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Streszczenie
Wstęp: Istnieją doniesienia, że polimorfizm Trp64/Arg64 receptora b3-adrenergicznego (ADRB3) wiąże się z częstszym wy-
stępowaniem otyłości, insulinooporności i wcześniejszym rozwojem cukrzycy typu 2. Celem niniejszych badań była ocena
częstości występowania i związku wspomnianego polimorfizmu ADRB3 z zespołem metabolicznym i parametrami stresu
oksydacyjnego u kobiet po menopauzie.
Materiał i metody: Do badania zakwalifikowano 94 kobiety w wieku 50–60 lat, wybrane losowo spośród mieszkanek
Wrocławia. U wszystkich badanych wykonano pomiary antropometryczne, densytometrię całego ciała z oceną depozytu
andro- i gynoidalnego (z użyciem aparatu DPX(+) Lunar, USA) oraz oznaczenia biochemiczne: profil lipidowy, stężenie
glukozy, insuliny, estradiolu i hormonu folikulotropowego (FSH, follicle-stimulating hormone) z użyciem komercyjnych ze-
stawów odczynników. Wskaźnikiem stresu oksydacyjnego było stężenie substancji reagujących z kwasem tiobarbituro-
wym (TBARS) oznaczane w surowicy metodą Yagi, na spektrofluorymetrze Perkin-Elmer LS55. Krew do oznaczenia stresu
oksydacyjnego pobierano przed, bezpośrednio po i 6 godzin po 30-minutowym wysiłku fizycznym na cykloergometrze.
Genotypowanie ADRB3 przeprowadzono metodą łańcuchowej reakcji polimerazy (PCR, polymerase chain reaction) i minise-
kwencjonowania z użyciem aparatu ABI 310 (Applied Biosystems).
Wyniki: Częstość występowania genotypu Trp64/Arg64 w badanej populacji wyniosła 15,8%. Genotyp Arg64/Arg64 wystąpił
tylko u jednej osoby. Kobiety z genotypem Trp64/Arg64 miały średnio wyższe stężenie triglicerydów i niższe stężenie choleste-
rolu frakcji HDL w surowicy w porównaniu z kobietami z genotypem Trp64/Trp64, chociaż różnica ta nie była istotna staty-
stycznie (p > 0,05) (odpowiednio: średnia ± odchylenie standardowe dla triglicerydów: 140,3 ± 64,1 vs. 113,9 ± 56,2 mg/dl;
dla cholesterolu frakcji HDL: 60,9 ± 11,9 vs. 67,0 ± 16,9 mg/dl). Poza tym obie grupy nie różniły się żadnym innym bada-
nym parametrem antropometrycznym i biochemicznym.
Wnioski: 1. Polimorfizm Trp64/Arg64 receptora b3-adrenergicznego może wiązać się z występowaniem zaburzeń lipido-
wych charakterystycznych dla zespołu metabolicznego u kobiet po menopauzie, jednak problem ten wymaga przeprowa-
dzenia badań wśród większej grupy badanych. 2. Polimorfizm Trp64/Arg64 receptora b3-adrenergicznego nie wpływa na
nasilenie stresu oksydacyjnego po standaryzowanym wysiłku fizycznym u kobiet po menopauzie.

