cukrzycy przebadano pod katem obecnosci nastepujacych mutacji w genie GCK:
682A>T, p.T228A, 895G>C, 1148C>A oraz p.S383X. Mutacji tych, opisanych w populacji kaukaskiej,

nie stwierdzono w populacji jordanskiej, ani wéréd oséb podejrzanych o GCK-MODY, ani w grupie
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zdrowych kontroli. W badaniu chilijskim do diagnostyki molekularnej w kierunku cukrzycy MODY
zakwalifikowano dzieci ztagodng hiperglikemia, trzypokoleniowym wywiadem rodzinnym
w kierunku cukrzycy oraz ujemnymi markerami immunologicznymi [108]. Sposréd 14
przebadanych dzieci, u 7 (50%) potwierdzono obecno$¢ mutacji w genie GCK [108].

W niniejszej pracy, ze wzgledu na ograniczenia organizacyjne i finansowe, nie stosowano
kryterium ujemnych markeréw immunologicznych. Jednak w nielicznych przypadkach ujemny
wynik badania w kierunku przeciwciat anty-GAD i/lub przeciwciat przeciwwyspowych byt dostepny
(dane nie pokazane, wynik ujemnych przeciwciat anty-GAD uzyskano u 8 probantéw), co znacznie
utatwiato decyzje o przeprowadzeniu badania genetycznego, zwtaszcza, gdy warunek
wielopokoleniowego wywiadu rodzinnego w kierunku cukrzycy nie byt spetniony. W przypadku
wiekszosci rodzin zastosowano kryterium trzypokoleniowego wywiadu rodzinnego w kierunku
zaburzen gospodarki weglowodanowej, jednak 5 rodzin zakwalifikowano do przeprowadzenia
diagnostyki molekularnej w przypadku jedynie dwupokoleniowego wywiadu
i charakterystycznego obrazu klinicznego u mtodych probantow.

Innym waznym aspektem niniejszego badania byta charakterystyka mutacji w genie GCK
i jej zwigzek z rozwojem cukrzycy monogenowej w populacji Matopolski. Chociaz ze wzgledéw
organizacyjnych badane rodziny pochodzity z regionu Polski Potudniowo-Wschodniej, gtéwnie
Matopolski, to jednak zuwagi na jednorodnos¢ etniczng igenetyczng kraju, rezultaty
przedstawione w niniejszej pracy mozna odnies¢ do populacji polskiej. Podsumowujgc wyniki
dotyczace rodzaju iumiejscowienia poszczegdlnych mutacji w odniesieniu do poszczegdlnych
egzondw genu, wiekszos¢ znalezionych rdéznic sekwencji byta mutacjami zmiany sensu
polegajgcymi na podstawieniu jednego aminokwasu przez inny. Taki charakter mutacji obecny byt
w 36 rodzinach. W dwdch rodzinach znaleziono delecje z zachowang ramka odczytu, rowniez
w dwéch przypadkach - mutacje prowadzace do zmiany miejsca sktadania egzondw (splicing-site),
oraz w pojedynczych rodzinach: mutacje regionu promotorowego genu GCK imutacje
nonsensowng. Najczestszg mutacjg zmiany sensu, znaleziong w 9 niespokrewnionych ze sobg
rodzinach, byta mutacja G318R. W przypadku tej mutacji mozemy mie¢ do czynienia z efektem
zatozyciela. Wiekszo$¢ znalezionych mutacji zostato opisanych w innych populacjach i wszystkie,
poza mutacjami punktowymi D198V, D158Y i R36W znajdowaty sie w konserwatywnych rejonach
genu GCK. Znalezione mutacje najczesciej lokalizowaty sie w egzonie 7, 8 i9 genu GCK. Za
patogennym charakterem mutacji przemawia ich segregacja zzaburzeniami gospodarki
weglowodanowej w rodzinach, w ktérych zostaty stwierdzone, opisy innych populacji i badania
funkcjonalne zmienionego biatka oraz konserwatywnos¢ miejsc aminokwasowych, ktérych

dotycza. Ta duza czestos¢ mutacji zmiany sensu iich zdecydowana przewaga nad innymi
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rodzajami mutacji w genie GCK w populacji Matopolski jest podobna do opiséw innych populacji
z réznych rejondw geograficznych [94].

Analizujgc role poszczegdlnych mutacji genu GCK w powstawaniu fenotypu cukrzycy
MODY warto zastanowi¢ sie nad argumentami przemawiajagcymi za patogennym charakterem
opisywanych zmian sekwencji genu. W tego typu analizach bierze sie pod uwage kilka dowodow
naukowych. Pierwszym znich jest segregacja mutacji z fenotypem choroby, np. GCK-MODY,
w badanych rodzinach. Po drugie bada sie, czy wystepuje ona w duzej grupie niespokrewnionych
0sOb bez cukrzycy czy innych zaburzen gospodarki weglowodanowej. Ponadto waznym
argumentem jest analiza konserwatywnosci rejondw zmian, stopnia ingerencji w strukture
aminokwasowg biatka czy tez sekwencje promotora. Pozgdanym jest takze, aby ocenic
w badaniach funkcjonalnych znaczenie biologiczne mutacji. Ten ostatni punkt jest realizowany
tylko w niektérych badaniach inie ma charakteru rutynowego. Oczywistymi argumentami
przemawiajgcymi za przyczynowa rolg mutacji w powstawaniu danego fenotypu jest jej segregacja
z chorobg w rodzinie, wtym przypadku z GCK-MODY, niewystepowanie w grupie kontrolnej,
zmiana konserwatywnego aminokwasu oraz upo$ledzenie funkcji biatka powstajgcego w jej
wyniku.

Przystepujac do analizy poszczegdlnych mutacji nalezy zauwazyé, ze wiekszo$¢ zostata
opisana iuprzednio prowadzone badania dostarczyty dowoddédw na ich patogenng role
w powstawaniu fenotypu GCK-MODY u ludzi. W niniejszej pracy doktorskiej 5 znalezionych
wariantow genetycznych jest wariantami nowymi, dotychczas nie opisanymi w pismiennictwie. Sg
to 4 mutacje zmiany sensu: L164V, V86G, D158Y, F438S oraz jedna delecja z zachowang ramka
odczytu: A282del. O ich patogennosci moze swiadczyé konserwatywnosc regionu, ktorego dotycza
oraz analiza zmienionego biatka przeprowadzona przy pomocy programow Poly-Phen2 i SIFT,
ktora moze dowodzié, ze produkt zmutowanego genu ma uposledzong funkcje, a tym samym jest
przyczyng charakterystycznego fenotypu cukrzycy monogenowej GCK-MODY.

