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Czestosc polimorfizmu Gly972Ary genu
substratu receptora insuliny 1 (IRS-1)
u chorych z samoistnym nadciSnieniem tetniczym

Frequency of Gly972Arg polymorphism of the insulin receptor substrate 1 (IRS-1) gene

in essential hypertension

Summary

Introduction Difficulties in studies on the genetic back-
ground of arterial hypertension are compounded when hy-
pertension is part of the complex polymetabolic syndrome
together with obesity, type 2 diabetes, and dyslipidemia.
Atherogenicity in this case is fuelled by insulin resistance
present in some 50% of patients with hypertension. The
present study was undertaken to determine the frequency
of Gly972Arg polymorphism of the cytoplasmic insulin
receptor substrate-1 (IRS-1) gene in a well-defined, ho-
mogenous group of patients with essential hypertension.

Material and methods The study group comprised 115 non-
obese (BMI 24.72 = 1.93 kg/m’) patients, aged 27.48 =+
*+ 5.15 years, with essential and uncomplicated arterial
hypertension, while 46 healthy persons aged 28.0 = 4.39
years (BMI 22.6 + 2.16 kg/m’) formed the control group.
There were no cases of diabetes or dyslipidemia in the
groups. A single sample of 5 ml venous blood was drawn
and genomic DNA was isolated for genotyping with the
polymerase chain reaction as described by Yamade et al.

Results The GA genotype was disclosed in 16 (13.9%) pa-
tients and in just 2 controls (4.3%), one of them (2.2%) being
AA homozygote. The y* test did not disclose significant differ-
ences between both groups in the distribution of genotypes.

Conclusion The distribution of Gly972Arg polymorphism
of the IRS-1 gene appears to be similar in hypertensives and
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normotensives suggesting that this polymorphism is not di-
rectly involved in the pathogenesis of arterial hypertension.
key words: arterial hypertension, insulin resistance,
Gly972Arg polymorphism of the insulin receptor
substrate-1 gene
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Wstep

Pierwotne nadci$nienie tgtnicze jest choroba o zto-
zonej etiologii, a w jej powstawaniu biorg udzial za-
réwno czynniki genetyczne, jak i Srodowiskowe.
Nadci$nienie tetnicze jest czgstg skladowg zespolu
metabolicznego, obok otylosci centralnej, zaburzen
lipidowych i weglowodanowych [1]. Sa to czynniki
aterogenne, ktore znacznie zwigkszaja ryzyko wysta-
pienia epizodu sercowo-naczyniowego 1 w duzej
mierze wplywaja na ogélng Smiertelnos¢ [2]. Takze
w Polsce jest to wazny 1 wciaz narastajgcy problem,
poniewaz — jak szacuja autorzy najnowszego bada-
nia NATPOL PLUS — zespol metaboliczny doty-
czy okolo 20%, za$ nadci$nienie t¢tnicze — 29% do-
rostych mieszkancéw Polski [3].

U podloza tak rozpowszechnionego zespotu meta-
bolicznego lezy insulinoopornos¢é. Wedlug Reavena
[4] przyczynia si¢ ona do powstawania nadci$nienia
przynajmniej u polowy pacjentéw z tg choroba. Insu-
linooporno$¢ czgsto stwierdza si¢ u dzieci rodzicow
z nadci$nieniem tetniczym, ktére maja prawidlowe
ci$nienie, co sugeruje wspolne genetyczne predyspo-
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zycje do insulinoopornosci i nadcisnienia [5, 6]. Moga
one si¢ rozwijaé w nastgpstwie defektu pojedynczego
genu lub, cze¢Sciej, w wyniku dziedziczenia wieloge-
nowego 1 ulega¢ modyfikacji przez czynniki zewngtrz-
ne, dietg 1 tryb zycia. Wsrdd mozliwych genow kandy-
datéw bierze si¢ pod uwage geny kodujace receptor
insulinowy oraz kluczowe biatka przekaznictwa insu-
liny. Opisane dotychczas mutacje receptora insulino-
wego wystepuja jednak bardzo rzadko w populacji
og6lnej [7]. Bardziej powszechne sa polimorfizmy ge-
néw kodujacych cytoplazmatyczny substrat receptora
insuliny (IRS, insulin receptor substrate). Poniewaz
najwazniejsze efekty dzialania insuliny wigza si¢
z IRS-1 1 IRS-2, mutacje w zakresie tych bialek pro-
wadza do istotnych zaburzen metabolicznych, w prze-
ciwienstwie do IRS-3 czy IRS-4 [8-11].