(Endokrynol Pol 2007; 58 (3): 201–206)
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Abstract
Introduction: Some studies indicate, that the Trp64/Arg64 polymorphism of b3-adrenergic receptor (ADRB3) is associated
with obesity, insulin resistance and earlier onset of type 2 diabetes mellitus.
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The aim of our study was evaluation of frequency of this ADRB3 polymorphism and his association with metabolic syndro-
me parameters and oxidative stress in postmenopausal women.
Material and methods: We performed the study among 94 women, aged 50–60, selected randomly from Wroclaw city
population. Estimation of anthropometric parameters, densitometry (total body fat, android and gynoid deposits — using
DPX(+) Lunar, USA device) and biochemical estimations such as lipid profile, glucose, insulin, estradiol and FSH serum
level (using commercial kits) were carried out. Oxidative stress was estimated by measurement of thiobarbituric-reactive
substances (TBARS) serum concentration, using Yagi method, on spectrofluorimeter Perkin-Elmer LS55. Blood for analysis
was collected before, direct after and 6 h after the 30-minutes physical test using cycloergometer. ADRB3 genotyping was
performed by PCR and minisequencing using ABI 310 sequencer (Applied Biosystems).
Results: The frequency of Trp64/Arg64 genotype in investigated population was 15.8%. The Arg64/Arg64 genotype had only
one woman. Women bearing Trp64/Arg64 genotype showed higher mean serum level of triglycerides and lower serum level
of HDL-cholesterol in comparison to women bearing Trp64/Trp64 genotype, however without statistical significance (p > 0.05)
(respectively, means ± SD for triglycerides: 140.3 ± 64.1 vs. 113.9 ± 56.2 mg/dl; and for HDL-cholesterol: 60.9 ± 11.9 vs.
67.0 ± 16.9 mg/dl). Both groups did not differ in any other investigated anthropometric nor biochemic parameter.
Conclusions: 1. The Trp64/Arg64 polymorphism of b3-adrenergic receptor could be associated with lipid profile disoders
observed in metabolic syndrome in postmenopausal women, however it should be explaned basing on the study with
more included subjects. 2. The Trp64/Arg64 polymorphism of b3-adrenergic receptor has no influence on oxidative stress
intensification after standardized physical effort in postmenopausal women.

(Pol J Endocrinol 2007; 58 (3): 201–206)

Key words: polymorphism, b3-adrenergic receptor, metabolic syndrome, oxidative stress, postmenopausal women

Wstęp

U kobiet po menopauzie zwiększa się częstość wystę-
powania otyłości, zwłaszcza otyłości wisceralnej [1],
której towarzyszą zaburzenia typowe dla zespołu me-
tabolicznego i podwyższone ryzyko chorób układu krą-
żenia [2–4]. Jej etiologia jest bardzo złożona. Istotną rolę
odgrywają tu zarówno czynniki genetyczne, jak i śro-
dowiskowe. Opisano polimorfizm wielu genów, któ-
rych produkty wiążą się z regulacją masy ciała, a muta-
cje w ich obrębie mogą predysponować do otyłości. Jed-
nym z nich jest polimorfizm genu dla receptora b3-ad-
renergicznego. Receptory b2- i b3-adrenergiczne biorą
udział zarówno w procesach termogenezy, jak i lipoli-
zy w tkance tłuszczowej [5]. Mutacja receptora b2-adre-
nergicznego w kodonie 16 (Gly-Arg) i 27 (Gln Æ Glu)
wykazuje związek z zespołem metabolicznym u męż-
czyzn [6]. Receptory b3-adrenergiczne przekazują sy-
gnał do wnętrza komórek przez aktywację podjednost-
ki białka Gs [7]. Zwiększają w ten sposób stężenie we-
wnątrzkomórkowego cAMP, co działa stymulująco na
szlaki metaboliczne, regulujące szybkość przemiany
podstawowej. Ekspresję receptora b3 wykazano głów-
nie w brzusznej tkance tłuszczowej, dlatego też nad-
miar tkanki tłuszczowej brzusznej i lipolizę, odpowie-
dzialną za insulinooporność, próbuje się tłumaczyć
polimorfizmem tego genu [8]. Udowodniony związek
między receptorem b3 i aktywacją uncoupling protein 1
(UCP-1), białka rozpraszającego energię łańcucha od-
dechowego w postaci ciepła i hipotetyczny wzajemny
model regulacji receptora b3 przez leptynę stwarza do-
datkowe podstawy świadczące o udziale polimorfizmu

receptora b3 w rozwoju otyłości [9, 10]. Mutacja recep-
tora b3 w kodonie 64 (TrpÆArg) opisano jako sprzyja-
jącą powstawaniu otyłości, wcześniejszemu ujawnie-
niu się cukrzycy typu 2 i obniżeniu tempa metabolizmu
podstawowego [11–13]. Związki te potwierdzono
w wielu [14–17], lecz nie we wszystkich badaniach [18].
Brak spójności w badaniach świadczy prawdopodob-
nie o niewielkiej roli, jaką odgrywa polimorfizm tego
genu w powstawaniu otyłości u ludzi [19], a być może
z faktu, że badania te przeprowadzono w niejednorod-
nych populacjach. Dlatego też podjęto badania polimor-
fizmu Trp64/Arg64 receptora b3-adrenergicznego w loso-
wo wybranej, homogennej populacji, gdzie występują
podobne czynniki środowiskowe i genetyczne.