Na szczegdlng uwage zastuguje mutacja zmiany sensu G261R, opisana w niniejszym
materiale w jednej matopolskiej rodzinie i potwierdzona u czterech jej cztonkéw: u probantki, jej
ojca idwdjki jej dzieci (rodzina MO073). Probantka w momencie wigczenia do badania miata
rozpoznang cukrzyce przed 9 laty, leczona byta insuling w dawne ok. 38 j/d. Po postawieniu
diagnozy molekularnej GCK-MODY odstawiono insuline iwfaczono leczenie dietetyczne. Po
zabiegu operacyjnym z powodu urazowego ztamania kosci udowej doszto do pogorszenia
wyréwnania metabolicznego ikoniecznym stato sie wigczenie farmakoterapii, poczatkowo
pochodng sulfonylomocznika, ktérg nastepnie skojarzono zinhibitorem DPP4. Ojciec probantki
w momencie postawienia diagnozy molekularnej wymagat stosowania doustnych lekéw

hipoglikemizujgcych. U syna probantki na podstawie doustnego testu obcigzenia glukozg
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rozpoznano cukrzyce, a u mfodszej cérki — nieprawidtowg glikemie na czczo. W doustnym tescie
obcigzenia glukozg u zadnego z wymienionych nosicieli przyrost glikemii nie przekroczyt 3 mmol/I.
Syn pozostawat bez jakiegokolwiek leczenia, a cérka stosowata metformine. Nie bez znaczenia
pozostaje fakt, ze matka probantki miata réwniez rozpoznang cukrzyce typu 2 (stanowita
fenokopie w rodzinie) iinne dziedziczne czynniki mogty mie¢ wptyw na ciezszy obraz kliniczny
GCK-MODY u opisywanej pacjentki. Jednak opisy rodzin z innych populacji ztg sama mutacjg
wskazujg, ze sam charakter mutacji moze miec istotne znaczenie dla przebiegu klinicznego
choroby. Finska rodzina zty samg mutacjg charakteryzowata sie zréznicowanym fenotypem
u poszczegdlnych jej cztonkdw, réwniez zobrazem cukrzycy zdiagnozowanej w okresie
noworodkowym, z istotnym, przekraczajgcym 3 mmol/l przyrostem glikemii w 2 godzinie testu
obcigzenia glukozg i znaczng hiperglikemig wymagajgca w wielu przypadkach farmakoterapii [91].
Heterozygotyczna mutacja zmiany sensu polega na substytucji glicyny argining w residue 261
w egzonie 7 genu GCK. Badania funkcjonalne GCK-G261R wykazaty zmniejszone powinowactwo
do glukozy i Mg-ATP zmutowanego enzymu oraz jego obnizong aktywnos$é. Mutacja G261R
wydaje sie prowadzi¢ do relatywnie ciezkiego fenotypu GCK-MODY, bardziej zblizonego obrazem
klinicznym do HNF1A-MODY. W firiskiej rodzinie, pomimo, ze wiekszos¢ jej cztonkéw byta dobrze
kontrolowana dietg, to doswiadczali oni istotnej hiperglikemii popositkowej, gdy spozywali positki
bogate w weglowodany, co skutkowato nawet glukozurig. Mutacja charakteryzuje sie réwniez
pewnego stopnia insulinoopornoscig, pomimo prawidtowego BMI nosicieli, wynikajaca z wptywu
mutacji na watrobowy metabolizm glukozy. Ten ciezszy przebieg GCK-MODY uwarunkowanej
mutacjg G261R ttumacza badania strukturalne zmienionego biatka. Gly261 zlokalizowana jest
w petli taczacej B-harmonijke i helise a6 duzej domeny enzymu. Mutacja zmiany sensu G261R ma
tak znaczacy wptyw na funkcje glukokinazy, poniewaz mata reszta glicyny zostaje zastgpiona
duzym hydrofobowym faricuchem argininy o dodatnim tadunku. Substytucja powoduje lokalng
rearanzacje, ktdra obejmuje réwniez kodony Leu266 i Leu270. Ten proces skutkuje destabilizacjg
lokalnej struktury biatka [89].

Analizujgc obraz kliniczny GCK-MODY w opisanej grupie pacjentéw z Polski Potudniowo-
Wschodniej nalezy zwrdéci¢ uwage na stosunkowo wysoki stopien penetracji mutacji wsrdd jej
nosicieli. Tylko jedna nosicielka mutacji nie wykazywata zadnych zaburzen gospodarki
weglowodanowej w doustnym tescie obcigzenia glukozg. Wysoki byt réwniez odsetek pacjentéw
zrozpoznang na podstawie OGTT cukrzyca, bo wynosit az 61,4%. Obecno$¢ mutacji niemal
jednoznacznie determinowata wystgpienie zaburzen gospodarki weglowodanowej, co jest zgodne
z doniesieniami zinnych populacji [94; 96-97; 101-105]. Niemniej analiza zamieszczonych
w niniejszej rozprawie doktorskiej rodowoddéw pokazuje, ze nawet pomiedzy nosicielami tej samej

mutacji w jednej rodzinie istniejg réznice dotyczace stopnia ciezkosci zaburzen gospodarki
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weglowodanowej (od prawidtowej tolerancji glukozy, poprzez stan przedcukrzycowy, az do
cukrzycy). U poszczegélnych cztonkéw tej samej rodziny cukrzyca badZz stan przedcukrzycowy
diagnozowane byty w réznym wieku. Jedng z przyczyn takiego stanu rzeczy moze byé wczesniejsze
wykrywanie zaburzen gospodarki weglowodanowej w mtodszych pokoleniach w poréwnaniu do
generacji ich rodzicdw czy dziadkdw. Moze to wynika¢ z efektywniejszego wykrywania zaburzen
gospodarki weglowodanowej przez wspodtczesng medycyne, a takie z wiekszej $wiadomosci
choroby w rodzinach, w ktdrych wielu jej cztonkéw jest przez nig dotknietych. Nalezy zastanowié
sie, co jeszcze moze mie¢ wptyw na te réznice. Fenotyp GCK-MODY podlega wptywom czynnikow
zewnetrznych, np. warunkom rozwoju wewnatrzmacicznego, otytosci, niskiej aktywnosci fizycznej,
ale takze czynnikéw dziedzicznych, ktére mogg modyfikowaé fenotyp tej cukrzycy monogenowe;j.
W dwdch przypadkach — ojca icérki (rodzina MO003) — obraz kliniczny i przebieg cukrzycy,
z gwattownym poczatkiem ikwasicg ketonowa przy rozpoznaniu sugerowat cukrzyce typu 1,
pomimo ujemnych markeréw immunologicznych, a opisani pacjenci charakteryzowali sie
catkowitg insulinozaleznoscia. Takiego obrazu klinicznego nie wyjasnia potwierdzona badaniem
genetycznym heterozygotyczna mutacja w genie GCK. Nalezy wzig¢ pod uwage wptyw innych
czynnikéw dziedzicznych, ktére zmodyfikowaty w przedstawionej rodzinie typowy fenotyp GCK-
MODY (rodzina MO003). W opisanych powyzej przypadkach ojca icérki mamy najpewniej do
czynienia z cukrzyca typu 1 u nosicieli mutacji w genie GCK.

Szereg elementéw obrazu klinicznego GCK-MODY w populacji Polski Poftudniowo-
Wschodniej jest zblizona do opiséw innych grup etnicznych. Nalezy zwrdci¢ uwage na pewne
odrebnosci, ktére wyrdzniajg opisanych w niniejszej rozprawie doktorskiej pacjentéw z mutacjg
w genie GCK. Po pierwsze grupa nosicieli mutacji w genie GCK nie byfa otyta, ani nie miata cech
zespotu metabolicznego, chociaz u jednej trzeciej pacjentéw takie skojarzenie miato miejsce
(31,4% pacjentdow z nadwagg lub otytoscia, 31% pacjentéw z podwyzszonym wskaznikiem
talia/biodro). W poréwnaniu do grupy oséb zdrowych nosiciele mutacji w genie GCK mieli istotnie
wyzszy wskaznik insulinoopornosci (HOMA-IR): 0,97 vs 1,16, co wynika ze zmniejszonej
aktywnosci enzymu nie tylko wtrzustce, ale rdéwniez w watrobie iwspdtistniejgcej
insulinoopornosci watrobowej o niewielkim nasileniu. Czestos¢ nadcisnienia tetniczego nie rdznita
sie istotnie od grupy oséb zdrowych. Zwraca uwage stosunkowo duza czesto$¢ zaburzen
gospodarki lipidowej (38%) iznikoma liczba pacjentdw stosujgcych leczenie hipolipemizujgce
w momencie wiaczenia do badania. Pomiedzy grupa oséb zdrowych i pacjentéw z GCK-MODY
stwierdzono nieznamienne rdznice w poziomie cholesterolu catkowitego icholesterolu LDL.
Poziom trigliceryddw wsrdd nosicieli mutacji w genie GCK (0,9 mmol/l) byt nieco nizszy niz
w grupie zdrowych kontroli (1,2 mmol/l), ale rdznica ta byta nieistotna statystycznie. Natomiast

