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Streszczenie

Cukrzyca cigzowa, czyli kazda posta¢ nietolerancji glukozy, pojawiajgca sie lub
rozpoznana po raz pierwszy w czasie cigzy jest najczestszg chorobg wystepujacg w czasie
cigzy, powodujgcy jej powiktania jak réwniez majacg wptyw na zdrowie i jakos¢ zycia,
zaréwno matki jak i dziecka w okresie poporodowym. Patofizjologia GDM nie jest do kornca
poznana pomimo jej podobienstwa do wczesnych stadiéw cukrzycy typu 2.

Celem badan, ktérych wynikiem jest przedstawiony w niniejszej dysertacji cykl prac
oryginalnych, bylo pogtebienie wiedzy na temat podtoza molekularnego GDM, poprzez
zweryfikowanie zmian transkryptomicznych wybranych gendéw (SIRT1, PPARG, IL-6)
zaangazowanych w metabolizm weglowodandéw i lipidéw oraz procesy zapalne, a takze
powigzanie ekspresji tych gendéw z cechami antropometrycznymi oraz parametrami
biochemicznymi pacjentek w trzecim trymestrze cigzy.

Dodatkowo przesledzitam, analizujgc, jak zmiana obowigzujgcych w trakcie realizacji
czesci badawczej pracy (2010-2015), kryteriow diagnostycznych Polskiego Towarzystwa
Diabetologicznego - PTD (PTD 2011 na PTD 2014) wptyneta na liczebnos$¢ grup
diagnozowanych jako GDM. Wykazatam na podstawie zmiany ekspresji genu IL-6 wptyw
kryteriéw na analize statystyczng parametréw klinicznych, biochemicznych oraz samego
poziomu ekspresji genu IL-6.

W badaniach wykorzystatam leukocyty wyizolowane z krwi obwodowe] pacjentek
w trzecim trymestrze cigzy z GDM oraz pacjentek normoglikemicznych, bedgcych pod opieka
Kliniki Choréb Wewnetrznych i Diabetologii w todzi, gdzie pacjentki miaty przeprowadzong
diagnostyke antropometryczng i biochemiczna.

Do realizacji projektu badawczego, obejmujgcego ocene ekspresji gendw SIRT1
i PPARG, wykorzystatam metode PCR. W kolejnym etapie badan, w ktérym okreslatam,
na grupie wyselekcjonowanych 16 pacjentek (GDM= 9, NGT= 7) ekspresje gendw zwigzanych
z podwyzszong ekspresjg genu SIRT1, wykorzystatam mikromacierze DNA dedykowane
cukrzycy (Human Diabetes RT? Profiler™ PCR Array). Wyselekcjonowane metoda
mikromacierzy geny (ACLY, G6PD, IL-6, IRS2, SREBF1, SNAP23), zweryfikowatam przy uzyciu
RT-qPCR w catej populacji pacjentek o podwyzszonej ekspresji genu SIRT1 a uzyskane dane

wykorzystatam do przeprowadzenia korelacji z cechami antropometrycznymi i parametrami
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biochemicznymi pacjentek oraz do analizy biostatystycznej z wykorzystaniem platformy
bioinformatycznej IPA (QIAGEN Ingenuity Pathway Analysis).

Wykazatam podwyziszong ekspresje genu SIRT1, PPARG i IL-6 (kryteria diagnozowania
PTD 2011) i ich pozytywna korelacje z wartosciami stezenia glukozy we krwi obwodowej,
co sugeruje, ze ich nadekspresja moze by¢ zwigzana z hiperglikemig wystepujaca u pacjentek
GDM. Gen PPARG ponadto negatywnie korelowat z stezeniem cholesterolu HDL.
Zaobserwowatam zréznicowang ekspresje genu SIRT1 w grupie GDM i przy pomocy analizy
statystycznej wyodrebnitam dwie wyrazne podgrupy: o znaczgcej nadekspresji genu SIRT1-
GDM/SIRT1(1) (n= 30, p< 0,05) i umiarkowanej nadekspresji genu SIRT1- GDM/SIRT1(<>)
(n=92, p>0,05) w poréwnaniu do grupy kontrolnej.

Potwierdzitam w catej populacji pacjentek znaczacg statystycznie zmiane ekspres;ji
czterech gendw wyselekcjonowanych z 11 gendéw zidentyfikowanych za pomoca
mikromacierzy DNA. Jedynie gen liazy ATP-cytrynianowej (ACLY) réznit sie poziomem
ekspresji pomiedzy grupami GDM/SIRT1(1*) a GDM/SIRT1(<>). Jego obnizona ekspresja
W grupie o znaczacej nadekspresji SIRT1 GDM/SIRT1(1) stwarza mozliwosci wykorzystania
go w przyszfosci, jako potencjalnego biomarkera. Wyniki eksperymentalne wraz z analiza
IPA, wskazujg, ze nadekspresja SIRT1 w leukocytach w warunkach hiperglikemii zwigzana jest
z podwyzszonyg ekspresjg IL6, G6PD, i SNAP23 oraz obnizong ekspresjg ACLY, gendw
zwigzanych z cukrzycg typu 2 i zaangazowanych w regulacje metabolizmu, stanéw zapalnych
oraz zwigzanych z transportem molekularnym.

