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Zestawienie skrótów używanych w pracy


List of abbreviations used in the text

ACE-I 
(angiotensin-converting-enzyme inhibitors)
– leki blokujące układ renina-angiotensyna-aldosteron
ADA 

(American Diabetes Association)
– Amerykańskie Towarzystwo Diabetologiczne

AMPD 1
(adenosine monophosphate deaminase 1)
– deaminaza 1 monofosforanu adenozyny 
AMP
(adenosine monophosphate) 
– monofosforan adenozyny
AMPK
(AMP- activated protein kinase) 
– kinaza proteinowa aktywowana przez AMP
ARB
(angiotensin receptor blockers 1) 
– leki blokujące receptor angiotensyny typu 1 (AT1)
BB
(beta blockers) 
– leki blokujące receptor beta
BMI 
(body mass index)  
– wskaźnik masy ciała 
CAD
(coronary artery disease) 
– choroba wieńcowa
CCB 
(calcium channel blockers)
– leki blokujące kanał wapniowy
Chol 
(total cholesterol)
– cholesterol całkowity
Chol HDL 
(HDL-cholesterol)
– cholesterol HDL
Chol LDL
(LDL- cholesterol)
– cholesterol LDL
CKD
(chronic kidney disease) 
– przewlekła choroba nerek
CVOT
(Cardiovascular Outcome Trial) 
– badanie kliniczne oceniające bezpieczeństwo sercowo-naczyniowe 
IMP
(inosine monophosphate)
– monofosforan inozyny 
DM
(diabetes mellitus) 
– cukrzyca typu 2
DPP-4 
(dipeptidyl peptidase-4)
– dipeptylopeptydaza 4
EASD 
(European Association for the Study of Diabetes)
– Europejskie Towarzystwo Badań nad Cukrzycą
eGFR CKD EPI (estimated glomerular filtration rate according to CKD-EPI - Chronic Epidemiological Collaboration  equation)
– szacunkowy współczynnik przesączania kłębuszkowego
ESC
(European Society of Cardiology) 
– Europejskie Towarzystwo Kardiologiczne 
anty-GAD
(anti- glutamic acid decarboxylase antibodies)
– przeciwciała przeciwko dekarboksylazie kwasu glutaminowego
GLP-1
(glucagon-like peptide-1) 
–  glukagonopodobny peptyd 1
GLUT-4 
(glucose transporter-4)
– transporter glukozy-4
HbA1c 
(glycated haemoglobin) 
– hemoglobina glikowana 
HF 
(heart failure)
– niewydolność krążenia
HOMA2-B
(homeostasis model assessment of β-cell function) 
– wskaźnik funkcji komórki beta
HOMA2-IR
(homeostasis model assessment of insulin resistance)
– wskaźnik insulinooporności
HA
(hypertension arterial) 
– nadciśnienie tętnicze
IFG
(impaired fasting glucose) 
– nieprawidłowa glikemia na czczo
IGT
(impaired glucose tolerance)
– nieprawidłowa tolerancja glukozy
LADA
(latent autoimmune diabetes in adults)  
– autoimmunologiczna cukrzyca dorosłych o późnym początku
MARD
(mild age-related diabetes)
– łagodna cukrzyca związana z wiekiem
MOD
(mild obesity- related diabetes)
– łagodna cukrzyca związana z otyłością
MODY
(Maturity Onset Diabetes of the Young)
– cukrzyca osób młodych o łagodnym przebiegu, dziedziczona autosomalnie dominująco
LVEF 
(left ventricular ejection fraction)
– frakcja wyrzutowa lewej komory
LVEDD
(left ventricular end-diastolic dimension)
– końcowo-rozkurczowy wymiar lewej komory
NYHA
(New York Heart Association)
– skala Nowojorskiego Towarzystwa Kardiologicznego służąca do klasyfikacji niewydolności serca
PCR-RFLP
(polymerase chain reaction-restriction fragment length polymorphism) 
– reakcja łańcuchowa polimerazy-polimorfizm długości fragmentów restrykcyjnych
PCR-SBE
(polymerase chain reaction- single-base extension)
– reakcja łańcuchowa polimerazy-elongacja starterów
PPAR-γ
(peroxisome proliferator-activated receptor gamma)  
– receptory gamma aktywowane proliferatorami peroksysomów
SAID
(severe autoimmune diabetes)
– ostra cukrzyca autoimmunologiczna
SIDD
(severe insulin-deficient diabetes)
–  ostra cukrzyca związana z niedoborem insulin

SIRD
(severe insulin-resistant diabetes) 
– ostra cukrzyca związana z opornością na insulinę
SGLT-2
(sodium-glucose cotransporter 2)
– kotransporter sodowo-glukozowy 2 
TG
(triacylglycerols) 
– trójglicerydy
WHO
(World Health Organization) 
– Światowa Organizacja Zdrowia
WHR
(waist to hip ratio) 
– stosunek obwodu talii do obwodu bioder

WT
(wild-type homozygotes) 
– homozygoty typu dzikiego
Streszczenie w języku polskim
Cel
Celem pracy była ocena częstości występowania mutacji C34T i A860T genu AMPD1 (adenosine monophosphate deaminase 1) u pacjentów z chorobą wieńcową - CAD (coronary artery disease) z towarzyszącą cukrzycą typu 2 - DM (diabetes mellitus) - CAD(+)DM(+) lub bez cukrzycy - CAD(+)DM(-) oraz analiza zależności genotyp-fenotyp obejmująca mutacje C34T i A860T genu AMPD1 oraz cechy kliniczne z uwzględnieniem elementów zespołu metabolicznego oraz parametrów biochemicznych krwi w grupie badanej CAD(+) DM(+).  
Materiał i metody
Do grupy badanej zakwalifikowano 196 dorosłych pacjentów (54 kobiety i 142 mężczyzn), z DM typu 2 i CAD w wieku od 40-70 lat, rozpoczynających leczenie w Poradni Diabetologicznej SPSK Nr 2 PUM w Szczecinie. Kryterium włączenia pacjenta do grupy badanej była obecność DM oraz CAD  potwierdzonej koronarograficznie. Grupę kontrolną stanowiło 200 noworodków (w tym 96 chłopców) urodzonych w Katedrze Położnictwa, Ginekologii i Neonatologii PAM w Szczecinie w latach 2004-2005 jako populacyjna grupa kontrolna dla badań genetycznych. Kolejną grupę kontrolną stanowiło 136 pacjentów (27 kobiet i 109 mężczyzn), z chorobą wieńcową, bez cukrzycy z oznaczonymi genotypami C34T i A860T genu AMPD1. Badania genetyczne wykonano w Zakładzie Biochemii Klinicznej i Molekularnej PUM w Szczecinie. Materiał do badań stanowił genomowy DNA wyizolowany z leukocytów krwi obwodowej zestawem QIAapm® DNA Mini Kit (Qiagen). Polimorfizm C34T genu AMPD1 identyfikowano metodą reakcji łańcuchowej polimerazy - polimorfizmu długości fragmentów restrykcyjnych - PCR-RFLP (polymerase chain reaction-restriction fragment length polymorphism). Wybrane do badań polimorfizmy C34T (rs17602729) oraz A860T (rs34526199) genu AMPD1 były identyfikowane metodą minisekwencjonowania - PCR-SBE (single-base extension). Badania biochemiczne wykonano w Zakładzie Diagnostyki Laboratoryjnej SPSK Nr 2 PUM w Szczecinie. Próbki krwi żylnej pobrane od każdego pacjenta grupy badanej CAD(+)DM(+) w warunkach na czczo były analizowane w celu oceny stężeń glukozy, HbA1C, kreatyniny oraz lipidogramu.
Wyniki
Pacjenci grupy badanej CAD(+)DM(+) w porównaniu z grupą kontrolną CAD(+)DM(-) byli starsi, mieli wyższy indeks masy ciała - BMI (body mass index), wyższą wartość stosunku talia biodra - WHR (waist to hip ratio), dłuższy czas trwania nadciśnienia tętniczego - HA (hypertension), wyższe stężenie glukozy na czczo - FPG (fasting plasma glucose), wyższe wartości e-GFR (estimated glomerular filtration rate), niższe stężenie kreatyniny, niższe stężenie cholesterolu całkowitego - Chol (total cholesterol) oraz Chol-HDL (high density lipoprotein), wyższe stężenie - TG (triacylglicerols). Ponadto, pacjentów grupy badanej CAD(+)DM(+) w porównaniu z grupą kontrolną CAD(+)DM(‑) charakteryzował krótszy czas trwania CAD, mniejsza liczba ostrych zespołów wieńcowych, rzadsze występowanie niewydolności serca - HF (heart failure) oraz istotnie częstsze występowanie wielonaczyniowej postaci CAD. Częstości genotypów i alleli polimorfizmu C34T AMPD1 w grupie badanej CAD(+)DM(+) oraz w grupach kontrolnych: CAD(+)DM(-) i noworodków, nie różniły się istotnie między analizowanymi grupami. Analizując częstości genotypów i alleli polimorfizmu A860T genu AMPD1 w grupie badanej CAD(+)DM(+) oraz grupach kontrolnych: CAD(+)DM(-) i noworodków wykazano, że częstość genotypu AT oraz allela T nie różniła się istotnie pomiędzy grupą badaną CAD(+)DM(+) a grupą kontrolną noworodków, ale w obu tych grupach była istotnie wyższa niż w grupie kontrolnej CAD(+)DM(-). Analiza parametrów antropometrycznych i biochemicznych oraz historii choroby pacjentów z grupy badanej CAD(+)DM(+) podzielonych według genotypu polimorfizmu C34T AMPD1 wykazała, że w grupie badanej nosiciele allela T (CT+TT) w stosunku do homozygot CC mieli istotnie wyższe stężenie cholesterolu- Chol, Chol-LDL, istotnie wcześniejszy wiek rozpoznania oraz dłuższy czas trwania CAD. Analiza parametrów antropometrycznych i biochemicznych oraz historii choroby u pacjentów z grupy badanej CAD(+)DM(+) podzielonych według genotypu mutacji A860T AMPD1 wykazała, że w grupie badanej heterozygoty AT w stosunku do homozygot AA były istotnie starsze a objawy CAD pojawiły się u nich w starszym wieku. Analizując porównanie wieku rozpoznania DM oraz CAD wśród pacjentów grupy badanej CAD(+)DM(+) w zależności od kombinacji genotypów polimorfizmów C34T i A860T AMPD1 wykazano, że pacjenci z kombinacją 860AT, 34CC byli starsi od homozygot typu dzikiego - WT (z kombinacją 34CC, 860AA) oraz od pacjentów z kombinacją 34CT, 860AA, a CAD rozpoznano u nich w starszym wieku niż u pacjentów WT i z kombinacją 34CT, 860AA. Pacjenci z kombinacją  34CC, 860AT w stosunku do tych z kombinacją 34CT, 860AA mieli istotnie dłuższą różnicę czasu upływającego od rozpoznania DM do rozpoznania CAD, natomiast wiek rozpoznania DM nie różnił się istotnie pomiędzy kombinacjami genotypów.