Otyłość i insulinooporność wiążą się ze zwiększo-
nym stresem oksydacyjnym [20]. Dandona i wsp. [21]
wykazał, że wskaźnik oksydacyjnych uszkodzeń lipi-
dów, białek i aminokwasów jest większy u otyłych,
a stres oksydacyjny uważa się za jeden z głównych me-
chanizmów odpowiedzialnych za dysfunkcję śródbłon-
ka [22]. Dlatego autorzy niniejszego badania postano-
wili sprawdzić, czy istnieje związek między występo-
waniem wspomnianego polimorfizmu a nasileniem
stresu oksydacyjnego na skutek standaryzowanego
wysiłku fizycznego u kobiet po menopauzie.

Cel badań

Celem niniejszych badań była ocena związku wystę-
powania polimorfizmu Trp64/Arg64 receptora b3-adrener-
gicznego z parametrami zespołu metabolicznego
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u kobiet po menopauzie. Autorzy chcieli także zbadać,
czy wspomniany polimorfizm receptora b3-adrenergicz-
nego wpływa na nasilenie stresu oksydacyjnego po
standaryzowanym wysiłku fizycznym u kobiet po me-
nopauzie.

Materiał i metody

Analizie poddano wstępną grupę 94 kobiet po meno-
pauzie w wieku 50–60 lat, które losowo wybrano spo-
śród mieszkanek Wrocławia, a następnie zakwalifiko-
wano do wzięcia udziału w badaniach realizowanych
w ramach grantu nr 2PO5D 00428. Kryteria wyklucze-
nia z badania były następujące: choroby przewlekłe,
wymagające szczególnej diety lub leczenia lekami hi-
poglikemizującymi, hipolipemizującymi lub steroida-
mi, stosowanie hormonalnej terapii zastępczej i pale-
nie tytoniu.

Badania obejmowały wywiad, badanie przedmio-
towe (w tym pomiar ciśnienia tętniczego), pomiary an-
tropometryczne (wskaźnik masy ciała [BMI, body mass
index], obwód talii) oraz badanie densytometryczne („to-
tal body”), które wykonano metodą absorpcjometrii po-
dwójnej wiązki promieniowania rentgenowskiego
(DEXA, Dual energy X-ray absorptiometry, aparat DPX+
LUNAR, USA). Korzystając z programu „total body”, oce-
niono całkowitą zawartość tłuszczu w organizmie oraz
obliczono depozyt androidalny (przez wyznaczenie
procentowej zawartości tłuszczu w obszarze ograniczo-
nym od góry przez górny brzeg kręgu L1, a od dołu
przez dolny brzeg L4) i depozyt gynoidalny (w obsza-
rze ograniczonym od góry przez guzy kulszowe, a od
dołu przez kolana). Ponadto pobrano krew do badań
biochemicznych, hormonalnych i genetycznych. Stęże-
nia triglicerydyów, cholesterolu całkowitego, choleste-
rolu frakcji LDL i frakcji HDL oraz glukozy oznaczono
metodami enzymatycznymi (Olympus Au 560; bioMe-
rieux, Francja). Oznaczenie stężenia insuliny wykonano
metodą immunoradiometryczną (IRMA, immunoradiome-
tric assay), a estradiolu (E2) i  hormonu folikulotropowego
(FSH, follicle-stimulating hormone) — metodą radioimmu-
nologiczną (RIA, radioimmuno assay). Oznaczenia hormo-
nalne wykonano przy użyciu komercyjnych zestawów od-
czynników (DPC Diagnostic, USA) w atestowanym
Laboratorium Naukowym Kliniki Endokrynologii, Dia-
betologii i Leczenia Izotopami AM we Wrocławiu.