znamienno$¢ stwierdzono w poziomie cholesterolu HDL, ktérego wyzszy poziom stwierdzono u
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pacjentow z cukrzycg monogenowa (1,6 mmol/l) w poréwnaniu do grupy kontrolnej (1,4 mmol/l).
Profil lipidowy zblizony do oséb zdrowych powoduje niskie ryzyko sercowo-naczyniowe w GCK-
MODY. W badaniu skandynawskim wykazano podobny profil metaboliczny pacjentéw z GCK-
MODY ioséb zdrowych, oraz znamiennie nizszy poziom tréjglicerydéow iwolnych kwaséow
ttuszczowych u nosicieli mutacji w genie w genie GCK, pomimo podwyzszonej glikemii. [70]. W
tym badaniu poréwnywano profil metaboliczny pacjentéw zcukrzycg typu 2, cukrzyca
monogenowg uwarunkowang mutacjami w genach czynnikéw transkrypcyjnych (HNF4A i HNF1A),
mutacjami w genie GCK oraz zdrowych kontroli. Niewielka grupa chorych z GCK-MODY (11 osdb)
byta nieco starsza niz opisana w niniejszej pracy (Sredni wiek 43 lata), srednie BMI wynosito 26,4
kg/m?, glikemia na czczo — 7,0 mmol/l, a HbAc 6,6%. Stwierdzono nizszy poziom wolnych kwaséw
ttuszczowych i triglicerydéw u pacjentéw z GCK-MODY w pordwnaniu do oséb zdrowych bez
zaburzen gospodarki weglowodanowej, pomimo wyzszego poziomu glikemii na czczo
i popositkowej oraz odsetka HbAc na poziomie odciecia dla diagnozy cukrzycy. Wyjasnieniem tego
zjawiska moze by¢ zmniejszona aktywnosé glukokinazy watrobowej u nosicieli mutacji, a
w zwigzku ztym niewielka insulinoopornos¢ watrobowa. Prowadzi to zmniejszonej syntezy
glikogenu i malonylo-CoA w watrobie. Ten drugi zwigzek jest regulatorem metabolizmu lipidow.
Konsekwencjg jego zmniejszonego poziomu jest wzrost utleniania oraz zmniejszenie syntezy
kwasow ttuszczowych, ktorych jest prekursorem. W wyniku zredukowanej aktywnosci glukokinazy
zmniejszona jest produkcja glicerolo-3-fosforanu w procesie glikolizy, nieefektywna jest réwniez
estryfikacja kwasdw ttuszczowych do trigliceryddw. W konsekwencji zmniejszonej aktywnosci
glukokinazy watrobowa produkcja kwaséw ttuszczowych i triglicerydéw, a takze metabolizm
glukozy ulegajg zahamowaniu. Moze to ttumaczy¢ fakt, ze chorzy z GCK-MODY, pomimo
podwyzszonego poziomu glukozy i HbAic rzadko rozwijajg przewlekte powiktania cukrzycy, tak
charakterystyczne dla innych typéw choroby, a zwtaszcza cukrzycy typu 2. CzeSciowo mozna to
wyjasni¢ takze tagodnym charakterem hiperglikemii obserwowanym wtym typie cukrzycy
monogenowej. Podwyzszony poziom lipidow, hiperglikemia prowadzg do gluko- i lipotoksycznosci,
ktora przyczynia sie do pogtebienia insulinoopornosci, postepujgcego uszkodzenia komorki B
trzustki, przyspieszonego procesu miazdzycowego, a to jest zwigzane ze zwiekszonym ryzykiem
sercowo-naczyniowym. W GCK-MODY poziom glukozy jest podwyzszony, ale jest on
kompensowany niskim stezeniem lipiddw, co moze ttumaczyé, przynajmniej czesciowo, fagodny
charakter schorzenia oraz niskg czestos¢ przewlektych powiktan cukrzycy w tej grupie chorych. W
innych badaniach chorzy z GCK-MODY roéwniez charakteryzowali sie niskim stezeniem
triglicerydéw w poréwnaniu do osdb zdrowych czy pacjentéw z innymi typami cukrzycy [109,
110]. W pracy poréwnujacej stezenia lipidow w grupie polskich pacjentéw z GCK-MODY, HNF1A-

MODY, zcukrzycg typu 1 oraz zdrowych kontroli wykazano istotnie nizszy poziom HDL
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cholesterolu wsrdd nosicieli mutacji w genie GCK. Jednak analiza subpopulacji lipoprotein
wykazata wyzsze stezenia duzych czastek HDL, a niskie — posrednich i matych HDL w poréwnaniu
do grupy kontrolnej [109]. Analizowana grupa chorych z GCK-MODY byta stosunkowo nieliczna (22
osoby), $redni wiek wynosit 25,05 lat, BMI 24 kg/m?2, HbAic 6,25%, a $redni poziom cholesterolu
HDL — 45 mg/dl (1,16 mmol/l). Pomimo niskiego poziomu HDL cholesterolu w analizie subfrakcji
pacjenci z GCK-MODY charakteryzujg sie ochronnym profilem lipidowym, co niewatpliwie
przyczynia sie do ich niskiego ryzyka sercowo-naczyniowego.

Sredni odsetek HbAlc w opisanej w niniejszym projekcie grupie pacjentéw z GCK-MODY
(6,6%) pozostawat zblizony do odsetka HbA;c opisywanego w innych populacjach europejskich
nosicieli mutacji w genie GCK [71, 73, 94]. Natomiast inne populacje swiatowe charakteryzowaty
sie wyzszg glikemig na czczo i wyzszym odsetkiem HbAlc. W badaniu jordanskim grupa nosicieli
mutacji w genie GCK, chociaz mtodsza o prawie 10 lat (Sredni wiek wynosit 25,4 lat),
charakteryzowata sie otytoscig (srednie BMI 30,87 kg/m?), co zapewne miato wptyw na wyzszy
poziom glukozy na czczo (178,5 mg/dl) iznaczaco wyzszy odsetek HbAlc (10,44% vs 6,6%
w niniejszej pracy) [107]. W badaniu japoriskim opisano cechy kliniczne 78 nosicieli mutacji
w genie GCK. Stwierdzono wyzszy niz w niniejszej pracy $redni poziom glukozy na czczo oraz
wyzszy odsetek HbAlc — 9,3 mmol/l vs 6,6 mmol/l oraz 7,3% vs 6,6%. Przyczyne tego zjawiska
nalezy upatrywa¢ w wyzszym BMI Japonczykdéw, wiekszym nasileniu insulinoopornosci, a
w zwigzku z tym z naktadaniem sie cech zespofu metabolicznego icukrzycy typu 2 na typowy
obraz GCK-MODY w rodzinach, w ktérych bardzo czesta byta takie cukrzyca typu 2. Pomimo
naktadania sie cech cukrzycy typu 2 u nosicieli mutacji w genie GCK w populacji japoniskiej
stwierdzono niskg czestos¢ przewlektych powiktarh mikronaczyniowych [111].