Wnioski
Na podstawie wykonanych badań ustalono następujące wnioski:

1)   Mniejsza częstość allela 860T AMPD1 u pacjentów z CAD bez DM niż u noworodków, ale taka sama u pacjentów z CAD i DM  jak  u noworodków, w połączeniu z obserwacją, że objawy CAD u nosicieli allela 860T z DM pojawiają się później niż u homozygot 860AA z  DM, skłaniają do sformułowania hipotezy, że allel 860T AMPD1 chroni przed CAD, ale tylko osoby bez DM, natomiast przy obecności DM wpływ ochronny znika lub jest ograniczony tylko do osób młodszych. 

2)   Obserwowany u pacjentów z DM istotnie wcześniejszy wiek rozpoznania CAD wśród nosicieli allela 34T AMPD1, a późniejszy wśród nosicieli allela 860T AMPD1 w odniesieniu do homozygot typu dzikiego (34CC, 860AA), sugerują przeciwstawny wpływ alleli 34T i 860T na wiek ujawnienia się CAD u osób z DM.

3)   Genotypy C34T i A860T AMPD1 nie wydają się być związane z obecnością poszczególnych antropometrycznych i biochemicznych cech zespołu metabolicznego u pacjentów z CAD i DM.

Słowa kluczowe: 

cukrzyca typu 2, choroba wieńcowa, mutacje C34T, A860T genu AMPD1 

Streszczenie w języku angielskim
Abstract

Aims
The aims of the study were to assess the frequencies of the C34T and A860T mutations in the adenosine monophosphate deaminase 1 (AMPD1) gene in patients with coronary artery disease (CAD) with type 2 diabetes  (DM) - CAD(+)DM(+) or without DM - CAD(+)DM(-) and to analyze genotype-phenotype associations between the C34T and A860T mutations in the AMPD1 gene and the patients’ clinical features, including components of metabolic syndrome and blood biochemical parameters in patients with CAD and DM . 
Materials and methods
The study group consisted of 196 adults (54 females and 142 males) with DM and CAD, aged 40–70 years, who started treatment in the Diabetes Outpatient Clinic of the Independent Public Clinical Hospital No. 2 of the Pomeranian Medical University in Szczecin. The inclusion criterion was the diagnosis of DM and CAD confirmed by coronary angiography. For genetic tests, a population-based control group comprised 200 newborns (including 96 boys) born between 2004 and 2005 in the Department of Obstetrics, Gynecology, and Neonatology of the Pomeranian Medical Academy in Szczecin. Another control group included 136 patients (27 females and 109 males) with CAD and without diabetes, with determined AMPD1 C34T and A860T genotypes. Genetic tests were performed in the Department of Clinical and Molecular Biochemistry of the Pomeranian Medical University in Szczecin. Genomic DNA was isolated from peripheral blood leukocytes using QIAapm® DNA Mini Kit (Qiagen). C34T (rs17602729) and A860T (rs34526199) polymorphisms in the AMPD1 gene were determined by minisequencing - PCR-SBE (single-base extension). Biochemical tests were performed in the Department of Laboratory Diagnostics of the Independent Public Clinical Hospital No. 2 of the Pomeranian Medical University in Szczecin. Venous blood samples, collected from each patient in the study group CAD(+)DM(+) under fasting conditions, were tested to assess the glucose, HbA1C, creatinine level and the lipid profile.
Results
Patients in CAD(+)DM(+) group were older, had a higher body mass index (BMI), higher waist-to-hip ratio (WHR), longer duration of hypertension, higher fasting plasma glucose values, higher estimated glomerular filtration rate, lower creatinine levels, lower total cholesterol and high density lipoprotein levels, and higher triacylglycerol (TG) levels than patients in CAD(+)DM(-) group. Moreover, patients in CAD(+)DM(+) group were characterized by a shorter duration of CAD, lower rates of acute coronary syndrome and heart failure and a significantly higher prevalence of multivessel CAD compared with  CAD(+)DM(‑) patients. The frequencies of genotypes and alleles of the AMPD1 C34T polymorphism did not vary significantly between CAD(+)DM(+), CAD(+)DM(-), and newborn groups. Regarding the frequency of genotypes and alleles of the AMPD1 A860T polymorphism, the frequency of the AT genotype and T allele did not vary significantly between CAD(+)DM(+) group and the newborn group. However, it was significantly higher in these two groups compared with the CAD(+)DM(-) controls. An analysis of the anthropometric and biochemical parameters and medical history of the patients in CAD(+)DM(+) group, divided according to the genotype of the AMPD1 C34T polymorphism, demonstrated that T allele carriers (CT+TT) had significantly higher total cholesterol and low density lipoprotein levels, a longer duration of CAD, and were significantly younger at diagnosis compared with CC homozygotes. An analysis of the anthropometric and biochemical parameters and medical history of the patients in CAD(+)DM(+) group, divided according to the genotype of the AMPD1 A860T mutation, showed that AT heterozygotes were significantly older and had later onset of CAD symptoms than AA homozygotes. Regarding age at diagnosis of DM and CAD among patients in  CAD(+)DM(+) group, divided according to the combination of genotypes of the AMPD1 C34T and A860T polymorphisms, patients with a 860AT, 34CC combination were older and were diagnosed with CAD later in life than wild-type homozygotes (with the 34CC, 860AA combination) and patients with the 34CT, 860AA combination. a greater time difference since DM diagnosis till CAD diagnosis was found in patients with the 860AT, 34CC combination than in those with the 34CT, 860AA combination. However, the age at diagnosis of DM did not differ significantly between the combinations of genotypes.
Conclusions
Based on our results, the following conclusions were drawn:

4)  The frequency of the AMPD1 860T allele was lower in patients with CAD and
without DM than in newborns, but the same in patients with CAD and DM as in newborns. Furthermore, the symptoms of CAD occur later in 860T allele carriers with DM than in 860AA homozygotes with DM. Therefore, we hypothesize that the AMPD1 860T allele protects against CAD, but only in subjects without DM. In subjects with DM, the protective effect disappears or is limited to younger age.
5)  The significantly earlier age at CAD diagnosis among AMPD1 34T allele carriers and later age among 860T allele carriers observed in patients with DM in relation to wild-type homozygotes (34CC, 860AA) suggest that there are opposing effects of the 34T and 860T alleles on the age of onset of CAD in individuals with DM.

