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Genetic predispositions of diabetic nefropathy
in type 2 diabetes associated with renin-angiotensin system

Genetyczne uwarunkowania nefropatii w cukrzycy typu 2 zwigzane z ukladem
renina-angiotensyna

Wszystkie choroby sa wynikiem interakcji migdzy indywidualnym, unikalnym zestawem informa-
cji genetycznych a $rodowiskiem. Nefropatia cukrzycowa (Nephropathia diabetica) jest najczgstsza
przyczyna schytkowej niewydolnosci nerek (ESRD). Jest powiktaniem polegajacym na uszkodzeniu
kigbuszkéw nerkowych. Poczatkowo zwigksza si¢ wydalanie albumin w moczu (mikroalbuminuria),
nastgpnie wydalane sa wigksze ilosci biatka w moczu (jawny biatkomocz). Zwykle w tym stadium
pojawia si¢ nadcis$nienie tgtnicze. W kolejnym etapie nastgpuje stopniowy wzrost st¢zen mocznika i
kreatyniny we krwi. W najbardziej zaawansowanych stadiach nefropatii konieczna jest dializoterapia.
Genetyczna predyspozycja jest jednym z decydujacych czynnikéw w rozwoju nerkowych i sercowo-
naczyniowych komplikacji w cukrzycy. Znaczenie genéw ukladu renina-angiotensyna zastuguje na
szczegdlne podkreslenie z powodu znaczacej roli, jaka uktad ten odgrywa w regulacji ci$nienia krwi,
metabolizmu sodu i nerkowej hemodynamiki. Genetyczna réznorodnos$¢ uktadu renina-angiotensyna
ma znaczacy wplyw na progresj¢ niewydolnosci nerek. Gléwna rolg odgrywa polimorfizm trzech
genéw. Gen konwertazy angiotensyny (ACE), ktdry jest zlokalizowany na chromosomie 17 (17q23).
Polimorfizm tego genu jest oparty na insercji i delecji, obecnosci albo braku 287bp sekwencji Alu w
intronie 16, obecne sa dwa allele I (490bp) oraz D(190bp). Kolejnym jest gen angiotenstnogenu
(AGT) zlokalizowany na chromosomie 1 (1q42-43), podstawa jego polimorfizmu M235T jest substy-
tucja treoniny z metioning w eksonie 2, obecne sq dwa allele M (165bp) i T(141bp). Gen receptora
typu 1 angiotensyny II (AT1R) wykazuje polimorfizm A1166C genu ATIR, ktérego podstawa jest
substytucja cytozyny z adening w pozycji 1166, wystgpuja dwa allele C(231bp) i A(255bp) oraz trzy
genotypy (AA, AC, CC).

Celem pracy byla ocena roli genetycznego polimorfizmu uktadu renina-angiotensyna w cukrzycy
typu 2.

MATERIAL

Przebadano 117 pacjentéw z nefropatia cukrzycowa (wlaczajac 73 hemodializowanych pacjentéw
z ESRD) i poréwnano z grupa kontrolna 200 pacjentéw chorych na cukrzycg, bez objawdéw nefropatii
cukrzycowej. Charakterystyke pacjentéw oraz grupy kontrolnej przedstawiono w tabeli 1.
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Tabela 1. Charakterystyka pacjentow oraz grupy kontrolnej

Badane grupy NC (n=44) PH (n =23) GK (n =200)
Wiek (lata) 58,7+£7,0 56,9 +11,2 48.5£11,2
Megzczyzna/Kobieta* 12/32 38/35 119/81
Czas choroby (lata) 5.2 8,162 ND
Cholesterol w osoczu (mg/dl)* 218,3+31,6 204,3450,5 162 £39
Mocznik w osoczu(mg/dl)* 39,1+6,8 131431 NM
Kreatynina w osoczu(mg/dl)* 0,87 +0,18 8,1+1,94 NM
Nadcisnienie (%) 33(75) 64(88%) 0

Obciazenie rodzinne cukrzyca

%) 18(41%) 28(38%) 0

NC- pacjenci z nefropatia cukrzycowa: PH- pacjenci hemodializowani; GK- grupa kontrolna; ND- nie dotyczy; NM- nie mierzono;
«
p<0,05

METODY

Metoda, ktéra zostata zastosowana w badaniach sktadata si¢ z:
— Izolacji DNA z krwi
— Amplifikacji PCR specyficznymi primerami AGT i ATIR