Odrebnym zagadnieniem jest czesto$¢ powiktan mikro- i makronaczyniowych w grupie
opisanych pacjentéw z GCK-MODY. Czesto$¢ powiktan naczyniowych byta poréwnywalna do ich
czestosci w innych populacjach swiatowych, ale czestos¢ retinopatii byta istotnie nizsza od tej
raportowanej w innych grupach etnicznych [73]. Podobnie, jak w innych doniesieniach, zaden
z nosicieli mutacji genie GCK nie wymagat wykonania zabiegéw laserokoagulacji siatkéwki. U
trzech nosicieli w pojedynczym badaniu porannego moczu stwierdzono podwyzszony wskaznik
ACR przy prawidlowym eGFR, co nie stanowito wystarczajacej podstawy do rozpoznania
cukrzycowej choroby nerek. Pacjentom tym zalecono powtdrzenie badania dwukrotnie w ciggu
trzech miesiecy po wykluczeniu zakazenia uktadu moczowego. O niewielkim ryzyku powiktan
makronaczyniowych wsréd nosicieli mutacji w genie GCK $wiadczg doniesienia o braku wptywu
przewlektej hiperglikemii w tej grupie pacjentéw na grubos$¢ kompleksu intima-media [113].

W niniejszej pracy doktorskiej nosiciele mutacji w genie GCK charakteryzowali sie

stosunkowo niskim odsetkiem HbAlc, kryteria rozpoznania cukrzycy na podstawie OGTT spetniato
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ponad 60% z nich. Dowodzi to, ze mutacje genu GCK w populacji polskiej w wiekszosci wigzg sie
z typowym, tagodnym obrazem fenotypowym. Nalezy zaznaczy¢, ze z analizy wykluczono osoby
z kliniczng insulinozaleznoscig i klinicznym obrazem cukrzycy typu 1.

Postawienie diagnozy molekularnej, wyjasnienie pacjentom oraz lekarzom prowadzacym
tagodnego charakteru tego typu cukrzycy spowodowato w badanej grupie pacjentéw z GCK MODY
dwa wazine zjawiska. Po pierwsze u wszystkich pacjentow leczonych dotychczas insuling
zaprzestano tej terapii (poza dwdjka chorych z klinicznymi cechami insulinozaleznosci, co opisano
powyzej). Zmniejszyta sie réwniez liczba pacjentdéw stosujgcych doustne leki przeciwcukrzycowe, a
zwiekszyta - liczba pacjentéw stosujgcych diete cukrzycowa. Nalezy zauwazy¢, ze zmiana terapii
nie wptyneta na poziom HbA;c w badanej grupie pacjentéw, pomimo niewielkiego, choc
nieistotnego statystycznie wzrostu BMI. Drugie zaobserwowane zjawisko dotyczyto sprawowania
opieki diabetologicznej nad pacjentami z GCK-MODY. Wiekszos¢ osdb zaprzestata regularnej
kontroli lekarskiej, a tylko 15 pacjentow pozostawato pod systematyczng kontrolg poradni
specjalistycznej.

Po postawieniu diagnozy molekularnej u wiekszosci pacjentéw mozliwe byto zaprzestanie
farmakoterapii. Nie spowodowato to istotnego pogorszenia wyréwnania metabolicznego, a
odsetek HbAlc pozostat stabilny. Wyniki te pozostajg w zgodnosci z doniesieniami swiatowymi
[82, 108]. W analizowanej grupie odsetek pacjentéw z GCK-MODY stosujgcych farmakoterapie:
insuline lub doustne leki hipoglikemizujgce, byt wyiszy niz w przytoczonych doniesieniach
i wynosit 34,4% (w porownaniu do np. 22% w badaniach brytyjskich). W badaniu hiszpariskim
cztonkowie tylko jednej rodziny otrzymywali doustne leki hipoglikemizujace, a pozostali pacjenci
z GCK-MODY osiggali dobrg kontrole metaboliczng przy zastosowaniu jedynie diety i wysitku
fizycznego [92].

W przytoczonej wyzej pracy brytyjskiej analizowano wptyw farmakoterapii na poziom
HbAc w grupie 799 pacjentdéw z heterozygotycznymi mutacjami genu GCK. Nie stwierdzono rdznic
w odsetku HbA;c pomiedzy pacjentami leczonymi farmakologicznie (insuling lub doustnymi lekami
antyhiperglikemicznymi — metforming lub pochodng sulfonylomocznika), a tymi pozostajgcymi
bez leczenia. HbA:c wynosita w obydwu grupach odpowiednio 6,5% i 6,4%. Chorzy leczeni lekami
doustnymi byli starsi w momencie postawienia diagnozy ($Srednio 28 lat) i mieli wyzsze BMI (25,6
kg/m?2) w pordéwnaniu z grupg chorych na insulinie ($rednio 20 lat, BMI 23,0 kg/m?) lub nie
leczonych ($rednio 17 lat, BMI 23,1 kg/m?). Kontynuowano obserwacje 16 nosicieli mutacji
w genie GCK, ktérzy zaprzestali stosowania farmakoterapii ipordwnano odsetek HbAc
z nosicielami, ktérzy nigdy nie stosowali leczenia farmakologicznego. Nie stwierdzono istotnych
réznic w poziomie HbA.c zaréwno podczas stosowania farmakoterapii, jak i po jej zaprzestaniu, a

takze pomiedzy grupa leczong w przesztosci itg pozostajgcy bez leczenia farmakologicznego.
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Wyniki publikacji sg zgodne z opisem populacji Polski potudniowo-wschodniej, chociaz w niniejszej
pracy zdecydowanie wyzszy byt odsetek pacjentéw stosujgcych farmakoterapie (insuline lub
doustne leki antyhiperglikemiczne), bo wynosit ponad 34%. Jak wspomniano wyzej, po
postawieniu diagnozy molekularnej wszyscy pacjenci z GCK-MODY stosujgcy dotychczas
insulinoterapie - zaprzestali jej. Zmniejszyta sie roéwniez liczba pacjentdéw stosujacych leki doustne
(z 18,6% na 15,1%) , a zwiekszyta — liczba chorych stosujgcych diete cukrzycows (z 28,8% na
45,3%). Ten ostatni fakt nalezy wigza¢ z petng informacja, ktérg otrzymali pacjenci z GCK-MODY
w momencie postawienia diagnozy molekularnej na temat istoty ich schorzenia, jego fagodnego
przebiegu oraz skutecznosci postepowania dietetycznego. Ta sama uspokajajgca informacja
najpewniej spowodowata réwniez drugie zjawisko — a mianowicie wiekszos¢ pacjentéw
zaprzestata regularnej kontroli w diabetologicznych poradniach specjalistycznych.

Stosowanie farmakoterapii u pacjentéw z cukrzycg MODY wynika z btednie postawionej
diagnozy cukrzycy typu 1 u miodych chorych i wdrozenia w zwigzku z tym insulinoterapii, a u
starszych pacjentéw - z nieprawidtowe] diagnozy cukrzycy typu 2 i wdrozenia doustnych lekéw
hipoglikemizujgcych, najczesciej pochodnych sulfonylomocznika. W niniejszej pracy nie
stwierdzono istotnych rdéznic w odsetku HbAlc pomiedzy nosicielami mutacji w genie GCK
stosujgcymi farmakoterapie itymi pozostajagcymi bez leczenia farmakologicznego. Wynika to
z faktu, ze przy niewielkich dawkach egzogennej insuliny zachodzi zjawisko kompensacyjnego
hamowania wydzielania insuliny endogennej, bez zmiany w poziomie glikemii. Poziom glukozy
w GCK-MODY obniza sie jedynie w warunkach podawania ponad-fizjologicznych dawek insuliny
[82]. W analizowanej grupie pacjentdw z GCK-MODY zaréwno stosowane dawki insuliny, jak
i dawki doustnych lekéw hipoglikemizujagcych byty niewielkie inie mogty spowodowad
catkowitego zahamowania sekrecji endogennej insuliny. Zmiana terapii w GCK-MODY po
postawieniu diagnozy molekularnej jest przyktadem farmakogenetyki, obserwowanej takze
w innych formach cukrzycy monogenowej. W cukrzycy uwarunkowanej mutacjg w genie HNF1A,
czy HNF4A skuteczne sg mate dawki pochodnych sulfonylomocznika, a w aktywujgcych mutacjach
genu KCNJ11/ABCC8 najskuteczniejszg forme leczenia stanowig pochodne sulfonylomocznika
w duzych dawkach. W GCK-MODY zaprzestanie leczenia farmakologicznego nie tylko nie zmienia
glikemii, wyréwnania metabolicznego i nie zwieksza ryzyka przewlektych powiktan, ale co chyba
najistotniejsze dla pacjentéw, znacznie poprawia jakosc ich zycia.