6)  The AMPD1 C34T and A860T genotypes do not seem to be associated with particular anthropometric and biochemical features of metabolic syndrome in patients with coexisting CAD and DM.

Key words: 
diabetes mellitus type 2, coronary artery disease, C34T and A860T AMPD1 gene mutations

1. WSTĘP


1.1. Definicja, epidemiologia i klasyfikacja cukrzycy typu 2
Definicja


Mianem cukrzycy typu 2 - DM (diabetes mellitus) określa się grupę chorób charakteryzujących się przewlekłą hiperglikemią powstałą w wyniku zaburzeń wydzielania i/lub działania insuliny. Przewlekła hiperglikemia wiąże się z uszkodzeniem, zaburzeniem czynności i niewydolnością różnych narządów, zwłaszcza oczu, nerwów, serca i naczyń krwionośnych [1].

Epidemiologia

Cukrzyca typu 2 przewlekła, społeczna choroba metaboliczna, nazywana jest często epidemią XXI wieku. W 2019 r. na świecie było 463,0 mln pacjentów chorujących na cukrzycę a szacuje się, że w 2045 r. ich liczba wzrośnie do 700 mln. Należy zaznaczyć, że wielu pacjentów pozostaje nadal niezdiagnozowanych; w Europie jest to około 41% szacowanej liczby chorych [2].  W Polsce na cukrzycę choruje ok. 3 mln osób, wśród których ok. 750 tys. pozostaje niezdiagnozowanych. Uważa się, że  liczba osób ze stanem przedcukrzycowym: nieprawidłową glikemią na czczo - IFG (impaired fasting glucose ) lub nieprawidłową tolerancją glukozy - IGT (impaired glucose tolerance) jest 2- do 4-krotnie większa niż pacjentów z cukrzycą [3,4].

Klasyfikacja cukrzycy

Podział cukrzycy stosowany aktualnie w codziennej praktyce lekarskiej zgodnie z klasyfikacją podaną przez Światową Organizację Zdrowia - WHO (World Health Organization) uwzględnia 4 główne typy cukrzycy [1]. Cukrzyca typu 2 występuje najczęściej i stanowi około 90% wszystkich przypadków cukrzycy [2]. Pozostałe typy cukrzycy to: cukrzyca typu 1, autoimmunologiczna lub idiopatyczna, która występuje u ok. 8-10% wszystkich pacjentów, cukrzyca typu 3 (tzw. cukrzyca o znanej przyczynie) oraz cukrzyca ciążowa.  

         W 2018 roku pojawiła się propozycja nowej klasyfikacji cukrzycy [5]. Na podstawie obserwacji 13 tys. pacjentów z nowo rozpoznaną cukrzycą, zamieszkujących południowy region Szwecji i przeanalizowaniu takich parametrów jak: wiek, indeks masy ciała - BMI (body mass index), stężenie hemoglobiny glikowanej - HbA1c (glycated haemoglobin), poziom przeciwciał przeciwko dekarboksylazie kwasu glutaminowego - anty-GAD (anti-glutamic acid decarboxylase antibodies), wskaźniki insulinooporności: HOMA2-B (homeostasis model assessment of β-cell function), HOMA2-IR (homeostasis model assessment of insulin resistance) wyodrębniono 5 typów cukrzycy:

· ostra cukrzyca autoimmunologiczna- SAID (severe autoimmune diabetes) odpowiadająca  dotychczasowemu rozpoznaniu cukrzycy t. 1 i LADA – wystąpiła u 6,4% pacjentów.

·   ostra cukrzyca związana z niedoborem insuliny- SIDD (severe insulin-deficient diabetes) cechująca się wysokim stężeniem HbA1c, umiarkowaną opornością na insulinę, brakiem przeciwciał anty-GAD (anti-glutamic acid decarboxylase antibodies)  oraz dużym ryzykiem retinopatii – wystąpiła u 17,5% względnie szczupłych i młodych osób. 

·   ostra cukrzyca związana z opornością na insulinę- SIRD (severe insulin-resistant diabetes) charakteryzująca się dużą insulinoopornością, otyłością i występowaniem w relatywnie starszym wieku – wystąpiła u 15,3% pacjentów.  w tym typie cukrzycy częściej pojawiało się uszkodzenie nerek.

·   łagodna cukrzyca związana z otyłością - MOD (mild obesity- related diabetes) obserwowana u względnie młodych i otyłych osób – wystąpiła u 21,6% pacjentów.

·   łagodna cukrzyca związana z wiekiem - MARD (mild age-related diabetes) rozpoznawana w starszym wieku, z relatywnie niskim poziomem HbA1C      

- wystąpiła u 39,1% pacjentów.

Klasyfikacja ta nadal pozostaje przedmiotem badań naukowych.

1.2. Czynniki ryzyka cukrzycy typu 2

DM pojawia się najczęściej po 40 rż; połowa chorych na cukrzycę jest w wieku od 40-59 lat, największa chorobowość przypada na 60-70 r.ż. DM ma związek z pochodzeniem etnicznym i predyspozycją genetyczną [2,6]. 