Wskaźnikiem stresu oksydacyjnego było stężenie
substancji reagujących z kwasem tiobarbiturowym
(TBARS) oznaczane w surowicy fluorymetryczną me-
todą Yagi [23] z tym, że do oznaczeń używano 100 µl
surowicy, a nie jak podano w metodzie oryginalnej
— 20 µl. Pomiary wykonano na spektrofluorymetrze
Perkin-Elmer LS55 przy fali wzbudzenia 515 nm i fali
emisji 555 nm. Aby poprawić specyficzność oznaczeń

wprowadzono kilka modyfikacji, polegających na: 1)
dodaniu 3,5-diizobutylo-4-hydroksytoluenu (końcowe
stężenie w mieszaninie reakcyjnej 5 mmol/dcm3), który
zmniejsza artefakty wynikające z oksydacyjnego rozkła-
du lipidów zachodzącego w trakcie ogrzewania próbek
z kwasem tiobarbiturowym [24]; 2) dodaniu siarczanu
sodu (stężenie końcowe 100 mmol/dcm3) w celu wyeli-
minowania niespecyficznej reakcji kwasu tiobarbituro-
wego z obecnym w surowicy kwasem sjalowym [25];
3) dodaniu wersenianu sodowego (stężenie końcowe
2,5 mmol/dcm3), który poprzez chelatowanie jonów
żelaza obniża reaktywność innych niż dialdehyd ma-
lonowy aldehydów [25]. Stężenie TBARS odczytywa-
no z krzywej zależności intensywności fluorescencji od
stężenia dialdehydu malonowego powstającego w wy-
niku kwaśnej hydrolizy 1,1,3,3-tetraetoksypropanu [24].

Krew do badań genetycznych (1 ml) pobierano
z żyły obwodowej w obecności koagulantu (EDTA),
a następnie przechowywano w temp. –20°C. Genomowe
DNA izolowano z leukocytów krwi metodą kolumien-
kową (A&A Biotechnology). Ponadto badano polimorfizm
Trp/Trp (zmiana tryptofanu na argininę w pozycji 64) genu
receptora adrenergicznego (ADRB3). Do oznaczenia poli-
morfizmu użyto metody PCR oraz minisekwencjonowa-
nia (SNaPshot kit firmy Applied Biosystems). W pierwszym
etapie amplifikowano fragment genu o wielkości 367 par
zasad. Do amplifikacji użyto zestawu PCR Core Kit firmy
QIAGEN oraz następującej sekwencji starterów:

Fw: 5’-TTCCTTCTTTCCCTACCGCCC-3’;
Rv: 5’-GCAGCCAGTGGCGCCCAACGG-3’

Reakcję amplifikacji przeprowadzono w następują-
cych warunkach:
— denaturacja początkowa w 95oC przez 3 minuty
—  35 cykli:

• denaturacja 95oC przez 30 sekund;
• przyłączanie 55oC przez 45 sekund;
•  wydłużanie 72oC przez 30 sekund.

— wydłużanie końcowe w 72oC przez 10 minut.
Minisekwencjonowanie polega na prowadzeniu

reakcji PCR w obecności startera 5’–ATGGTCTG-
GAGTCTCGGAGTCC–3’ (tak zaprojektowanego, by
kończył się jedną parę zasad przed miejscem polimorfi-
zmu) oraz znakowanych fluorescencyjnie dideoksynu-
kleotydów. W wyniku reakcji powstał produkt o jeden
nukleotyd dłuższy od startera znakowany odpowiednim
fluoroforem. Rozdział produktów prowadzono za po-
mocą Analizatora ABI 310 (Applied Biosystems). Do okre-
ślenia wielkości produktów reakcji użyto programu Ge-
neScan ver. 3.1.2 (Applied Biosystems).