W wiekszosci przypadkdéw nosiciele mutacji w genie GCK nie wymagajg innego leczenia niz
postepowanie dietetyczne, a hiperglikemia pozostaje stabilna przez lata. W niniejszym materiale
mozna juz po krétkim okresie obserwacji zauwazy¢ niewielki, ale istotny wzrost masy ciata
pacjentéw z GCK-MODY, bez wzrostu odsetka HbAlc. Moze to prowadzi¢é do wzrostu

insulinoopornosci, ktdra nie tylko zalezy od czynnikéw Srodowiskowych, ale réwniez od czynnikéw
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genetycznych. Te niekorzystne determinanty poligenowe sg prawdopodobnie rozpowszechnione
w populacji, co wigze sie zlawinowym wzrostem zachorowan na cukrzyce typu 2.
Insulinooporno$¢ moze mie¢ wptyw na obraz kliniczny iprogresje zaburzen gospodarki
weglowodanowej w GCK-MODY. W badaniu francuskim na nielicznej grupie pacjentéw ztym
typem cukrzycy monogenowej wykazano istotnie wyzsze poziomy glikemii w OGTT oraz wzrost
insulinoopornosci w odstepie 11 lat, chociaz funkcja wydzielnicza komorki B pozostata stabilna
[68]. Moze to by¢ zwigzane z relatywnie stabilnym defektem glukokinazy, ktéry nie prowadzi do
zmniejszenia wydzielania insuliny wraz z uptywem czasu. Jednak kiedy dochodzi do rozwoju
insulinoopornosci hiperglikemia ulega progresji [68]. Wptyw zaobserwowanego wzrostu masy
ciata na parametry gospodarki weglowodanowej, sekrecji insuliny, stopien wyrdwnania
metabolicznego oraz rozwadj przewlektych powiktan w opisanej w niniejszej rozprawie doktorskiej

grupie nosicieli mutacji w genie GCK wymaga dalszej, wieloletniej obserwacji.
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WNIOSKI

Cukrzyca spowodowana mutacjami w genie GCK jest jedng z najczestszych form cukrzycy
MODY i stanowi ok. 50% wszystkich przypadkéw MODY w Polsce.

Diagnoza GCK-MODY stawiana jest w réznych okresach zycia. Obserwujemy obnizenie sie
wieku diagnozy w kolejnych pokoleniach w rodzinach GCK-MODY.

Charakter zidentyfikowanych w genie GCK mutacji w rodzinach z regionu Polski Potudniowo-
Wschodniej jest zblizony do rodzaju mutacji opisywanych w innych populacjach europejskich.
Najczesciej miaty one charakter zmiany sensu i dotyczyty egzonéw 7, 8i 9.

Wiekszos¢ nosicieli mutacji w genie GCK charakteryzowata sie brakiem otyfosci, zaburzen
lipidowych, nadcisnienia tetniczego, co odrdznia ich od chorych z uwarunkowang
wielogenowo cukrzycg typu 2.

Wiekszo$¢ pacjentéw z GCK-MODY nie wymaga leczenia farmakologicznego, a jego
odstawienie nie powoduje pogorszenia glikemii.

Wsrdd nosicieli mutacji w genie GCK na obraz cukrzycy MODY mogg naktadac sie inne typy
cukrzycy, np. cukrzyca typu 1 lub 2.

Pacjenci z GCK-MODY nie cechujg sie ryzykiem wystgpienia zaawansowanych powikfan

przewlektych cukrzycy.
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8. STRESZCZENIE W JEZYKU POLSKIM

MODY jest heterogenng grupg cukrzyc o autosomalnym typie dziedziczenia, tagodnym
poczatku i wczesnym wieku rozpoznania, u podtoza ktérych lezg defekty komorki B trzustki przy
zachowanej czesciowo endogennej produkcji insuliny. Szacuje sie, ze MODY stanowi okoto 2-5%
wszystkich przypadkoéw cukrzycy. Dotychczas opisano kilkanascie podtypéw MODY, zwigzanych
gtéwnie z mutacjami gendw czynnikéw transkrypcyjnych odpowiadajacych za ekspresje innych
genow, podziat, réznicowanie sie komadrek, rozwdj tkanek i narzagdéw oraz procesy metaboliczne
komaérek. Czynniki transkrypcyjne zwigzane z MODY regulujg synteze i wydzielanie insuliny, biorg
udziat w rozwoju trzustki i réznicowaniu sie komdrek B.

Wsréd cukrzyc MODY wyrdznia sie GCK-MODY, cukrzyca zwigzana z mutacjg genu enzymu
regulujgcego wydzielanie insuliny — glukokinazy. W tym podtypie cukrzycy monogenowej inny jest
patomechanizm powstawania zaburzen gospodarki weglowodanowej i przebieg kliniczny choroby
niz w przypadku mutacji genéw czynnikéw transkrypcyjnych. Glukokinaza odgrywa kluczows role
jako czujnik poziomu glukozy (glukosensor) w komadrkach B trzustki, integrujac poziom glukozy i jej
metabolizm z wydzielaniem insuliny. Gen GCK znajduje sie na ramieniu krétkim chromosomu 7,
zawiera 12 egzonéw, oddzielonych 11 intronami. Charakterystycznym objawem GCK-MODY jest
hiperglikemia na czczo, a w testach obcigzeniowych zachowana jest sekrecja insuliny. Choroba ma
przebieg tagodny, hiperglikemia nie ulega progresji w czasie, niewielkie jest ryzyko przewlektych
powiktan choroby, nie wystepujg objawy pozatrzustkowe, a chorzy zwykle nie wymagajg leczenia
farmakologicznego, a jedynie postepowania dietetycznego.

Celem niniejszej pracy byto badanie podtoza molekularnego oraz wybranych cech
klinicznych GCK-MODY w regionie Polski potudniowo-wschodniej. Rekrutacje pacjentéw do
badania prowadzono w oparciu o co najmniej trzypokoleniowy wywiad rodzinny w kierunku
zaburzen gospodarki weglowodanowej, ich autosomalnie dominujacy typ dziedziczenia,
zachorowanie u co najmniej dwdch cztonkdw rodziny przed 30 r.z., kliniczng insulinoniezaleznosc.
W niektérych przypadkach pacjentéw kwalifikowano na podstawie dwupokoleniowego wywiadu
rodzinnego oraz charakterystycznego obrazu klinicznego schorzenia. Poszukiwanie mutacji u
probantéw prowadzono metoda bezposredniego sekwencjonowania genu GCK. Po potwierdzeniu
mutacji u probantdw, poszukiwano jej u cztonkdéw ich rodzin.