W związku z epidemicznym występowaniem cukrzycy, sugeruje się, aby diagnostykę w kierunku tej choroby rozpoczynać wcześnie a więc u osób z czynnikami ryzyka już po ukończeniu 35 r.ż.  Do czynników ryzyka wystąpienia DM zalicza się: nadwagę lub otyłość [BMI powyżej 25 kg/m2 i/lub obwód w pasie powyżej 80 cm u kobiet, powyżej 94 cm u mężczyzn], cukrzycę występującą w rodzinie [rodzice lub rodzeństwo], małą aktywność fizyczną, przynależność do grupy etnicznej lub środowiskowej, wcześniej wykryty stan przedcukrzycowy, cukrzycę ciążową, nadciśnienie tętnicze, dyslipidemię, zespół policystycznych jajników, choroby układu sercowo-naczyniowego [1].
1.3. Metody leczenia cukrzycy typu 2
W leczeniu DM zalecane jest leczenie behawioralne (dieta cukrzycowa, regularny wysiłek fizyczny, systematyczna edukacja diabetologiczna) oraz leczenie farmakologiczne. Prozdrowotny styl życia powinien obejmować zmniejszenie masy ciała o ok. 7% oraz regularny wysiłek fizyczny trwający przynajmniej 150 min/tydzień [1]. Leczenie niefarmakologiczne, które prowadzi się na każdym etapie leczenia cukrzycy, rzadko prowadzi do wyrównania cukrzycy. Wówczas wprowadzana jest terapia lekami doustnymi lub iniekcyjnymi: analogami GLP-1 (glucagon-like peptide 1) lub insuliną. Według  aktualnych zaleceń, leczenie niefarmakologiczne rozpoczyna się u osób, u których  rozpoznano stan przedcukrzycowy (FPG, IGT) a w przypadku współistniejącej nadwagi lub otyłości dołącza się metforminę.
Leczenie farmakologiczne DM rozpoczyna się od włączenia metforminy lub metforminy w połączeniu z inhibitorem SGLT-2 lub agonistą GLP-1, jeżeli pacjent ma rozpoznaną miażdżycową chorobę sercowo-naczyniową, niewydolność skurczową serca, przewlekłą niewydolność nerek lub bardzo wysokie ryzyko sercowo-naczyniowe. W momencie niedostatecznego wyrównania metabolicznego lub wystąpienia objawów nietolerancji metforminy możemy włączyć leki z innych grup terapeutycznych, takich jak: gliptyny czyli inhibitory DPP-4 (dipeptidyl peptidase-4), tiazolidynediony czyli agoniści receptora PPAR-γ (peroxisome proliferator-activated receptor gamma), pochodne sulfonylomocznika lub analogi GLP-1 i flozyny jeśli nie były dotychczas stosowane. Gdy cele glikemiczne nie zostają osiągnięte lub istnieją przeciwwskazania do zastosowania powyższch leków możemy włączyć do terapii insulinę. Wybór odpowiedniego leku zależy również od preferencji pacjenta co do drogi podania leku, chęci unikania hipoglikemii, zmniejszenia masy ciała czy też kosztów leczenia [7]. 
W 2018 r. zostało opublikowane wspólne stanowisko Amerykańskiego Towarzystwa Diabetologicznego ADA (American Diabetes Association) oraz Europejskiego Towarzystwa Badań nad Cukrzycą (EASD, European Association for the Study of Diabetes) dotyczące postępowania u chorych z DM [8]. Przedstawiony w nim nowy algorytm terapeutyczny dotyczy zarówno terapii lekami doustnymi jak również terapii iniekcyjnej agonistami receptora GLP-1 i insuliną. Nowe zalecenia powstały w oparciu o wyniki badań bezpieczeństwa sercowo-naczyniowego - CVOT (Cardiovascular Outcome Trials), które dostarczyły istotnych informacji o korzyściach sercowo-naczyniowych niektórych preparatów antyhiperglikemicznych. 
W 2019 r. zaktualizowano dane z kolejnych badań klinicznych, które pozwoliły w wytycznych ADA/EASD, scharakteryzować pacjenta z DM, któremu należy zaproponować wybór odpowiedniego leku [9]. U pacjentów z dużym ryzykiem sercowo-naczyniowym lub z rozpoznaną, miażdzycopochodną chorobą sercowo-naczyniową, niewydolnością serca lub przewlekłą niewydolnością nerek w zależności od dominujących objawów powinno się rozważyć włączenie analogów GLP-1 (liraglutydu, dulaglutydu i semaglutydu) lub flozyn (empagliflozyny, dapagliflozyny i kanagliflozyny). Wymienione leki, poza redukcją glikemii umożliwiają jednoczesne zmniejszenie ryzyka wystąpienia lub progresji powikłań o charakterze makroangiopatii (choroba układu krążenia na podłożu miażdżycy, niewydolność serca) i mikroangiopatii (przewlekła choroba nerek).
Leki z obu nowych grup terapeutycznych według wytycznych ESC (European Society of Cardiology) z 2019 [10] powinny być brane pod uwagę jako leki pierwszego rzutu, niezależnie od wyrównania metabolicznego u pacjentów z DM. 
1.4. Powikłania układu sercowo-naczyniowego w cukrzycy
Wśród przewlekłych powikłań cukrzycy należy wymienić zespoły mikroangiopatii i makroangiopatii cukrzycowej. Powikłania o typie mikroangiopatii pod postacią retinopatii, nefropatii oraz neuropatii pojawiają się częściej w cukrzycy t.1. Zespoły makroangiopatii pod postacią choroby niedokrwiennej serca, udaru mózgu czy miażdżycy tętnic kończyn dolnych występują częściej w DM. Na rozwój przewlekłych powikłań poza hiperglikemią mają wpływ zwłaszcza dobowe wahania glikemii, HA i dyslipidemia [11]. 
Już na początku lat 80. XX wieku wykazano, że u chorych na DM główną przyczyną śmierci były choroby układu sercowo-naczyniowego, odpowiedzialne za 50-75% wszystkich zgonów a ryzyko zgonu było 4-5-krotnie większe niż w populacji ogólnej [12]. Obecność cukrzycy i choroby wieńcowej 2-3 razy zwiększa ryzyko zgonu u mężczyzn i 3-5 razy u kobiet [13].
W latach 90. pojawił się pogląd, że rozpoznanie DM u pacjentów, u których nie wystąpił zawał serca, powoduje takie samo ryzyko wystąpienia epizodu sercowo-naczyniowego jak u pacjentów po zawale mięśnia sercowego [12]. W wieku XXI nadal pacjenci z rozpoznaną DM są 2-3-krotnie bardziej narażeni na epizod sercowo-naczyniowy niż pacjenci bez DM [14]. Choroby sercowo-naczyniowe - CVD znacznie częściej współistnieją z cukrzycą typu 2 – 41% niż z cukrzycą typu 1 – 16% [2]. W Polsce u ponad 40% pacjentów z cukrzycą t.2 współistnieje choroba sercowo-naczyniowa [15]. Zgony z powodu powikłań cukrzycy dotyczą nawet 46% pacjentów poniżej 60 rż. [6]. Współzależność cukrzycy i chorób sercowo-naczyniowych jako wzajemnych czynników ryzyka sugeruje wspólne podłoże występowania zmian organicznych.