PCR (Polymerase Chain Reaction) to tancuchowa reakcja polimerazy stuzaca do amplifikacji
(namnozenia) wybranego fragmentu DNA in vitro. Prowadzona jest w termocyklerach, wymaga ter-
mostabilnej polimerazy DNA (np. polimerazy Taq), wolnych tréjfosforanéw nukleotydéw, jondw
Mg?* oraz primeréw. Primery (startery) sa krétkimi (zazwyczaj 18-24 nukleotydéw diugosci), jedno-
niciowymi fragmentami DNA, ktére acza si¢ z komplementarnym fragmentem DNA i umozliwiaja
polimerazie DNA rozpoczgcie reakcji. Pierwszym etapem reakcji jest denaturacja podwdjnej helisy
DNA, ktora zachodzi w temperaturze okoto 95°C. Nastgpnie temperatura jest obnizana do okoto 50°C,
co umozliwia polaczenie si¢ primeréw z komplementarnymi sekwencjami. W koncowej fazie tempe-
ratura jest podnoszona do okoto 72°C i rozpoczyna sig reakcja polimeryzacji, w wyniku, ktérej powie-
lany jest fragment zawarty pomigdzy dwoma primerami. Ta sekwencja cykli jest powtarzana wiele
razy, w zaleznosci od ilosci materiatu, ktéry chce si¢ uzyska¢. Metoda ta jest powszechnie wykorzy-
stywana do amplifikacji genéw, okreslania obecnosci i orientacji wstawionego do wektora fragmentu.
— Cigcia enzymami restrykcyjnymi Psyl i Bsu RI
— Elektroforezy w zelu agarowym do identyfikacji genotypéw AGT i AT1R

WYNIKI BADAN

W tabeli 2 przedstawiono rozktad alleli oraz genotypéw genu konwertazy angiotensyny (ACE) u
pacjentdw z nefropatia cukrzycowa i w grupie kontrolnej. Nie stwierdzono znaczacej réznicy migdzy
czgstoseiq alleli, a rozktadem genotypéw polimorfizmu genu konwertazy angiotensyny (ACE). Geno-
typy IL, ID i DD byty obecne w podobnym stopniu u pacjentéw z neuropatia cukrzycowa jak w grupie
kontrolne;j.

Tabela 2. Rozklad alleli oraz genotypow genu konwertazy angiotensyny (ACE)
u pacjentéw z nefropatia cukrzycowa i w grupie kontrolnej, p = 0,1

Allele Genotypy
Grupa I D ] D DD
Pacjenci z nefropatia cukrzycowa 0.49 051 31 53 33
(n=117) ’ ’ (26%) (45%) (29%)
Grupa Kontrolna 41 89 70
(n=200) 0.42 0,58 (20,5%) (44,5%) (35%)

W tabeli 3 zamieszczono rozklad alleli oraz genotypéw genu angiotensynogenu (AGT) u pacjen-
tow z nefropatia cukrzycowa i w grupie kontrolnej. Z analizy danych wynika, ze polimorfizm genu
angiotensynogenu (AGT) nie wplywa na czgstotliwos¢ alleli. W grupie kontrolnej jak i u pacjentéw z
neuropatig cukrzycowa genotypy MM, MT i TT byly obecne w podobnym stopniu.
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Tabela 3. Rozklad alleli oraz genotypéw genu angiotensynogenu (AGT) u pacjentéw z nefropatia
cukrzycows i w grupie kontrolnej, p = 0,26

Allele Genotypy
Grupa M T MM MT TT
Pacjenci z nefropatia cukrzycowa 0.51 0.49 29 61 27
(n=117) i ’ (25%) (52%) (23%)
Grupa Kontrolna 72 80 48
(n=200) 0,56 044 (36%) (40%) (24%)

Tabela 4 prezentuje rozktad alleli oraz genotypéw genu receptora typu 1 angiotensyny II(AT1R) u
pacjentdw z nefropatia cukrzycowa i w grupie kontrolnej. Wyniki polimorfizmu genu receptora typu 1
angiotensyny II(AT1R) wykazaty znaczace réznice w czgstosci i rozktadzie alleli i genotypéw. Geno-
typ CC wystgpowat czgsciej u pacjentdw z nefropatia cukrzycowa niz w grupie kontrolnej. Genotypy z
allelem C (AC+CC) byly obecne u 56% pacjentéw z nefropatia cukrzycowa natomiast w grupie kon-
trolnej byly obecne u 38%.

Tabela 4. Rozklad alleli oraz genotypéw genu receptora typu 1 angiotensyny II(AT1R)
u pacjentéw z nefropatia cukrzycowa i w grupie kontrolnej p<0,05

. Allele Genotypy
Grupa A C AA AC CcC
Pacjenci z nefropatig cukrzycowa 0.66 034 51 54 11
(n=117) ’ ’ (43,5%) (46%) (9.5%)
Grupa Kontrolna 123 70 7
(n=200) 0.79 021 (61,5%) (35%) (3.5%)
OMOWIENIE