W trakcie pisania niniejszej pracy doktorskiej korzystano z tworzonego w Katedrze i Klinice
Choréb Metabolicznych Matopolskiego Zbioru Rodzin MODY. Sposrdd 119 probantéw i/lub ich
rodzin z podejrzeniem cukrzycy genetycznie uwarunkowanej, u ktérych uzyskano wynik badania

DNA, u 42 potwierdzono mutacje w genie GCK, u 40 — mutacje genu HNF1A, w 3 przypadkach
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mutacje mitochondrialnego DNA i pojedynczych rodzinach mutacje genu HNF4A oraz genu
NEUROD. W 32 przypadkach wynik sekwencjonowania DNA byt negatywny. W 42
zidentyfikowanych rodzinach GCK-MODY stwierdzono 27 réznych mutacji. Najczestszym typem
mutacji bylty mutacje zmiany sensu — 21, ponadto stwierdzono 2 delecje z zachowang ramkg
odczytu, 2 mutacje prowadzace do zmiany miejsca sktadania egzondw (splicing-site), 1 mutacje
w regionie promotorowym genu GCK i 1 mutacje nonsensowng. Najczestszg, bo stwierdzong w9
niespokrewnionych rodzinach, byta mutacja G318R. Znaleziono 5 nowych mutacji, dotychczas nie
opisanych w innych populacjach: L164V, V86G, D158Y, F438S i A282del. Sposréd 42 rodzin z GCK-
MODY na dalszy udziat w badaniu wyrazito zgode 21 rodzin, w ktdrych zidentyfikowano tgcznie 61
nosicieli mutacji w genie GCK.

Grupe nosicieli mutacji w genie GCK scharakteryzowano pod katem parametréw
antropometrycznych, biochemicznych, schorzen wspdtistniejgcych, przewlektych powiktan
cukrzycy oraz sposobu leczenia. Nastepnie grupe tg porownano z grupg kontrolng oséb zdrowych,
dobranych w stosunku 1:1 pod wzgledem wieku, pfci i BMI. Sredni wiek pacjentéw z GCK-MODY
wynosit 34 lata, a sredni wiek postawienia diagnozy zaburzen gospodarki weglowodanowej — 29,1
lat. Na podstawie OGTT z 75 g glukozy cukrzyce rozpoznano w 61,4% przypadkow, prediabetes
w postaci nieprawidtowej glikemii na czczo (IFG) i/lub nietolerancji glukozy (IGT) u 36,9%, a u
jednej nosicielki mutacji nie stwierdzono zadnych zaburzen gospodarki weglowodanowej. Dwie
osoby prezentowaty kliniczne cechy cukrzycy typu 1. Tak duza liczba pacjentdw z rozpoznaniem
jedynie stanu przedcukrzycowego, a zwtaszcza nieprawidtowej glikemii na czczo (31,6%) jest cecha
charakterystyczng GCK-MODY. W momencie witgczenia do badania, sposrdd 61 nosicieli mutacji
w genie GCK, 11 oséb byto leczonych insuling, 11 — lekami doustnymi, 17 oséb stosowato tylko
diete, a 22 osoby pozostawaty bez leczenia.

W analizowanej grupie pacjentéw z GCK-MODY z regionu Polski Potudniowo-Wschodniej
stwierdzono wysoki stopien penetracji mutacji. Grupa ta nie byta otyta (Srednie BMI wynosito 23,6
kg/m?), w wiekszosci przypadkéw nie miata cech zespotu metabolicznego, chociaz w prawie 1/3
przypadkéw takie skojarzenie miato miejsce. Czesto$¢ nadcisnienia tetniczego nie réznita sie
istotnie od grupy kontrolnej oséb zdrowych, zwracata uwage natomiast wysoka czestos$¢ zaburzen
gospodarki lipidowej, wynoszgca az 38% i znikomy odsetek oséb leczonych z powodu dyslipidemii.
Sredni odsetek HbA:c wynosit 6,6%. Nie stwierdzono ciezkich postaci przewleklych powikfar
mikroangiopatycznych cukrzycy.

Po zakonczeniu badania kazdy z nosicieli mutacji w genie GCK zgodnie z praktyka kliniczng
otrzymat wynik badania genetycznego oraz ustng ipisemng informacje na temat charakteru
mutacji i rokowania, a nastepnie zostat skierowany do lekarza prowadzacego. Po uptywie co

najmniej 6 miesiecy analizowano ponownie dane medyczne pacjentéw, oceniajgc wptyw diagnozy
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molekularnej na postepowanie terapeutyczne, obraz kliniczny oraz stopied wyréwnania
metabolicznego. Wszyscy chorzy stosujacy dotychczas insulinoterapie zaprzestali jej stosowania.
Zmniejszyta sie liczba pacjentéw stosujgcych leki doustne, a zwiekszyta — stosujgcych diete
cukrzycowa. Ta zmiana postepowania terapeutycznego pozostata bez wptywu na stopien
wyréwnania metabolicznego.

We whnioskach nalezy stwierdzi¢, ze GCK-MODY wystepuje w regionie Polski potudniowo-
wschodniej z podobng czestoscig jak w innych populacjach. Réwniez charakter zidentyfikowanych
mutacji jest zblizony do rodzaju mutacji opisywanych w innych populacjach europejskich.
Diagnoza tej cukrzycy monogenowej stawiana jest wrdinych okresach zycia imozna
zaobserwowac zjawisko obnizenia sie wieku diagnozy w kolejnych pokoleniach rodzin z GCK-
MODY. Wiekszos¢ nosicieli mutacji w genie GCK cechuje sie prawidtowym BMI, a takze brakiem
innych cech zespotu metabolicznego, takich jak nadcisnienie tetnicze izaburzenia lipidowe.
Wiekszos$¢ nosicieli mutacji w genie GCK nie wymaga leczenia farmakologicznego, a jego
odstawienie nie powoduje pogorszenia wyréwnania metabolicznego. Wsrdd oséb z GCK-MODY
nie rozwijajg sie zaawansowane powiktania cukrzycy. Na obraz kliniczny GCK-MODY mogg

naktadac sie inne typy cukrzycy, np. typu 1 lub 2.
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9. STRESZCZENIE W JEZYKU ANGIELSKIM

MODY is a heterogenic group of autosomal dominant diabetes, with mild and early onset.
The background of this type of diabetes is a pancreatic B-cell’s defect with partially preserved
endogenic insulin production. It is estimated that MODY constitutes 2-5% of all diabetes. Several
types of MODY were described. Most of them are mutations of transcription factors that are
responsible for other genes’ expression, division and differentiation of cells, tissues, organs’
development and some metabolic processes. Transcription factors associated with MODY
fenotype regulate insulin synthesis, secretion and participate in pancreatic development and
differentiation of the B-cells.

Amongst MODY the GCK-MODY can be differentiated. This is the type of diabetes related
to the mutation of the enzyme regulating insulin secretion — glucokinase. In this monogenic
diabetes the pathogenesis of carbohydrate metabolism disorders and clinical features of the
disease are different than in transcription factors mutations. Glucokinase is a key regulatory
enzyme that acts as a glucosensor in pancreatic B-cell and correlates the insulin secretion
according to glucose level and metabolism. GCK gene is located in the short arm of chromosome
7, composed of 12 exons, wich are separated by 11 introns. Fasting hyperglycemia is a
characteristic feature of GCK-MODY and insulin secretion is perserved in glucose tolerance tests.
The disease has a mild course, hyperglycemia does not progress, the risk of chronic diabetes
complications is low, symptoms outside the pancreas don’t occur and farmacological treatment is
usually not necessary. Proper diet is sufficient to keep good metabolic control.

The aim of the study was to investigate the molecular background and some clinical
features of GCK-MODY in south-eastern Poland. The recrutation of patients was based on at least
three-generation family history of carbohydrate metabolism disorders, autosomal dominant
inheritance, icidence of diabetes before the age of 30 in two family members, as well as clinical
insulin independence. In some cases patients were recruited on the basis of two-generation
family history and characteristic clinical features of the disease. Direct sequencing of GCK gene
was used to search for mutations in probants. After confirmation of the presence of mutation in
probant, it was searched in other family members.