1.5. Patofizjologia zmian miażdżycowych w cukrzycy
Patofizjologia powstawania zmian miażdżycowych w naczyniach krwionośnych jest złożona. W procesie tym uczestniczy zespół czynników metabolicznych, elementy morfotyczne krwi oraz komórki wewnętrznej ściany naczynia. Coraz większą rolę przypisuje się przewlekłemu stanowi zapalnemu, który występuje we wszystkich powikłaniach miażdżycy.
Istnieje kilka mechanizmów, poprzez które przewlekła i ostra hiperglikemia może wpływać na ryzyko sercowo-naczyniowe. We wczesnej fazie cukrzycy występuje dysfunkcja śródbłonka, o czym świadczą zmiany napięcia naczyniowego. Badania wykazały, że reakcja rozszerzająca naczynia krwionośne na bodźce u pacjentów z cukrzycą jest zmniejszona, a hiperglikemia wywołuje wzrost ciśnienia krwi [16]. Dysfunkcja śródbłonka obserwowana u pacjentów z cukrzycą jest prawdopodobnie spowodowana stresem oksydacyjnym wywołanym zmniejszoną biodostępnością tlenku azotu (NO) [17].
Dyslipidemia to kolejny możliwy mechanizm powstawania zmian miażdżycowych, gdyż u chorych na cukrzycę często stwierdza się podwyższone stężenia trójglicerydów - TG (triacylglycerols) i cholesterolu LDL (LDL-cholesterol), które dodatnio korelują z hiperglikemią poposiłkową [18]. 
Hiperglikemia poposiłkowa wywołuje również stres oksydacyjny i powstawanie reaktywnych form tlenu (wolne rodniki). Nadmiar wolnych rodników narusza integralność komórek i tkanek, zwiększa przepuszczalność śródbłonka, prowadzi do oksydacji lipidów, glukozy, fragmentacji białek, unieczynnienia niektórych enzymów oraz zaburzenia cyklu życiowego komórek. Hiperglikemii poposiłkowej towarzyszy także wzrost ilości wolnych kwasów tłuszczowych oraz trójglicerydów (czynniki sprzyjające rozwojowi miażdżycy), aktywacja kinazy białkowej C – enzymu biorącemu  udział w aktywacji procesów transkrypcyjnych (czyli procesów regulujących syntezę białek w komórce) wywołujących trwałe zmiany w komórkach. Jednocześnie dochodzi do aktywacji układu krzepnięcia, czego następstwem jest zwiększona skłonność do powstawania zakrzepów w naczyniach – kolejny ważny czynnik ryzyka powstawania blaszek miażdżycowych. 
Wymienione procesy wywołują uszkodzenia śródbłonka prowadząc do powstania blaszek miażdżycowych i zwężenia światła naczynia. Ich następstwem są zaburzenia przepływu, prowadzące do rozwoju powikłań mikro- i makronaczyniowych w cukrzycy [17].
1.6. Genetyka cukrzycy typu 2
Podłoże genetyczne DM jest nadal przedmiotem badań naukowych. W badaniach populacyjnych wykazano, że chorobowość u potomstwa obojga rodziców chorujących na cukrzycę wynosi od 25,2 do 26,5%, natomiast, jeśli rodzice nie chorowali na cukrzycę tylko 6,1 do 10,4%. Jeżeli jedno z pary bliźniąt jednojajowych ma cukrzycę, ryzyko, że drugie z bliźniąt również rozwinie cukrzycę w ciągu życia wynosi ponad 90%, podczas gdy dla bliźniąt dwujajowych wynosi ono 25-50%. DM z insulinoopornością i dysfunkcją komórki beta prawdopodobnie dziedziczy się w sposób wielogenowy, gdzie przekazywany jest niekorzystny układ alleli w kilkunastu a być może kilkudziesięciu genach. Zgodnie z aktualnym stanem wiedzy istnieje kilkadziesiąt genów, które przyczyniają się do zwiększenia ryzyka zachorowania na cukrzycę typu 2. Przykładowo, allel TCF7L2 zwiększa ryzyko zachorowania na DM nawet o 50%, stanowiąc największy czynnik ryzyka z powszechnych wariantów genetycznych. Jednak wszystkie te geny łącznie odpowiedzialne są jedynie za 10% komponenty dziedzicznej choroby. Większość genów łączonych z cukrzycą jest związanych z działaniem komórek beta trzustki [19]. 
Cukrzyca monogenowa
Do cukrzyc monogenowych wywołanych mutacją pojedynczego genu należą: cukrzyca MODY (Maturity Onset Diabetes of the Young), cukrzyca mitochondrialna (cukrzyca dziedziczona w linii matczynej) oraz cukrzyca noworodkowa [20]. 
Najczęściej występującą cukrzycą monogenową jest cukrzyca typu MODY, która występuje w kolejnych pokoleniach i dziedziczy się w sposób autosomalnie dominujący. Ze względu na rodzaj mutacji wyróżnia się ok. 11 podtypów choroby. Najczęściej występującym podtypem jest cukrzyca MODY 2 (mutacja genu dla glukokinazy). Podejrzenie cukrzycy typu MODY należy wysunąć, gdy u osób szczupłych, w młodym wieku (2-3 dekada) pojawia się cukrzyca o łagodnym przebiegu, zbliżonym do cukrzycy typu 2, jednak bez towarzyszącej insulinooporności i hyperinsulinemii. Częsta dla cukrzycy typu MODY jest obecność pozatrzustkowych manifestacji choroby: wady rozwojowe układu moczowo-płciowego, agenezja i torbielowatość nerek, agenezja trzustki. Ostateczne rozpoznanie stawia się na podstawie badania genetycznego. Diagnostyka genetyczna pomaga wybrać właściwy sposób leczenia oraz ustala rokowanie dla pacjenta i jego rodziny [1,21].
1.7. Genetyka chorób układu krążenia
Genetyczne uwarunkowania chorób układu krążenia badane są od dawna. z piśmiennictwa wynika, że na patogenezę choroby niedokrwiennej serca, jej występowanie zwłaszcza w młodszym wieku czy stopień nasilenia, może mieć wpływ wiele genów [22]. Poznano wiele mutacji genów odpowiadających za zaburzenia metabolizmu lipidów: geny apolipoproteiny B [23,24], apolipoproteiny E [25,26], geny lipazy lipoproteinowej [27,28,29], gen białka transportującego estry cholesterolu. Inne geny odpowiadają za: aktywność konwertazy angiotensyny- gen kodujący konwertazę angiotensyny[30], wrażliwość tkanek na angiotensynę II -gen receptora angiotensyny typu 1 [31], zwiększone stężenie czynników prozapalnych - gen interleukiny 6 [32], interleukiny 1β, transformującego czynnika wzrostu beta [33] czy też zaburzenia procesu krzepnięcia i fibrynolizy - geny glikoprotein, czynników krzepnięcia czy fibrynogenu [34]. Mutacje te mogą być związane ze zróżnicowanym stopniem ryzyka rozwoju choroby niedokrwiennej serca [35,36]. W ostatnich latach zwrócono szczególną uwagę na mutacje z sekwencji niekodujących w obszarze 9p21.3 (ramię krótkie chromosomu 9). Nieprawidłowości genetyczne w tym obszarze wiążą się ze zwiększoną częstością występowania nie tylko choroby wieńcowej ale także udaru mózgu, tętniaków naczyniowych oraz wielu innych nieprawidłowości [37,38,39].
1.8. Wpływ mutacji genu AMPD1 na przebieg chorób układu krążenia.
Gen deaminazy 1 monofosforanu adenozyny - AMPD1 (adenosine monophosphate deaminase 1) zlokalizowany na chromosomie 1 (p13) koduje specyficzną dla mięśni formę enzymu deaminazy adenylanowej - AMP (adenosine monophosphate) [40]. Deaminaza AMP katalizuje deaminację AMP do monofosforanu inozyny- IMP (inosine monophosphate) w mięśniach. Mutacje w genie AMPD1 występują u około 20% populacji kaukaskiej; często stwierdzane są u pacjentów cierpiących na miopatię wywołaną wysiłkiem  [41]. Mutacje genu AMPD1, prowadząc do zmniejszenia aktywności deaminazy AMP, powodują kumulację AMP w komórkach mięśni szkieletowych, co może wpływać na aktywność wielu enzymów, np. prowadzić do aktywacji kinazy białkowej aktywowanej  przez AMP (AMP- activated protein kinase AMPK).
AMPK służy jako czujnik energii komórkowej, którego działanie ma na celu utrzymanie właściwego stężenia ATP w komórce poprzez fosforylację enzymów regulujących metabolizm oraz przez regulację ekspresji odpowiednich genów [42]. AMPK stymuluje wychwyt glukozy w mięśniach poprzez zwiększenie ekspresji i translokację transportera glukozy GLUT4 (glucose transporter), stymuluje utlenianie kwasów tłuszczowych w mięśniach i wątrobie, hamuje wytwarzanie glukozy w  wątrobie oraz hamuje lipolizę i syntezę lipidów. Dyskutowana jest rola AMPK jako potencjalnego mediatora dla leków uwrażliwiających na insulinę tkanki od niej zależne [43,44].
Obecność dysfunkcyjnego allela AMPD1 może prowadzić do wzrostu tkankowego stężenia adenozyny, co mogłoby wyjaśnić potencjalnie kardioprotekcyjne działanie mutacji C34T podczas zdarzeń niedokrwiennych [45].
Pierwsze wzmianki dotyczące badań nad mutacją genu AMPD1 u chorych z niewydolnością serca - HF (heart failure), pojawiły się w 1999 r., kiedy Loh i wsp. wykazali, że pacjenci z HF, nosiciele genotypu 34CT mieli istotnie dłuższy okres czasu od pojawienia się pierwszych objawów HF, do czasu skierowania ich na przeszczep serca, w porównaniu z nosicielami genotypu 34CC [46]. Podobne wyniki uzyskali Yazaki i wsp. Autorzy badali pacjentów z LVEF< 40% i wykazali, że w podgrupie z chorobą niedokrwienną, allel 34T genu AMPD1 był niezależnym predyktorem dłuższego przeżycia pacjentów bez transplantacji serca [47]. 
Kolejne badania dotyczyły pacjentów z chorobą wieńcową - CAD (coronary artery disease) potwierdzoną koronarograficznie. Anderson i wsp. u pacjentów z CAD, nosicieli mutacji C34T w porównaniu z nosicielami wild type, wykazali istotną poprawę przeżywalności sercowo-naczyniowej [48].
Jednak kolejne badania nie potwierdziły korzystnego wpływu mutacji C34T genu AMPD1 na przeżywalność lub występowanie zdarzeń niepożądanych u pacjentów z CAD i HF. Andreassi i wsp. badali pacjentów z CAD z oznaczonym genotypem  C34T AMPD1 po rewaskularyzacji naczyń wieńcowych (n = 161). Po upływie okresu follow-up  (7,0 ± 0,3 miesiące) autorzy analizowali zdarzenia niepożądane oraz osoczowe stężenie adenozyny. U pacjentów z CAD AMPD1(-) w porównaniu do pacjentów CAD AMPD1 (+) czyli nosicieli genotypu WT, autorzy stwierdzili podobny odsetek zdarzeń niepożądanych oraz osoczowego stężenia adenozyny [49]. 
Z kolei Collins i wsp. badali dwie grupy pacjentów z oznaczonym genotypem  C34T AMPD1: jedną po przebytym zawale mięśnia sercowego, drugą z HF. Po upływie okresu follow up 5,4 lat oraz 3,1 lat, odpowiednio dla pierwszej oraz drugiej grupy, autorzy przeanalizowali ryzyko śmiertelności i wykazali, że pacjenci z genotypem (CT+TT) po przebytym zawale mięśnia sercowego mieli istotnie większe ryzyko zgonu [50].
W 2017 roku ukazała się metaanaliza 8 prac klinicznych opisujących związek polimorfizmu C34T genu AMPD1 z chorobami układu sercowo-naczyniowego [51]. Feng i wsp. wykazali, że pacjenci z CAD z genotypem (CT+TT) AMPD1 mieli podwyższoną frakcję wyrzutową lewej komory - LVEF (left ventricular ejection fraction), mniejszy wymiar tylno-rozkurczowy lewej komory - LVEDD (left ventricular end-diastolic dimension ) oraz niższe ciśnienie skurczowe - SBP (systolic blood pressure) w porównaniu z nosicielami genotypu CC.  Autorzy u chorych z HF nie wykazali związku genotypu (CT+TT) AMPD1 z przeżywalnością całkowitą i przeżywalnością z powodu chorób serca. 
Kolejne badania, zapoczątkowane przez Safranow i wsp., dotyczyły związku mutacji C34T oraz A860T genu AMPD1 z elementami zespołu metabolicznego u chorych z CAD oraz HF. Safranow i wsp. w 2009 r. badając pacjentów z CAD (n=97) oraz z HF (n=104) wykazali, że mutacja C34T genu AMPD1 była związana z rzadszym występowaniem otyłości u pacjentów z CAD oraz rzadszym występowaniem hiperglikemii i cukrzycy u pacjentów obu badanych grup, CAD i HF [52]. W kolejnym badaniu wykazali, że mutacja A860T genu AMPD1 ma odmienny efekt metaboliczny w porównaniu z polimorfizmem C34T [53].
Wyniki większości wcześniejszych badań dotyczyły potencjalnego związku mutacji C34T z cechami klinicznymi, w podgrupach chorych z CAD i/ lub HF [46, 47, 48, 49, 50] a tylko nieliczne badania zapoczątkowane przez Safranow i wsp. [52, 53] dotyczyły związku mutacji C34T oraz A860T genu AMPD1 z  elementami zespołu metabolicznego w analogicznych podgrupach chorych. 
2. CELE PRACY