W ostatnim czasie pojawily si¢ pojedyncze donie-
sienia sugerujace, ze wystepowanie polimorfizmu
genu kodujacego cytoplazmatyczny substrat recepto-
ra insuliny 1 (IRS-1), gdzie w miejscu 972 dochodzi
do zamiany glicyny na argining, moze si¢ wigzaé
z insulinoopornoscig, cukrzycg typu 2 1 otyloscig
[12-16]. Mimo przestanek teoretycznych, tylko nie-
liczni autorzy podjeli ten problem w aspekcie nadcis-
nienia tetniczego.

Celem pracy bylo poréwnanie czestosci polimorfi-
zmu Gly972Arg genu IRS-1 u chorych z pierwotnym
nadci$nieniem tetniczym 1 u 0séb z prawidlowymi
warto§ciami ci$nienia.

Materiat i metody

Badania przeprowadzono u 115 chorych z nie-
powiklanym pierwotnym nadci$nieniem t¢tniczym
I stopnia (nadci$nienie tagodne) lub II stopnia (nad-
ci$nienie umiarkowane) wedlug zalecen Polskiego
Towarzystwa NadciSnienia Tetniczego (PTNT)
[17], w wieku 27,48 * 5,15 roku. Badaniami obj¢to
wylacznie chorych bez otylosci, bez niewydolnosci
nerek, krgzenia 1 watroby oraz bez zaburzef rytmu
serca 1 bez obrz¢kow. Szczegblowa charakterystyke
kliniczna i biochemiczng przedstawiono w tabeli L.

Rozpoznanie nadci$nienia tetniczego ustalono na
podstawie 3 niezaleznych wizyt pacjenta w warun-
kach ambulatoryjnych, podczas ktérych dokonywa-
no 3-krotnych pomiaréw ci$nienia t¢tniczego mano-
metrem rtgciowym w odstgpach co najmniej 2-mi-
nutowych. Badani pozostawali w pozycji siedzacej,
po co najmniej 15-minutowym spoczynku. Do dal-
szych obliczeq przyjeto wartos¢ Srednig ze wszyst-
kich pomiaréw zgodnie z zaleceniami PTNT [17].
Wykluczenie nadci$nienia wtérnego ustalono w wa-
runkach szpitalnych, stosujgc rutynowe badania kli-

niczne, biochemiczne i radiologiczne. Do badah
kwalifikowano wylgcznie osoby obcigzone rodzinnie
nadci$nieniem tetniczym. Za obcigzenie rodzinne
uznano wystepowanie nadci$nienia tetniczego u co
najmniej jednego z rodzicow.

Grupe kontrolng stanowilo 46 zdrowych ochotni-
kéw, w wieku 28,0 = 4,39 roku, bez otylosci, z pra-
widlowymi warto§ciami ci$nienia tetniczego.

U wszystkich badanych oznaczono stgzenia gluko-
zy, cholesterolu catkowitego, cholesterolu frakeji LDL
1 HDL, triglicerydéw, insuliny i kreatyniny w surowi-
cy oraz sodu, potasu w surowicy 1 dobowej zbidrce
moczu. U badanych oséb nie stwierdzono zaburzei
w zakresie gospodarki weglowodanowej i lipidowe;.

W celu izolacji DNA od kazdego badanego pobie-
rano jednorazowo 5 ml krwi zylnej do probéwek
z 0,1 ml 5-procentowego kwasu etylenodiaminote-
traoctowego (EDTA). Genomowy DNA z leukocy-
tow izolowano przy uzyciu zestawéw QIAamp Blo-
od DNA Mini Kit (QIAGEN).