The files of GCK-MODY families from Lesser Poland, was gathered in the Department of
Metabolic Diseases and it was used in this study. Among 119 probants or/and their families
suspected of monogenic diabetes, in which the result of DNA testing was available, GCK gene
mutation was found in 42 of tchem. The HNF1A gene mutation was found in 40 families, in three

cases mitochondrial DNA mutation was observed and in single families HNF4A gene mutation and
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NEUROD gene mutation were found. In 32 cases the result of DNA sequencing was negative. In 42
identified GCK-MODY families 27 different mutations were found. The missense mutations were
the most frequent types of mutations found in 21 families. In addition two in-frame deletions, two
splicing-site mutations, one mutation in gene promoter region and one non-sense mutation were
found. The missense mutation G318R was the most frequent mutation identified in nine
unrelated families. 5 novel mutations were found: L164V, V86G, D158Y, F438S and A282del.
Among 42 GCK-MODY families, 21 of them, with 61 identified GCK gene mutation carriers agreed
to continue the study.

The group of GCK gene mutation carriers was characterised by anthropometric and
biochemical parameteres, as well as, comorbobidties, chronic diabetes complications and
methods of treatment. This group was compared to the group of healthy subjects matched 1:1 by
age, sex and Body Mass Index (BMI). The mean age of GCK-MODY patients was 34 years, the
mean age of carbohydrate metabolism disorders diagnosis was 29,1 years. Based on oral glucose
tolerance test, diabetes was diagnosed in 61,4% of cases, prediabetes (impaired fasting glucose or
impaired glucose tolerance) in 36,9% of cases and one mutation carrier had normal glucose level.
Two patients were presenting with clinical features of type 1 diabetes. Such a high number of
patients diagnosed with prediabetes only, especially with impaired fasting glucose (31,6%), is a
characteristic feature of GCK-MODY. At the time of the acceptance for this research, out of 61
GCK gene mutation carriers 11 were treated with insulin, 11 — with oral hypoglycaemic agents, 17
— with the diet only and 22 were not treated at all.

The high rate of mutations’ penetration was confirmed in the analysed group of GCK-
MODY patients from the south-eastern Poland region. The patients were not obese (mean BMI
was 23,6 kg/m?) and in majority of cases the features of metabolic syndrome were absent,
however in 1/3 of all cases such association was observed. The incidence of the hypertension did
not differ from the healthy control group. The noticeable fact was the high rate of lipid disorders
in GCK-MODY group (38%) and a very low percentage of treated individuals. The mean HbA:c was
6,6%. Severe chronic diabetes complications were absent.

According to good clinical practice after the termination of the study each GCK gene
mutation carrier received the result of genetic testing, oral explanation and written information
about the character of the mutation and prognosis and was referred to general practicioner or
diabetologist. After at least 6 months medical data of the patients was reanalyzed and the
influence of molecular diagnosis on therapeutic proceedings, clinical picture and metabolic
control was assessed. All patients treated with insulin stopped this treatment. The number of
patients treated with oral hypoglyceamic agents decreased and the number of patients on diet —

increased. This change of therapeutic approach didn’t influence the metabolic control of diabetes.
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| concluded that GCK-MODY occurs in south-eastern Poland region with similar frequency
as in other populations. The character of mutations described in this study is also similar to
mutations described in other European populations. This monogenic diabetes is diagnosed in
different phases of life and the phenomenon of the younger age at the time of diagnosis in
consecutive generations of GCK-MODY families may be observed. The majority of GCK gene
mutation carriers have normal BMI and features of metabolic syndrome, such as; hypertension
and lipid disorders are absent. In most cases of GCK-MODY farmacological treatment is not
needed, and its discontinuation doesn’t cause worsening of metabolic control. GCK-MODY
patients don’t develop severe diabetes complications. Other types of diabetes, such as; type 1 or

type 2 diabetes, may overlap with clinical picture of GCK-MODY.
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10. ZAtACZNIKI

Zatacznik A. Ankieta genetyczna o charakterze przesiewowym dotyczaca

dziedziczenia cukrzycy w rodzinie

Osoba wypetniajgca ankiete

Rodzice

Dziadkowie:

Rodzenstwo (od najstarszego)

Matka
Ojciec

Matka Matki
Ojciec Matki
Matka Ojca
Ojciec Ojca

1 rodzenstwo
2 rodzenstwo
3 rodzenstwo
4 rodzenstwo
5 rodzenstwo

Dzieci (od najstarszego)

Ciotki/Wujkowie (od najstarszego)
1 rodzenstwo Matki
2 rodzenstwo Matki
3 rodzenstwo Matki
4 rodzenstwo Matki
5 rodzenstwo Matki

Kuzynki/Kuzyni (od najstarszego)

1 dziecko
2 dziecko
3 dziecko
4 dziecko
5 dziecko

1 rodzenstwo Ojca
2 rodzenstwo Ojca
3 rodzenstwo Ojca
4 rodzenstwo Ojca
5 rodzenstwo Ojca

1 kuzynka/kuzyn
2 kuzynka/kuzyn

Imig i nazwisko:

Cukrzyca

TAK

NIE

NIE WIEM

Wiek zachorowania

| X
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3 kuzynka/kuzyn

4 kuzynka/kuzyn

5 kuzynka/kuzyn

6 kuzynka/kuzyn

7 kuzynka/kuzyn

Inne osoby z rodziny chorujace na cukrzyce (prosimy o podanie wieku zachorowania):
1.

2.

3.

Zatacznik B. Szczegétowa ankieta kliniczna stosowana u cztonkéw rodzin GCK-
MODY

ANKIETA GENETYCZNA

Wywiad chorobowy: Prosimy o zastanowienie sie nad odpowiedziami i umieszczenie ich we

wtasciwych rubrykach.

1. Rok rozpoznania cukrzycy:.........ccceeeveeenneen. lle Pan/Pani miat(a) wtedy lat...........ccoceveennene.

2. Aktualna metoda leczenia (podkresli¢ wiasciwe):

Bez leczenia Dieta Leki doustne Insulina

JEZELI STOSOWANA JEST INSULINA, to w ile lat po rozpoznaniu cukrzycy zaczeto jg

stosowac ?.......ccuveeen. Jakito bytrok?..........................

JEZELI STOSOWANA JEST INSULINA, to jaka jest jej dobowa dawka?..........cccceevervenennnne.

3. Prosimy o podanie swojej daty urodzenia Dzien............ MiesigcC.....ccouveuee RoK..evveerennnes
4. Prosimy o podanie swojego wzrostu..................... cm

104




W pytaniach zamieszczony ponizej prosimy w odpowiednich miejscach o podkreslenie
prawidtowej odpowiedzi TAK lub NIE

7. Czy Pan/Pani lekarz powiedziat kiedykolwiek, ze ma Pan/Pani wysokie ci$nienie tetnicze
lub nadcisnienie?

NIE TAK
JEZELI TAK, czy aktualnie stosuje Pan/Pani leki obnizajace ci$nienie tetnicze krwi ?

NIE TAK

8. Czy lekarz powiedziat Panu/Pani kiedykolwiek, ze miat/a Pan/Pani atak serca lub dusznice
bolesng?

NIE TAK
JEZELI TAK, t0 prosimy podac date.........ccevevrvereeereereeeirereeeeesesseseeseeseesseeenens

9. Czy byt/a Pan/Pani kiedykolwiek hospitalizowany(a) z powodu zawatu serca?

NIE TAK

10. Czy lekarz kiedy powiedziat Panu/Pani, ze ma Pan/Pani chorobe nerek (nefropatie)
zwigzanag z cukrzyca?

NIE TAK
JEZELI TAK, prosimy podac kiedy to miato Mi€jSCe........ccovivuiriiieeerireeeeieeee e

11. Czy lekarz powiedziat Panu/Pani kiedykolwiek, ze ma Pan/Pani retinopatie lub inne

problemy oczne zwigzane z cukrzycy?