1. Ocena częstości występowania mutacji C34T i A860T genu AMPD1 u pacjentów z chorobą wieńcową z towarzyszącą cukrzycą typu 2. 
2. Analiza zależności genotyp-fenotyp obejmująca mutacje C34T i A860T genu AMPD1 oraz cechy kliniczne z uwzględnieniem elementów zespołu metabolicznego oraz parametrów biochemicznych krwi u pacjentów z chorobą wieńcową i cukrzycą typu 2.
3. MATERIAŁY I METODY
3.1. Materiał
Charakterystyka badanych grup pacjentów.
Do grupy badanej zakwalifikowano 196 dorosłych pacjentów (54 kobiety i 142 mężczyzn) z DM i CAD, w wieku od 40-70 lat, rozpoczynających leczenie w Poradni Diabetologicznej SPSK Nr 2 PUM w Szczecinie. Kryterium włączenia pacjenta do grupy badanej była obecność DM oraz CAD potwierdzonej koronarograficznie.

Grupę kontrolną stanowiło 200 noworodków (w tym 96 chłopców) urodzonych w Katedrze Położnictwa, Ginekologii i Neonatologii PAM w Szczecinie w latach 2004-2005 jako populacyjna grupa kontrolna dla badań genetycznych. Grupa kontrolna była analizowana wcześniej w publikacji autorów: Safranow i wsp. [52]. 

Kolejną grupę kontrolną stanowiło 136 pacjentów (27 kobiet i 109 mężczyzn) z chorobą wieńcową bez cukrzycy, z oznaczonymi genotypami C34T oraz A860T genu AMPD1. Do grupy tej zakwalifikowano osoby spośród 167 pacjentów grupy badanej przedstawionej w publikacji Safranow i wsp., po usunięciu 31 pacjentów (19%) z cukrzycą typu 2 [52]. 

Wizyty kontrolne w Poradni Diabetologicznej SPSK Nr 2 PUM w Szczecinie, pacjentów z DM leczonych insuliną odbywały się co 2 miesiące a pacjentów leczonych lekami doustnymi co 3 miesiące. 

Dane dotyczące badania podmiotowego i  przedmiotowego pochodziły z  dostępnej dokumentacji medycznej: historii chorób Poradni Diabetologicznej SPSK Nr 2 PUM w Szczecinie oraz kart informacyjnych leczenia szpitalnego dostarczonych przez pacjentów.

Podczas pierwszej wizyty w Poradni Diabetologicznej SPSK Nr 2 PUM w Szczecinie wykonywano podmiotowe i przedmiotowe badanie lekarskie wraz z oceną parametrów antropometrycznych (masa ciała, wzrost, obwody w talii i biodrach), które posłużyły do obliczenia wskaźnika masy ciała - BMI (body mass index) oraz stosunku talia/biodra - WHR (waist to hip ratio). Pomiar ciśnienia tętniczego metodą RR wykonywano trzykrotnie po 10 min odpoczynku. Od każdego pacjenta z grupy badanej podczas tej wizyty w warunkach na czczo pobierano krew żylną w ilości 10 ml dla oznaczenia stężeń: glukozy, HbA1C, mocznika, kreatyniny, cholesterolu całkowitego, cholesterolu LDL, cholesterolu HDL, triacylogliceroli oraz na badanie genetyczne. 

W grupach kontrolnych nie pobierano materiału biologicznego do obecnego badania, wykorzystano bazę danych z wcześniej oznaczonymi parametrami pacjentów [52, 53].

3.2. Metodyka

3.2.1. Metodyka badań genetycznych

Badania genetyczne wykonano w Zakładzie Biochemii Klinicznej i Molekularnej PUM w Szczecinie.

Krew do badań genetycznych pobierano pacjentowi z żyły (ok. 4 ml krwi) do jednorazowej, standardowej strzykawko-probówki „próżniowej” przeznaczonej do tego celu z antykoagulantem EDTA. Następnie zawartość probówki ostrożnie, ale bardzo dokładnie mieszano przez 5-8 krotne odwrócenie probówki. Osoba pobierająca krew do badania dokonywała właściwego oznakowania probówki umieszczając następujące dane: nazwisko, imię i wiek pacjenta (drukowane, czytelne litery), datę pobrania krwi, oraz kolejny numer próbki. Próbki krwi do czasu izolacji DNA przechowywano w zamrażarce (temp. - 200 C).

Wybrane do badań mutacje C34T (rs17602729) oraz A860T (rs34526199) genu AMPD1 były identyfikowane metodą minisekwencjonowania (PCR-SBE).

Primery wykorzystane w PCR-SBE zostały zaprojektowane przy użyciu programu PrimerSelect na podstawie sekwencji NG_008012 (Homo sapiens adenosine monophosphate deaminase 1 (AMPD1), RefSeqGene on chromosome 1) pochodzącej z internetowej bazy NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).
Sekwencje primerów do identyfikacji mutacji C34T AMPD1:

· PCR primer forward:  5'-GGA AGG CTG AGC TGA AAT AAC A-3' 

· PCR primer reverse:  5'-TGA CAA ATG GCA GCA AAA GTA A-3' 
· SNaPshot primer: 5'-GAC TGA CTG ACT GAC TTA CTT CAT ACA GCT GAA GAG     AAA-3' 
Sekwencje primerów do identyfikacji mutacji A860T AMPD1:

· PCR primer forward: 5’- TCT TGA ATG CCT GAA ACT T – 3’

· PCR primer reverse: 5’- ATG GGG AAA ACG ATA GAA  - 3’

· SNaPshot primer: 5’- GAC TGA CTG ACT GAC TGA CTG GAC GAG TTA AAG GAG CTG a – 3’

Skład mieszaniny reakcyjnej PCR (vol = 20 μl):

· 2 μl DNA (80ng)

· 10 μl 2x PCR Master Mix (Thermo Scientific Fermentas)

· 0,2 μl PCR primer forward [20 pmol/μl] 

· 0,2 μl PCR primer reverse [20 pmol/μl]

· 7,6 μl H2O 
Profil temperaturowo-czasowy PCR przeprowadzonego w aparacie Mastercycler Pro S (Eppendorf):

Polimorfizm C34T AMPD1
• początkowa denaturacja: 94˚C - 5 min.

• 38 cykli: denaturacja 94˚C – 20 s; annealing 62,5˚ C – 40 s, elongacja 72˚C – 40 s

• końcowa elongacja: 72˚C – 10 min
Polimorfizm A860T AMPD1
• początkowa denaturacja: 94˚C - 5 min.

• 38 cykli: denaturacja 94˚C – 20 s; annealing 52˚C – 40 s, elongacja 72˚C – 40 s

• końcowa elongacja: 72˚C – 10 min

Jakość produktów PCR sprawdzono poprzez rozdział elektroforetyczny. W tym celu przygotowano 2% żel agarozowy z dodatkiem 4 μl barwnika Midori Green DNA Stain (Nippon). Do każdej z analizowanych próbek (10 μl) dodano 2 μl obciążnika Loading Buffer (Applied Biosystems). Rozdział prowadzono w buforze TBE pod napięciem 75 V przez ok. 60 min. Jako markera długości użyto pUC19 DNA/MspI (HpaII) Marker, 23 (Thermo Scientific).
Następnie produkty PCR (10 μl) poddano oczyszczaniu podczas inkubacji (37˚C/15 min a potem 85˚C/15 min) z dwoma enzymami: 1 μl Exonuclease i [20U/μl] i 2 μl FastAP™ Thermosensitive Alkaline Phosphatase [1U/μl] (Thermo Scientific Fermentas). Tak przygotowane produkty PCR poddano reakcji minisekwencjonowania, do której wykorzystano odczynniki z zestawu ABI PRISM SNaPshot Multiplex Kit (Applied Biosystems).