Do oceny polimorfizmu G2910A IRS w amplifi-
kacji DNA w laficuchowej reakeji polimerazy (PCR,
polymerase chain reaction) zastosowano pare oligonu-
kleotydow: 5-GCAGCCTGGCAGGAGAG-3’ —
jako primer sensowny 1 5-CTCACCTCCTCTG-
CAGC-3’—jako primer antysensowny [18]. Produk-
tem PCR z tymi primerami byl fragment dtugosci 221
par zasad (pz) zawierajacy polimorfizm G2910A.
Prébki DNA (40 ng) amplifikowano w roztworze
o koncowej objetosci 20 ul zawierajacym 4 pM kazde-
go z pary starterdow, 2,5 mM kazdego z trifosforanéw
deoksyrybonukleotydow (dATP, dTTP, dCTP,
dGTP), bufor do PCR (st¢zenie MgCl, wynosito 1,5
mM) 1 0,5 jednostki polimerazy Taq (MBI Fermen-
tas). Amplifikacje prowadzono w termocyklerze Ma-
stercycler gradient (Eppendorf) w nastepujacych wa-
runkach: wstepna denaturacja w temperaturze 94°C
przez 5 minut, a nastgpnie 36 cykli — denaturacja
w temperaturze 94°C przez 20 s, wigzanie starteréw
w temperaturze 60°C przez 40 s oraz elongacja w tem-
peraturze 72°C przez 40 s. Laficuchowg reakcje poli-
merazy koficzyla 8-minutowa elongacja tancucha
w temperaturze 72°C. Otrzymane amplikony inku-
bowano przez 3 godziny w temperaturze 37°C z 2,5 .
enzymu restrykcyjnego Eco RII (MBI Fermentas),
a nastepnie rozdzielano elektroforetycznie w 3-pro-
centowym zelu agarozowym wybarwianym brom-
kiem etydyny. W celu dokumentacji wynikow wyko-
nywano zdjecia zeli w nadfiolecie (ryc. 1).

Elektrolity (sod 1 potas) w surowicy 1 w moczu
oznaczano metodg fotometrii plomieniowej, zas ste-
zenie kreatyniny w surowicy, wykorzystujac auto-
analizator firmy Technicon. Glukoz¢ oznaczono
metodg enzymatyczng (zestaw Cormay z heksoki-
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Tabela I. Charakterystyka kliniczna i biochemiczna chorych z nadci$nieniem tetniczym (HT) oraz grupy kontrolnej (NT)
Table I. Clinical and biochemical characteristics of hypertensive patients (HT) and control group (NT)

Cecha HT (n = 115) NT (n = 46)
Sredn. Mediana Sredn. Mediana
Zakr. med. SD Zakr. med.
Wiek (lata) 27,48 28,00 28,0 29,0
24,0-31,0 4,39 24,0-32,0
BMI [kg/m?] 24,72 24,90 22,60 22,90
23,9-26,0 2,16 21,0-24,0
BPs [mm Hg] 150,09 150,0 114,78 115,0
145-155,0 10,38 105,0-125,0
BPd [mm Hg] 97,43 95,0 73,91 75,0
95,0-100,0 5,67 70,0-80,0
MAP [mm Hg] 114,99 113,3 87,50 87,50
111,7-116,7 6,62 81,7-93,3
Glukoza [mg/dI] 89,03 89,0 87,85 87,0
84,0-94,0 8,21 82,0-94,0
Insulina [ulU/ml] 7,10 10,08 1,60
4,9-10,2 781 4,7-12,2
Stezenie cholesterolu catkowitego [mg/dI] 199,49 201,0 189,28 191,0
29,18 184,0-217,0 24,44 176,0-206,0
Stezenie cholesterolu frakeji HDL [mg/dI] 48,29 46,0 53,80 52,0
42,0-54,0 12,18 45,0-60,0
Stezenie cholesterolu frakciji LDL [mg/dI] 128,33 133,40 113,29 1121
106,4-151,2 26,08 98,2-131,0
Stezenie triglicerydéw [mg/dI] 114,77 104,0 111,22 110,0
39,09 92,0-136,0 40,08 85,0-150,0
Stezenie kreatyniny [mg/dl] 0,9 0,74 0,73
0,8-1,0 0,16 0,6-0,9
Stezenie sodu [mmol/] 140,70 141,0 140,74 141,0
139,0-142,6 2,68 138,3-143,0
Stezenie potasu [mmol/l] 4,30 4,34 4,33
4,1-4,57 0,37 4,02-4,6
Stezenie sodu w dobowej zbiérce moczu [mmol/24h] 123,71 123,3 123,4 124,0
11,75 116,0-132,0 11,55 116,0-132,0
Stezenie potasu w dobowej zbiorce moczu [mmol/24h] 42,27 36,00 38,08 36,0
32,0-45,0 11,37 33,0-42,0
nazg). Stgzenie insuliny oznaczano metoda immu- Wyniki