NIE TAK
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JEZELI TAK, prosimy podac kiedy to miato Mi€jSCe........ccivuieiieeeiiiecieeeeece e
Czy miat Pan/Pani kiedykolwiek wykonywany zabieg laseroterapii?

NIE TAK

12. Czy byt/a Pan/Pani kiedykolwiek leczony z powodu innej choroby?

NIE TAK
JEZELI TAK, prosimy 0 iCh WYMIENIENIE.........cueveeeeeereeeereteeeeeeteeeeee s stereesseseas et esess e sessesesenens
13. Czy aktualnie jest Pan/Pan leczony nastepujgcymi lekami (prosimy o podkreslenie
stosowanych lekéw):

Accupro Benalapril Capoten Captopril Enap Enarenal
Gopten Inhibace Lotensin Prestarium

WYWIAD RODZINNY

Prosimy o odpowiedzZ na ponizsze pytania dotyczgce problemoéw zdrowotnych Pani/Pana rodziny.
Wszystkie pytania dotyczg rodzin biologicznych (nie dotyczg macoch, ojczyméw, dzieci

adoptowanych).

W pytaniach zamieszczony ponizej prosimy w odpowiednich miejscach o podkreslenie
prawidtowej odpowiedzi TAK lub NIE albo NIE WIEM

DZIADKOWIE

Czy ktéres z Pani/Pana bab¢ lub dziadkdw chorowato na cukrzyce?
NIE TAK

JEZELI TAK, prosimy zaznaczyé, ktérego z nich to dotyczyto:

ojciec ojca TAK NIE NIE WIEM
matka ojca TAK NIE NIE WIEM
ojciec matki TAK NIE NIE WIEM
matka matki TAK NIE NIE WIEM

Ile/u ma Pani/Pan zyjgcych bab¢ lub dziadkOW: .........cccueieiueieiieiiceeeee e
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RODZICE

MATKA

1. Rokurodzenia.......ccccooveeeiiiiiiiiiiinenennnn,

2. Czy rozpoznano u niej kiedykolwiek cukrzyce?
NIE TAK
JEZELI TAK, to w jakim wieku...........cocoevrurnnnne.
3. Czyrozpoznano u niej kiedykolwiek nadcisnienie tetnicze?
NIE TAK
OJCIEC
1. Rokurodzenia.....cccccoevvieeriereniieeennneenn.
2. Czy rozpoznano u niego kiedykolwiek cukrzyce (wtasciwe zakresli¢)?
NIE TAK
JEZELI TAK, to w jakim wiekuU.........c.cccveveverennnes
3. Czyrozpoznano u niego kiedykolwiek nadcisnienie tetnicze?

NIE TAK

CIOTKI STRYJENKI/WUJKOWIE

Ilu braci i siéstr miata Pana/Pani matka? .......c.cccceeveeveeenieeneeenreennee. (VA [T SR
U ilu z nich wystgpita cukrzyca?.......cccccoveeiviiiieen e, llu z nich Zyje?...uiiceeeeciee e,

Czy u ktdéregos z Pana/Pani kuzynow lub kuzynek ze strony twojej matki wystgpita cukrzyca?

NIE TAK
Ilu braci i sidstr miat Pani/Pana 0jCIEC? .....cvvevveenreecreesieecee e, HU ZYJE2.ueeeiciieeeeeieeeeees
U ilu z nich wystgpita cukrzyca?.......cccccoveeivciiieee e, llu z nich Zyje? ..,

Czy u ktdéregos z Pani/Pana kuzynow lub kuzynek ze strony twojego ojca wystgpita cukrzyca?
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NIE TAK

RODZENSTWO

Czy ma Pan/Pani braci lub siostry?
NIE TAK

JEZELI TAK, to prosimy o ich wymienienie poczgwszy od najstarszych:

1. Rokurodzenia ............. pteé...........

Czy miato miejsce rozpoznanie cukrzycy?

NIE TAK
JEZELI TAK, to w jakim wieku ........cccocveveurnnnnee i jaki jest sposdb leczenia.......ccccceeecvvveeeeinneennn.
Czy zyje
NIE TAK
JEZELI NIE, to kiedy Nastapit ZEON........ccceevevveeeeeieeeceee et
Liczba dzieCi.....cccceeevveeeeereeeeeee Liczba dzieci z cukrzycg.....ccccceeecveeeececieeee e,
2. Rokurodzenia ............. pteé...........

Czy miato miejsce rozpoznanie cukrzycy?

NIE TAK
JEZELI TAK, to w jakim wieku .......cccevvveurnnene. i jaki jest sposdb leczenia........cccceeecvvveeeenneennn.
Czy zyje
NIE TAK
JEZELI NIE, to kiedy Nastgpif ZEON........cccvvueveuieeeirieieieeceeeeeeeee e
Liczba dzieCi..cccoveecvvriereeeeeieeeeees Liczba dzieci z cUKrzycg.....ooeeceuvvvvieeeeeeeeeeeecne
3. Rokurodzenia ............. pteé...........

Czy miato miejsce rozpoznanie cukrzycy?
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NIE TAK

JEZELI TAK, to w jakim wieku ........cccoeveveernnanee i jaki jest sposdb leczenia......ccccccevvvvveeirinnennn,
Czy zyje
NIE TAK
JEZELI NIE, to kiedy Nastapit ZEON.......c.cvvveveevevereeeeeereeieteeeseeteeesee s,
Liczba dzieCi....ccceeveveeeeircieeeeeeee, Liczba dzieci z cukrzyca.....cccccevvcveeeiencieeeeeenen,
4. Rokurodzenia ............. pteé...........

Czy miato miejsce rozpoznanie cukrzycy?

NIE TAK
JEZELI TAK, to w jakim wieku ........cccoeveveurnnnnes i jaki jest sposdb leczenia......ccccceevvvvveeeiinnennnn.
Czy zyje
NIE TAK
JEZELI NIE, to kiedy Nastapit ZEON.......c.cveeveevreereeeeeereeeeteeeseeteee e aenens
Liczba dzieCi....ccccevevveeierciieeeeecee, Liczba dzieci z cukrzyca......cccceevcveeeieecieeee e,
DZIECI

Czy ma Pani/Pan dzieci?
NIE TAK
JEZELI TAK, to u ilu z nich wystgpita CUKIZYCa........cccoveveueevreeeeeiceeee e

PALENIE TYTONIU

1. Czy palit Pan/Pani kiedykolwiek papierosy?

NIE TAK
JEZELI NIE, to prosimy o pominiecie pozostatych pytan.

JEZELI TAK, to w jakim wieku zaczat/a Pan/Pani pali¢ regularnie?
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2. Czy aktualnie pali Pan/Pani papierosy?
NIE TAK
JEZELI TAK, to prosimy o przejécie do pytania 3.
JEZELI NIE, to w jakim wieku rzucit/a Pan/Pani palenie? Wiek................
Ile $rednio paczek papierosdw wypalat/a Pan/Pani dziennie w czasie ostatniego miesigca

palenia papierosOw (Prosimy zakresSli€)?.....coveveeeciee e

Wyrazam zgode na pobranie krwi celem izolacji DNA do badan genetycznych.

podpis wypetniajgcego ankiete......ccocveeeeeiiiiieiiiicieee e,

Prosimy o podanie nazwisk i adreséw zyjacych sidstr lub braci

Adres i telefon:
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