Wszystkie badane poddano 30-minutowemu wysił-
kowi fizycznemu na cykloergometrze Corival V2 (Lode
BV, NL) z prędkością 50–55 obr./min, przy obciążeniu
na poziomie 30–50% należnego maksymalnego zużycia
tlenu (VO2max) i przy współczynniku oddechowym
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RER (respiratory exchange ratio = VCO2/VO2) na poziomie
0,7–0,75. Do redukcji masy ciała u osób otyłych proponu-
je się taki właśnie poziom intensywności, ponieważ pro-
centowy udział wolnych kwasów tłuszczowych w pokry-
waniu zapotrzebowania metabolicznego jest wtedy naj-
większy [26]. Należne VO2max obliczano indywidualnie na
podstawie wzoru Wassermana [27], natomiast wysiłko-
we VO2 oceniano metodą kalorymetrii pośredniej przy
użyciu spirometru CPFS/DTM USB z komputerowym
programem analizy danych Breeze Siute 6.2 ATS/
/ERS z opcją VO 2000 (Medical Graphics Corp., USA).

Normalność rozkładu danych sprawdzono testem
Shapiro-Wilka. Różnice między dwiema grupami ana-
lizowano przy użyciu parametrycznego testu t-Studen-
ta. Pomiary powtarzane (stężenie TBARS) oceniano na
podstawie analizy wariancji z opcją dla pomiarów po-
wtarzanych (MANOVA). Poziom istotności statystycz-
nej ustalono poniżej 0,05.

Badania przeprowadzono zgodnie z zasadami za-
wartymi w Deklaracji Helsińskiej, uzyskały akceptację
Komisji Etycznej przy Akademii Medycznej we Wro-
cławiu, a wszystkie osoby wyraziły świadomą zgodę
na udział w badaniach.

Wyniki

Częstość występowania genotypu Trp64/Arg64 w bada-
nej populacji wyniosła 15,8%, a genotypu Trp64/Trp64

— 83,16%. Genotyp Arg64/Arg64 stwierdzono tylko u jed-
nej osoby. Na podstawie prawa Hadry’ego i Weinber-
ga obliczono częstość występowania poszczególnych
alleli w badanej populacji. Częstość allelu Trp64 wynio-
sła p = 0,91, a allelu Arg64 — q = 0,09 (p + q = 1).

Charakterystykę poszczególnych grup kobiet przed-
stawiono w tabeli I. Kobiety z genotypem Trp64/Arg64

średnio miały wyższe stężenie triglicerydów i niższe
stężenie cholesterolu frakcji HDL w surowicy w porów-
naniu z kobietami z genotypem Trp64/Trp64, jakkolwiek
różnica ta nie była istotna statystycznie (p > 0,05). Poza
tym obie grupy nie różniły się żadnym z pozostałych
parametrów biochemicznych. Genotyp nie miał także
wpływu na parametry stresu oksydacyjnego. Podobne
w obu grupach, średnie wyjściowe stężenie substancji
reagujących z kwasem tiobarbiturowym (TBARS) w su-
rowicy zwiększało się istotnie (p < 0,05) bezpośrednio
po wysiłku i utrzymywało się na podwyższonym po-
ziomie po 6 godzinach (tab. II).

Tabela I
Porównanie parametrów antropometrycznych i biochemicznych w zależności od polimorfizmu ADRB3 u badanych kobiet

Table I
Comparison of anthropometric and metabolical parameters basing on polymorphism of ADRB3 among investigated women