Skład mieszaniny reakcyjnej minisekwencjonowania (vol = 5μl):
· SnaPshot Multiplex Ready Reaction Mix – 2,5μl

· SNaPshot primer [0,2pmpl/μl] – 0,5μl

· H20 – 1,0μl

· Produkt PCR – 1,0μl

 Profil temperaturowo–czasowy reakcji minisekwencjonowania: 96˚C – 10 s, 50˚C – 5 s, 60˚C – 30 s (25 cykli). Reakcję przeprowadzono w aparacie Mastercycler Pro S (Eppendorf). Następnie produkty reakcji poddane zostały oczyszczaniu podczas inkubacji (37˚C – 60 min, 75˚C – 15 min) z wykorzystaniem enzymu Fast AP Thermosensitive Alkaline Phoshatase [0,5 U] (Thermo Scientific Fermentas). Do 0,5 μl przygotowanych w powyższy sposób próbek dodano 10 μl dejonizowanego formamidu i 0,15 μl standardu wielkości GeneScan-120 LIZ (Applied Biosystems). Rozdziału produktów PCR-SBE dokonano metodą elektroforezy kapilarnej z zastosowaniem automatycznego sekwenatora 3130 Genetic Analyzer ABI PRISM®. Wyniki genotypowania odczytano na podstawie chromatogramów (ryc.1-5) otrzymanych przy pomocy oprogramowania GeneMapper v4.1 (Applied Biosystems).
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Ryc. 1 Chromatogram SNaPshot - homozygota CC (polimorfizm C34T genu AMPD1)
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Ryc. 2 Chromatogram SNaPshot - heterozygota CT (polimorfizm C34T genu AMPD1)
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Ryc. 3 Chromatogram SNaPshot - homozygota TT (polimorfizm C34T genu AMPD1)
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Ryc. 4 Chromatogram SNaPshot - homozygota AA (polimorfizm A860T genu AMPD1)
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Ryc. 5 Chromatogram SNaPshot - heterozygota AT (polimorfizm A860T genu AMPD1)

3.2.2. Metodyka badań biochemicznych


Badania biochemiczne wykonano w  Zakładzie Diagnostyki Laboratoryjnej SPSK Nr 2 PUM w  Szczecinie. Próbki krwi żylnej pobrane od każdego pacjenta grupy badanej CAD(+)DM(+) w warunkach na czczo były badane w celu oceny stężeń: glukozy, HbA1C, kreatyniny oraz lipidów. Stężenie glukozy badano metodą enzymatyczno-amperometryczną (Cobas GLUC 800: 04404483190 with a Super GL system, Diagnostic Systems, Germany). Stężenie HbA1C  mierzono w próbkach krwi z K3EDTA używając metody immunoturbidimetrycznej (Cobas, HbA1C 150: 20753521322). Pomiarów surowiczych stężeń kreatyniny oraz lipidów dokonano przy użyciu  Bio-Autoanalizatora Cobas Integra 800 (Roche).

3.3. Analiza statystyczna

Zmienne mierzalne w większości wykazywały rozkłady istotnie odbiegające od rozkładu normalnego (test Shapiro-Wilka, p<0,05), dlatego ich wartości porównywano między grupami nieparametrycznym testem U Manna-Whitneya. Wartości zmiennych nominalnych, w tym częstości genotypów i alleli, porównywano między grupami testem chi-kwadrat lub (dla tabel 2x2) dokładnym dwustronnym testem Fishera. Zgodność rozkładu genotypów z prawem równowagi Hardy-Weinberga (HWE) analizowano testem dokładnym. Jako próg istotności statystycznej przyjęto p<0,05. Obliczenia statystyczne wykonano przy pomocy programu Statistica 13.
3.4. Zgoda komisji bioetycznej
Każda z  badanych osób przed przystąpieniem do badania uzyskała wszechstronną informację od lekarza na temat celu i przebiegu badania oraz wyraziła pisemną zgodę na udział w nim, na przygotowanym do tego celu ”Formularzu pisemnej zgody”. Badanie wykonano za zgodą Komisji Bioetycznej Pomorskiego Uniwersytetu Medycznego w Szczecinie (KB-0012/44/13).


4. WYNIKI

W tabeli 1. przedstawiono porównanie parametrów klinicznych i biochemicznych grupy badanej CAD(+)DM(+) z grupą kontrolną CAD(+)DM(-). 
Pacjenci grupy badanej CAD(+)DM(+) w porównaniu z grupą kontrolną CAD(+)DM(-) byli starsi, mieli wyższe BMI, większy odsetek BMI > 30kg/m2, wyższą wartość WHR, dłuższy czas trwania HA, wyższe FPG, wyższe wartości eGFR, niższe stężenie kreatyniny, niższe stężenie cholesterolu całkowitego oraz Chol HDL, wyższe stężenie TG. Pacjenci grupy badanej z powodu HA byli częściej leczeni lekami z grupy ARB, CCB oraz diuretykami, rzadziej BB. 
Pacjenci z grupy badanej CAD(+)DM(+) z powodu DM byli leczeni metforminą (70,9%), pochodnymi SM (23,0%) i/lub insuliną (40,3%).

Tabela 1. Porównanie parametrów klinicznych i biochemicznych grupy badanej CAD(+)DM(+) i grupy kontrolnej CAD(+)DM(-)

	Parametry
	Grupa badana CAD(+)DM(+)

n=196
	Grupa kontrolna CAD(+)DM(-)

n=136
	p

	Wiek (lata)
	66,1±7,7
	59,0±8,7
	<0,001

	Płeć (% mężczyzn)
	72
	80
	0,12

	Wzrost (cm)
	166,6±9,0
	170,0,52±8,1
	0,013

	Masa ciała (kg)
	86,02±14,2
	79,1±13,3
	<0,001

	BMI (kg/m2)
	30,9±4,1
	27,5±3,8
	<0,001

	BMI > 30 kg/m2 (%)
	58,2
	25,0
	<0,001

	Talia (cm)
	104,3±10,8
	94,7±10,8
	<0,001

	WHR
	0,99±0,1
	0,95±0,1
	<0,001

	SBP (mmHg)
	137,6±18,1
	134,9±20,5
	0,063

	DBP (mmHg)
	80,4±11,3
	82,9±11,3
	0,069

	Czas trwania HA (lata)
	13,3±10,2
	10,7±9,1
	<0,04

	Liczba papierosów/dobę wcześniej
	19,8±16,0
	20,0±16,5
	0,96

	Liczba papierosów/dobę aktualnie
	1,8±4,9
	1,0±3,1
	0,42

	Glukoza (mg/dL)
	144,6±50,2
	104,9±14,1
	<0,001

	HbA1c (%)
	6,9±1,3
	n/a
	-

	Kreatynina (mg/dL)
	1,06±0,6
	1,09±0,2
	<0,001

	eGFR CKD EPI (ml/min/1,73m2)
	75,8±20,7
	72,1±13,2
	<0,001

	Chol mg/dL
	184,6±59,8
	190,7±37,4
	<0,001

	Chol HDL mg/dL
	44,5±10,6
	54,4±15,5
	<0,001

	Chol LDL mg/dL
	108,1±48,6
	102,3±28,8
	0,84

	TG  mg/dL 
	171,9±119,1
	122,0±84,5
	<0,001

	Czas trwania DM (lata)
	10,4±8,9
	n/a
	-

	ACE-I (%)
	76,9
	72,1
	0,37

	ARB (%)
	16,9
	0,7
	<0,001

	BB (%)
	84,6
	92,7
	0,039

	CCB (%)
	29,7
	10,3
	<0,001

	Diuretyki (%)
	50,3
	27,9
	<0,0001

	Statyny (%)
	87,2
	91,9
	0,21

	Fibraty (%)
	10,8
	4,4
	0,042

	Salicylany (%)
	93,9
	92,7
	0,66


Pacjentów grupy badanej CAD(+)DM(+) w porównaniu z grupą kontrolną CAD(+)DM(‑) charakteryzował krótszy czas trwania CAD, mniejsza liczba OZW, rzadsze występowanie niewydolności serca oraz istotnie częstsze występowanie wielonaczyniowej postaci CAD. Pacjenci grupy badanej CAD(+)DM(+) mieli częściej (na granicy istotności) wykonywaną rewaskularyzację tętnic szyjnych i tętnic kończyn dolnych (Tabela 2.). 
Tabela 2.  Charakterystyka CAD u pacjentów grupy badanej CAD(+)DM(+) oraz grupy kontrolnej CAD(+)DM(-) 
	Parametry
	Grupa badana CAD(+) DM(+)

n=196
	Grupa kontrolna CAD(+ )DM(-)

n=136
	p

	Czas trwania CAD (lata)


	5,1±6,3
	7,6±7,1
	<0,001

	Liczba OZW


	0,56±0,61
	0,99±0,77
	<0,001

	CAD wielonaczyniowa (%)


	97,9
	68,4
	<0,001

	NYHA


	0,27±0,68
	0,79±1,10
	<0,001

	HF (%)


	13,8
	41,9
	<0,001

	Rewaskularyzacja tętnic szyjnych (%)