noradiometryczng (zestaw Insulina — IRMA firmy
BioSource). Stgzenia lipidéw (cholesterol catkowity,
cholesterol frakcji LDL i HDL, triglicerydy) mie-
rzono, wykorzystujgc metod¢ enzymatyczng (zestaw
Integra).

Analizg statystyczng przeprowadzono przy uzyciu
pakietu Statistica (StatSoft Inc., Stany Zjednoczone).
Analiz¢ zmiennych niemierzalnych przeprowadzono
za pomoca testu Chi-kwadrat (y’) Pearsona.

Dla wszystkich analizowanych probek DNA uzy-
skano dobrej jakosci rozdzialy elektroforetyczne am-
plikonéw poddanych analizie restrykeyjnej. Pozwo-
lifo to na wiarygodne 1 jednoznaczne okreslenie in-
dywidualnych genotypow.

W analizowanym fragmencie DNA istnieje natu-
ralne miejsce restrykeyjne dla enzymu Eco RII i stad
po inkubacji allelu typu dzikiego (G2910) z t3 re-
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Rycina 1. Wykrywanie polimorfizmu Gly972Arg genu IRS-1

Figure 1. Detection of IRS-1 gene polymorphism Gly972Arg

M, wskaznik wielko$ci molekularnej DNA pUC Marker Mix 8 (MBI Fermentas)
Sciezka 1, 2 — genotyp GG (typ dziki); 3 — genotyp AA; 4, 5, 6 — genotyp GA

Tabela Il. Rozkiad czestosci genotypéw IRS-1 w grupie
chorych z nadci$nieniem tetniczym (HT) oraz w grupie
kontrolnej (NT)

Table Il. Distribution frequency of the genotype IRS-1
in hypertensive patients (HT) and control group (NT)

Grupa Gly972Arg Gly972Gly Arg972Arg
GA GG AA

HT 16 99 0

n =115 13,9% 86,1% 0%

NT 2 43 1

n=46 4,3% 93,5% 2,2%

7=191;NS (p = 0,167)

stryktazg powstaja fragmenty restrykcyjne o diugosci
61215 pz. W zmutowanym allelu A2910 dochodzi
do nabycia dodatkowego miejsca restrykeyjnego dla
Eco RII i po trawieniu powstajg fragmenty restryk-
cyjne o diugosci 6, 51 1 164 pz.

Analiz¢ PCR dla polimorfizmu Gly972Arg genu
IRS-1 przedstawiono na rycinie 1.