Poréwnujgc dwa kryteria diagnozowania GDM, wykazatam, ze grupa GDM
diagnozowana wedtug kryteriéow PTD 2011, wykazuje wyzsze stezenia glukozy na czczo (FPG),
wyzsze stezenie glukozy w drugiej godzinie testu OGGTT oraz hemoglobiny glikowanej —
HbA1lc oraz nizsze stezenie HDL cholesterolu. Natomiast grupa GDM PTD 2014 miata wyzsze
stezenie FPG, wyzsze stezenie glukozy w pierwszej godzinie testu OGGTT, HBalc, HOMA-IR
oraz nizsze wartosci QUICKI-IS. Ekspresja genu IL-6 wediug PTD 2011 jest istotnie
statystycznie podwyzszona w grupie GDM, natomiast wedtug PTD 2011, w grupie GDM
ekspresja jest niezmieniona w porownaniu do grupy kontrolnej. Rdznice w fenotypie
metabolicznym pacjentek, tak samo jak rdznice w ekspresji genu /L-6 oraz korelacje
pomiedzy grupami GDM a NGT, wynikajace z uzycia odmiennych kryteriéw diagnozowania,
Sg zwigzane ze zmianami w cigzowym statusie tolerancji glukozy, co wigze sie bezposrednio

z zastosowaniem kryteriéw PTD 2014.
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Summary

Gestational diabetes, i.e. any form of glucose intolerance, occurring or diagnosed for
the first time during pregnancy, is the most common condition of pregnancy, resulting
in complications, and affecting the health and life quality of both the mother and the child
in the post-partum period. GDM pathophysiology has not been entirely elucidated, despite
its similarity to the early stages of type 2 diabetes.

The purpose of the study, whose result is the cycle of original works presented in this
dissertation, was to gain more knowledge on the molecular basis of GDM, through
verification of the transcriptomic changes of selected genes (SIRT1, PPARG, IL-6) involved
in carbohydrate and lipid metabolism and inflammation processes, as well as relation
of these genes’ expression to the anthropometric characteristics and biochemical
parameters of patients in the third trimester of pregnancy.

Moreover, | have reviewed and analysed how the change of the Polish Diabetes
Association’s (PTD) diagnostic criteria (PTD 2011 to PTD 2014), applicable during
the research part of the thesis (2010-2015), affected the size of groups diagnosed with GDM.
Based on the change of the /L6 gene’s expression, | have shown how the criteria affect the
statistical analysis of clinical, biochemical parameters and the level of the IL-6 gene’s
expression itself.

In the study | used leukocytes isolated from peripheral blood of patients with GDM
in the third trimester and normoglycemic patients, treated by the Internal Medicine
and Diabetology Hospital in tédz (Klinika Choréob Wewnetrznych i Diabetologii w todzi),
where the patients underwent anthropometric and biochemical diagnostics.

To carry out the research project, involving evaluation of expression of the SIRT1
and PPARG genes, | used the PCR method. During the next stage of the study, in which,
based on a group of selected 16 patients (GDM= 9, NGT= 7), | determined the expression
of the genes associated with higher expression of the SIRT1 gene, | used diabetes-dedicated
DNA micromatrices (Human Diabetes RT? Profiler™ PCR Array). | verified the genes selected
using the micromatrix method (ACLY, G6PD, IL-6, IRS2, SREBF1, SNAP23) with RT-qPCR
in the whole population of the patients with increased expression of the SIRT1 gene,

and lused the obtained data for the correlation with anthropometric characteristics

48



and biochemical parameters of the patients, and for a biostatistical analysis using the IPA
bioinformatics platform (QIAGEN Ingenuity Pathway Analysis).

| showed higher expression of the SIRT1, PPARG and IL-6 genes (PTD 2011 diagnostics
criteria) and their positive correlation with glucose concentration values in peripheral blood,
which suggests that their overexpression may be associated with hyperglycaemia in patients
with GDM. Moreover, the PPARG gene showed a negative correlation with HDL cholesterol
concentration. | observed varied expression of the SIRT1 gene in the GDM group and, using
statistical analysis, | determined two distinct subgroups: with significant overexpression
of the SIRT1- GDM/SIRT1gene (1) (n= 30, p< 0.05) and moderate overexpression
of the SIRT1- GDM/SIRT1gene (¢<>) (n=92, p> 0.05) compared to the control group.

In the whole patient population | confirmed a statistically significant change
of expression of four genes selected from 11 genes identified using DNA micromatrices.
Only the ATP citrate lyase gene (ACLY) has a different expression level between
GDM/SIRT1(1) and GDM/SIRT1 groups (¢>). Its reduced expression in the group with
significant overexpression SIRT1 GDM/SIRT1(1) makes it possible to use it in the future,
as a potential biomarker. Experimental results with the IPA analysis show
that overexpression of SIRT1 in leukocytes under the conditions of hyperglycaemia
is associated with higher expression of /L-6, G6PD, and SNAP23 and reduced expression
of ACLY, genes related to type 2 diabetics and involved in the regulation of metabolism,
inflammations and conditions associated with molecular transport.

After comparing two GDM diagnosis criteria, | showed that the GDM group diagnosed
based on the PTD 2011 criteria shows higher fasting glucose concentrations (FPG), higher
glucose concentration in the second hour of the OGGTT test and glycated haemoglobin —
HbAlc, as well as reduced HDL cholesterol concentration. However, the GDM PTD 2014
group showed higher FPG concentration, higher glucose concentration in the first hour
of the OGGTT, HBalc, HOMA-IR test, and lower QUICKI-IS values. The IL-6 gene expression
according to PTD 2011 is significantly statistically higher in the GDM group, however,
according to PTD 2011, expression in the GDM group remains unchanged compared to the
control group. The differences in the patient’s metabolic phenotype, as well as the
differences in the /L-6 gene expression, and the correlation between GDM and NGT groups
resulting from using different diagnosis criteria are related to the changes in the glucose

tolerance status in pregnancy, which is directly associated with using the PTD 2014 criteria.
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