W patogenezie nefropatii cukrzycowej duza rolg¢ odgrywaja czynniki genetyczne. Jest bardzo mato
prawdopodobnym, aby defekt pojedynczego genu odpowiadat za rozwdj nefropatii. Przypuszcza sig,
ze geny w polaczeniu z czynnikami metabolicznymi prowadza do rozwoju nefropatii. Wiele czynni-
kéw genetycznych bierze udzial w jej rozwoju. Grupy genéw kandydatéw zwigkszajacych ryzyko
rozwoju nefropatii cukrzycowej przedstawiono w tabeli 5. W$réd nich znajdowac si¢ moga geny
biorace udziat w etiologii cukrzycy, jak rdwniez geny nieuczestniczace w jej etiopatogenezie. Rozwdj
nefropatii cukrzycowej zalezy od interakcji czynnikéw genetycznych oraz "Srodowiskowych” (zostato
to zgodnie potwierdzone w pracach wielu badaczy), do ktérych naleza: obecno$¢ lub brak nadci$nienia
tetniczego, zaburzen lipidowych, oraz zta kontrola glikemii.

Tabela 5. Grupy "genéw kandydatéw'' zwigkszajacych ryzyko rozwoju nefropatii cukrzycowej

— Geny majace znaczenie w etiologii cukrzycy:
1. geny regionu HLA;
2. geny regionu insuliny;
3. geny biorace udzial w etiologii cukrzycy typu 2.
— Geny uczestniczace w regulacji ci$nienia tgtniczego:
1. geny ukladu transporter6w kationéw;
2. geny ukladu renina-angiotensyna;
3. geny wrazliwosci na insuling;
— Gen przedsionkowego peptydu natriuretycznego;
1. gen $rédblonkowej syntazy tlenku azotu;
— Geny adducyny i endoteliny;
— Geny kodujace sktadowe kigbuszka nerkowego.
— Geny biorace udzial w niezaleznym od insuliny metabolizmie glukozy.

— Geny biorace udziat w regulacji gospodarki lipidowe;j.

WNIOSKI

1. Analiza otrzymanych wynikéw pozwolita na sformutowanie nastgpujacych wnioskéw:
2. W nefropatii cukrzycowej istotne znaczenie odgrywaja czynniki genetyczne.
3. Znaczaca jest rola genetycznego polimorfizmu uktadu renina-angiotensyna w cukrzycy typu 2.
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4. Stwierdzono zwigkszona podatnos¢ nefropatii cukrzycowej u osobnikéw posiadajacych genotyp
CC.

5. Polimorfizm A1166C genu receptora typu 1 angiotensyny II(AT1R) moze stanowi¢ potencjalny
genetyczny marker zwigkszonej podatnosci na komplikacje nerkowe w cukrzycy typu 2.
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STRESZCZENIE

Nefropatia cukrzycowa jest najczgstsza przyczyna schytkowej niewydolnosci nerek (ESRD). Ge-
netyczna predyspozycja jest jednym z decydujacych czynnikéw w rozwoju nerkowych i sercowo-
naczyniowych komplikacji w cukrzycy. Znaczenie genéw ukladu renina-angiotensyna zastuguje na
szczegblne podkreslenie z powodu roli, jaka odgrywaja w regulacji ci$nienia krwi, metabolizmu sodu i
nerkowej hemodynamiki. Genetyczna réznorodnos¢ uktadu renina-angiotensyna ma znaczacy wplyw
na progresj¢ niewydolnosci nerek. W celu oceny roli genetycznego polimorfizmu ukladu renina-
angiotensyna cukrzycy typu 2 przebadano 117 pacjentéw z nefropatia cukrzycowa (wlaczajac 73
hemodializowanych pacjentéw z ESRD) i poréwnano z grupa kontrolna 200 pacjentéw chorych na
cukrzycg, bez objawéw nefroptii cukrzycowe;j.

Wyniki wykazuja podwyzszona podatno$¢ na nefropati¢ cukrzycowa u oséb posiadajacych geno-
typ CC. Polimorfizm A1166C genu AT1R moze stanowi¢ potencjalny genetyczny marker zwigkszonej
sktonnosci do nerkowych komplikacji cukrzycy typu 2.

ABSTRACT

Diabetic nephropathy is the most common cause of final stage renal failure. One of the most cru-
cial factor in the development of renal and cardiovascular complications of diabetes is genetic predis-
position. The genes of the renin-angiotensin system have drawn special attention due to the main role
of this system in the regulation of blood pressure, sodium metabolism and renal hemodynamics. Ge-
netic variability of the renin-angiotensin system affects the progression of renal failure. The aim of this
study was to evaluate possible role of genetic polymorphisms of renin-angiotensin system genes in
type 2 diabetes nephropathy. The study was conducted on 117 patients with diabetic nephropathy
(including 73 hemodialysed patients with ESRD), compared with 200 healthy subject as a control
group.

Results suggest increased susceptibility to diabetic nephropathy in individuals keeping CC geno-
type. A1166C polymorphism of the AT1R gene could be a potential genetic marker of increased sus-
ceptibility to renal complication in type 2 diabetes.
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