W tabeli II przedstawiono poréwnanie rozkladu
czestoSci genotypéw genu IRS-1 w grupie chorych
z nadci$nieniem t¢tniczym oraz w grupie kontrolne;.
W5rdd 115 chorych na nadci$nienie tetnicze obecnos¢
heterozygotycznej formy mutacji (GA) stwierdzono
u 16 (13,9%), a genotypu dzikiego (GG) — u 99
(86,1%) os6b; nie odnotowano wystgpowania genoty-
pu AA. U 46 zdrowych osdb genotyp GA wystapil tyl-
ko w 2 przypadkach (4,3%), genotyp AA — w 1 przy-
padku (2,2%), za$ pozostale 43 osoby (93,5%) mialy
genotyp GG. W tescie y nie stwierdzono znamiennej
roznicy w zakresie czgstosci polimorfizmu Gly972Arg
u chorych z nadci$nieniem tetniczym w poréwnaniu
z osobami z prawidlowymi wartoSciami ci$nienia.

Dyskusja

W 1993 roku Almind i1 wsp. [19] opisali po raz
pierwszy polimorfizm genu IRS-1, gdzie w miejscu
972 dochodzi do zamiany glicyny na argining. Poli-
morfizm Gly972Arg jest jedng z bardziej rozpo-
wszechnionych form mutacji genu IRS-1, o typie tran-
zycji G2910A. Czesto$C jego wystgpowania w poszcze-
golnych populacjach na $wiecie wykazuje znaczne
zroznicowanie. Najwi¢cksze rozpowszechnienie poli-
morfizmu Gly972Arg genu IRS-1 stwierdzono
u przedstawicieli rasy bialej (wedtug r6znych donie-
sief ok. 5-15%) [14, 19-22], poSrednie — u Japoficzy-
kow (ok. 4%) [18], natomiast najmniejsze — u Taj-
wanczykéw (ok. 1%) [23] 1 u Indian Pima, gdzie wla-
Sciwie nie znaleziono go wcale [24].

Do badan wlasnych kwalifikowano chorych z nad-
ci$nieniem tetniczym tagodnym oraz osoby z prawi-
dlowymi wartoSciami ci$nienia, bez otylo$ci 1 cukrzycy.
W tak wyselekcjonowanych grupach, polimorfizm
Gly972Arg genu IRS-1 stwierdzono u 16 chorych
z nadci$nieniem tetniczym (13,9%) oraz u 3 os6b z gru-
py kontrolnej (6,5%). W analizie statystycznej nie wy-
kazano istotnej roznicy migdzy tymi grupami. Rozklad
czestoSci polimorfizmu miescit si¢ w zakresie opisywa-
nym w pi$miennictwie u osob rasy bialej [14, 19-22].

Wedlug danych z piSmiennictwa rozpowszechnie-
nie polimorfizmu genu IRS-1 rozpatrywano nie tyl-
ko pod wzgledem etnicznego zréznicowania popu-
lacji, ale réwniez ich profilu metabolicznego. Nie-
ktorzy badacze wykazali jego wickszg czestosc u cho-
rych z zaburzeniami tolerancji glukozy [18], cu-
krzyca typu 2 [14] i otyloScia [12, 15] czy choroba
niedokrwienna serca [25], cho¢ inni nie potwierdzili
tych obserwacji [21, 22, 26-28]. Interesujgcy jest fakt,
ze wsrdd osob otylych odsetek nosicieli allelu A sie-
gal nawet 25% [13]. Do badan wlasnych wybierano
tylko osoby z prawidlowa masa ciala, bez cukrzycy
1 zaburzen lipidowych, co moze tlumaczy¢ stwier-
dzong u nich mniejszg cz¢sto$¢ tej mutacii.

W przytaczanych pracach nie zajmowano si¢
oceng bezposredniego zwigzku polimorfizmu
Gly972Arg z pierwotnym nadci$nieniem t¢tniczym.
Jedynie Perticone 1 wsp. [29] opisali 16 osdb hetero-
zygotycznych GA wsréd 100 chorych rasy bialej
z nadciSnieniem tetniczym. Autorzy ci jednak nie
poréwnali czestosci tego polimorfizmu w zdrowej
populacji. Dodatkowo u chorych z nadci$nieniem
tetniczym 1 mutacjg genu IRS-1 stwierdzili oni
znaczne zaburzenie czynnosci srodblonka w zakre-
sie wydzielania tlenku azotu, co takze moze sprzyjaé
incydentom sercowo-naczyniowym [29].