Trp64/Trp64 (n=79) Trp64/Arg64 (n=15) p* Arg64/Arg64

Mean SD Mean SD n=1

Wiek (lata) 55,3 2,9 56,1 3,0 ns 52
Nadciśnienie tętnicze [l. osób] 35 (44%) 5 (33%) ns 0
BMI [kg/m2] 28,0 4,5 28,4 6,3 ns 25,8
Tkanka tłuszczowa całkowita [%] 38,0 4,7 38,0 4,2 ns 38
Depozyt androidalny [%] 38,1 7,2 36,5 6,1 ns 32,3
Depozyt gynoidalny [%] 40,3 5,1 39,8 7,0 ns 42,6
Obwód tali [cm] 88,9 11,5 87,9 12,8 ns 79
Glukoza [mg/dl] 86,7 9,2 84,5 10,3 ns 82
Cholesterol całkowity [mg/dl] 238,3 41,4 236,4 39,1 ns 256
Triglicerydy [mg/dl] 114,0 56,1 140,3 64,1 ns 125
Cholesterol frakcji HDL [mg/dl] 67,0 16,9 60,9 11,9 ns 73
Cholesterol frakcji LDL [mg/dl] 148,4 34,8 148,2 38,3 ns 158
Insulina 0' [mIU\ml] 6,6 3,9 7,2 8,1 ns 4,3
TBARS 0' [mmol/l] 3,8 0,7 3,8 0,9 ns 4,4
Estradiol [pg/ml] 11,2 9,5 9,6 3,6 ns 9,3
FSH [IU/ml] 81,4 33,8 85,6 40,4 ns 76,5

*p — w teście t-Studenta, ns: p > 0,05; TBARS — stężenie substancji reagujących z kwasem tiobarbiturowym; SD (standard deviation) — odchylenie
standardowe; BMI (body mass index) —wskaźnik masy ciała; FSH (follicle-stimulating hormone) — hormon folikulotropowy
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Dyskusja

W tych pilotażowych badaniach nie stwierdzono, aby
polimorfizm Trp64/Arg64 genu receptora b3-adrenergicz-
nego wiązał się z otyłością u kobiet po menopauzie.
Wyniki niniejszego badania są zgodne z doniesieniami
innych badaczy, którzy wykazali brak takiego związku
[28]. Mimo że istnieją także przeciwstawne wyniki ba-
dań, potwierdzające związek otyłości z występowaniem
wspomnianego polimorfizmu w populacji dzieci w wie-
ku szkolnym [29, 30]. Zaobserwowano natomiast nie-
wielką różnicę (chociaż nieistotną statystycznie) w śred-
nich stężeniach triglicerydów i cholesterolu frakcji HDL
między grupą kobiet z genotypem Trp64/Arg64 a grupą
kobiet z genotypem Trp64/Trp64 na niekorzyść tej pierw-
szej. Tendencja ta wskazuje być może na związek poli-
morfizmu Trp64/Arg64 z parametrami zespołu metabo-
licznego, jednak hipoteza ta wymaga potwierdzenia
w większej grupie badanych. Przypuszczenia te są
zgodne z doniesieniami innych autorów, którzy wyka-
zali, że osoby z polimorfizmem Trp64/Arg64 mają niepra-
widłowy profil lipidowy i trudności w zmniejszeniu
masy ciała [30, 31]. Stwierdzone w niniejszym badaniu
częstości poszczególnych genotypów są podobne jak
w badaniach innych autorów. W opracowaniu Okumu-
ra i wsp. [32] genotyp Trp64/Trp64 wystąpił u 71% bada-
nych Japończyków, genotyp Trp64/Arg64 u 22,1%, a ge-
notyp Arg64/Arg64 u 6% badanych. Częstości alleli we
wspomnianym badaniu wynosiły 0,82 dla Trp64 i 0,18
dla Arg64.

Na podstawie wyników niniejszych badań autorzy
nie stwierdzili także, aby polimorfizm Trp64/Arg64 genu
receptora b3-adrenergicznego wpływał na parametry
stresu oksydacyjnego po wysiłku fizycznym. Wynika
to najprawdopodobniej z faktu, że kobiety z poszcze-
gólnymi genotypami nie różniły się pod względem cech

antropometrycznych, które mogłyby mieć wpływ na
nasilenie stresu oksydacyjnego.

Wnioski

1. Polimorfizm Trp64/Arg64 receptora b3-adrenergiczne-
go prawdopodobnie wiąże się z występowniem za-
burzeń lipidowych charakterystycznych dla zespo-
łu metabolicznego u kobiet pomenopauzalnych, jed-
nak problem ten wymaga wyjaśnienia w większej
grupie badanych.

2. Polimorfizm Trp64/Arg64 receptora b3-adrenergiczne-
go nie wpływa na nasilenie stresu oksydacyjnego
po standaryzowanym wysiłku fizycznym u kobiet
po menopauzie.
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