Uzyskane wyniki wlasne oraz wczesniejsze dane
z piSmiennictwa nie pozwalaja jednak przypisywac
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mutacji Gly972Arg genu IRS-1 kluczowej roli w roz-
woju pierwotnego nadci$nienia tetniczego. Jego roz-
powszechnienie wérdd chorych z nadci$nieniem tak-
ze w populacji polskiej jest zbyt male, aby uznac je
za bezposrednia przyczyne tej czestej choroby. Nie
mozna jednak wykluczy¢ posredniego udzialu poli-
morfizmu genu IRS-1 w patogenezie nadci$nienia,
poprzez uruchamiane mechanizmy insulinooporno-
Sci, jednak zagadnienie to wymaga dalszych badan.

Whioski
Polimorfizm Gly972Arg genu IRS-1 wystepuje

z taka samg czestoscig u nieotylych chorych z pier-
wotnym nadci$nieniem t¢tniczym 1 u 0séb z prawi-
diowymi warto$ciami ci$nienia i z prawidlowg masa
ciala, co sugeruje, ze nie ma on bezposredniego wply-
wu na rozwoj nadci$nienia tgtniczego.

Streszczenie

Wstep Ocene genetycznego podloza nadci$nienia
tetniczego komplikuje fake, ze jest ono cz¢scig zlozo-
nego zespolu metabolicznego, obejmujacego otylose,
cukrzyce typu 2 i dyslipidemie. U podloza tych ate-
rogennych zaburzen lezy insulinooporno$¢, ktorej
czesto$¢ w populacji chorych z nadci$nieniem wyno-
st okolo 50%. Celem niniejszej pracy byla ocena cze-
stoSci polimorfizmu Gly972Arg genu cytoplazma-
tycznego substratu receptora insulinowego-1 (IRS-1)
w dobrze scharakteryzowanej, jednorodnej grupie
chorych z pierwotnym nadci$nieniem t¢tniczym.
Material i metody Grupe¢ badang stanowilo 115 cho-
rych na pierwotne, niepowiklane nadci$nienie tetni-
cze w wieku 27,48 * 5,15 roku, bez otylosci (wskaz-
nik masy ciata [BMI] 24,72 % 1,93 kg/m”) i 46 zdro-
wych osob w wieku 28,0 £ 4,39 roku (BMI 22,6 +
+ 2,16 kg/m’). U badanych oséb nie wystepowaly
cukrzyca ani zaburzenia lipidowe. Od kazdego ba-
danego pobrano jednorazowo 5 ml krwi zylnej w celu
izolacji genomowego DNA. Genotypy w zakresie ba-
danego polimorfizmu identyfikowano przy uzyciu
taficuchowej reakeji polimerazy (PCR), wedtug pro-
tokotu opisanego przez Yamade i wsp. [18].

Wyniki Wsréd 115 chorych z nadci$nieniem tetni-
czym obecno$¢ heterozygotycznej formy mutacji
(GA) stwierdzono u 16 0séb (13,9%), za$ u 46 zdro-
wych 0séb genotyp GA wystapil tylko w 2 przypad-
kach (4,3%), przy czym 1 osoba byla homozygota AA
(2,2%). Za pomocy testu x” nie stwierdzono znamien-
nej réznicy w czestosci polimorfizmu Gly972Arg

u chorych z nadci$nieniem t¢tniczym w pordwnaniu
z osobami z prawidlowymi warto§ciami ci$nienia.
Whioski Polimorfizm Gly972Arg genu IRS-1 wyste-
puje z taka sama czgstoscig u chorych z pierwotnym
nadci$nieniem t¢tniczym i u oséb z prawidiowymi
warto§ciami ci$nienia w badanej populacji, co suge-
ruje, ze nie ma on bezposredniego wplywu na roz-
woj nadci$nienia tgtniczego.

stowa kluczowe: nadci$nienie tetnicze,
insulinoopornosé, polimorfizm Gly972Arg

genu substratu insulinowego 1
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