	6,6
	2,2
	0,072

	Rewaskularyzacja tętnic kończyn dolnych  (%)
	4,6
	0,7
	0,052


Częstości genotypów i alleli polimorfizmu C34T AMPD1 w grupie badanej CAD(+)DM(+) oraz w grupach kontrolnych, CAD(+)DM(-) i noworodków przedstawione w Tabeli 3. nie różniły się istotnie między analizowanymi grupami.
Tabela 3. Częstość genotypów i alleli polimorfizmu C34T AMPD1 w grupie badanej CAD(+)DM(+) oraz w grupach kontrolnych: CAD(+)DM(-) i noworodków 

	Grupy
	n
	Genotypy
	Allele
	HWE p

	
	
	CC
	CT
	TT
	C
	T
	

	CAD (+)DM(+)
	196
	141 (71,9%)
	48 (24,5%)
	7 (3,6%)
	84,2%
	15,8%
	NS

	CAD(+)DM(-)


	136
	90 (66,2%)
	39 (28,7%)
	7 (5,1%)
	80,5%
	19,5%
	NS

	Noworodki
	200
	141 (70.5 %)
	56 (28.0%)
	3 (1,5%)
	84,5%
	15,5%
	NS

	Test chi- kwadrat
	p=0,33
	p=0,34
	


Częstości genotypów i alleli polimorfizmu A860T genu AMPD1 w grupie badanej CAD(+)DM(+) oraz grupach kontrolnych CAD(+)DM(-) i noworodków przedstawiono w Tabeli 4. Częstość genotypu AT oraz allela T nie różniła się istotnie pomiędzy grupą badaną CAD(+)DM(+) a grupą kontrolną noworodków, ale w obu tych grupach była istotnie wyższa niż w grupie kontrolnej CAD(+)DM(-).

Tabela 4. Częstość genotypów i alleli polimorfizmu A860T genu AMPD1 w grupie badanej CAD(+)DM(+) oraz grupach kontrolnych: CAD(+)DM(-) i noworodków 

	Grupy
	n
	Genotypy
	Allele
	HWE p

	
	
	AA
	AT
	A
	T
	

	CAD(+)DM(+)
	196
	179 (91,3%)
	17 (8,7%)


	95,7%
	4,3%
	1,0

	CAD(+)DM(-)


	136
	134 (98,5%)
	2(1,5%)
	99,3%
	0,7%
	1,0

	Noworodki
	200
	183 (91,5%)
	17 (8,5%)
	95,75%
	4,25%
	1,0

	Test chi-kwadrat
	P = 0.0171
	P = 0.0202
	


1 p=1,0 dla CAD(+)DM(+) vs noworodki, p=0,0066 dla CAD(+)DM(+) vs CAD(+)DM(-), p=0,0067 dla CAD(+)DM(-) vs noworodki
2 p=0,95 dla CAD(+)DM(+) vs noworodki, p=0,0062 dla CAD(+)DM(+) vs CAD(+)DM(-), p=0,0070 dla CAD(+)DM(-) vs noworodki

W Tabeli 5. przedstawiono parametry antropometryczne i biochemiczne pacjentów z grupy badanej CAD(+)DM(+) podzielonych wg genotypu polimorfizmu C34T AMPD1.  W grupie badanej nosiciele allela T (CT+TT) w stosunku do homozygot CC mieli: istotnie wyższe stężenie cholesterolu całkowitego, cholesterolu LDL, istotnie dłuższy czas trwania CAD oraz wcześniejszy wiek wystąpienia objawów CAD. Pozostałe parametry antropometryczne i biochemiczne nie wykazywały istotnego związku z genotypem C34T AMPD1. 
Tabela 5. Porównanie parametrów klinicznych i biochemicznych grupy badanej CAD(+)DM(+) w zależności od genotypu C34T AMPD1
	Genotyp C34T AMPD1

	Parametry
	CC

n=141
	CT+TT

n=48+7
	p

	Wiek (lata)
	66,3 ± 7,8
	65,5±7,5
	0,45

	Wzrost (cm)
	166,5±9,2
	167,1±8,3
	0,93

	Masa ciała (kg)
	85,4±14,1
	87,7±14,6
	0,48

	BMI ( kg/m2)
	30,7±3,9
	31,4±4,5
	0,45

	Talia (cm)
	104,2±10,5
	104,5±11,8
	0,96

	Biodra (cm)
	104,7±8,00
	106,9±8,2
	0,099

	WHR
	0,99±0,1
	0,98±0,1
	0,14

	SBP (mmHg)
	137,1±17,5
	139,1±19,8
	0,69

	DBP (mmHg)
	79,2±10,8
	83,5±11,9
	0,059

	Czas HA (lata)
	13,6±10,0
	12,5± 10,7
	0,31

	Liczba OZW
	0,56±0,59
	0,56±0,66
	0,85

	NYHA
	0,29±0,71
	0,20±0,59
	0,45

	Liczba papierosów/
dobę wcześniej
	19,4±16,2
	20,6±15,5
	0,59

	Liczba papierosów
/dobę aktualnie
	1,4±4,2
	2,7±6,2
	0,20

	Glukoza (mg/dL)
	144,6±48,3
	144,4±55,3
	0,65

	HbA1c (%)
	7,0±1,3
	6,9±1,4
	0,40

	Kreatynina (mg/dL)
	1,1±0,6
	1,0±0,8
	0,47

	eGFR CKD EPI (ml/min/1,73m2)
	74,8±21,1
	78,4±19,7
	0,26

	Chol mg/dL
	180,1±63,0
	196,3±49,6
	0,021

	Chol HDL mg/dL
	43,5±10,3
	47,1±11,5
	0,14

	Chol LDL mg/dL
	104,0±50,8
	118,6±41,6
	0,036

	TG mg/dL 
	169,9±126,5
	176,9±99,9
	0,44

	Czas trwania DM (lata)
	10,3±8,9
	10,6±8,7
	0,84

	Wiek DM (lata)
	56,0±11,8
	54,9±10,4
	0,72

	Czas trwania CAD (lata)
	4,5±5,7
	6,58±7,38
	0,046

	Wiek rozpoznania CAD (lata)
	61,89±9,17
	58,9±9,5
	0,049

	Dawka insuliny (j/dobę)
	19,0±27,6
	15,0±23,7
	0,36


Parametry antropometryczne i biochemiczne u pacjentów z grupy badanej podzielonych wg genotypu polimorfizmu A860T AMPD1 przedstawiono w Tabeli 6. w grupie badanej CAD(+)DM(+) heterozygoty AT w stosunku do homozygot AA były istotnie starsze a objawy CAD występowały u nich w starszym wieku. 
W grupie badanej CAD(+)DM(+) nie wykazano istotnych związków pozostałych parametrów antropometrycznych i biochemicznych z genotypem A860T AMPD1.

Tabela 6. Porównanie parametrów klinicznych i biochemicznych grupy badanej CAD(+)DM(+)  w zależności od genotypu A860T AMPD1
	Genotyp A860T AMPD1 

	Parametry
	AA

n=179
	AT

n=17
	p

	Wiek (lata)
	65,7±7,7
	70,0±6,6
	0,03

	Wzrost (cm)
	167,0±8,8
	162,4±10,4
	0,071

	Masa ciała (kg)
	86,2±14,0
	84,3±16,9
	0,59

	BMI ( kg/m2)
	30,8±4,0
	31,9±5,4
	0,37

	Talia (cm)
	104,2±10,6
	105,2±13,0
	0,68

	Biodra (cm)
	105,3±8,0
	106,±9,0
	0,99

	WHR
	0,99±0,08
	0,99±0,09
	0,85

	SBP (mmHg)
	137,8±18,2
	135,3±18,3
	0,80

	DBP (mmHg)
	80,8±11,4
	76,2±8,8
	0,14

	Czas HA (lata)
	13,4±10,1
	12,6±11,4
	0,55

	Liczba OZW
	0,57±0,61
	0,47±0,62
	0,48

	NYHA
	0,29±0,71
	0
	0,086

	Liczba papierosów/dobę wcześniej
	19,6±16,3
	18,3±12,2
	0,89

	Liczba papierosów/dobę aktualnie
	1,8±4,8
	2,0±5,6
	0,75

	Glukoza (mg/dL)
	145,8±50,9
	131,5±40,5
	0,29

	HbA1c (%)
	7,0±1,4
	6,6±0,9
	0,63

	Kreatynina (mg/dL)
	1,1±0,7
	1,0±0,3
	0,83

	eGFR CKD EPI (ml/min/1,73m2)
	75,9±21,2
	75,1±16,2
	0,52

	Chol mg/dL
	183,5±58,7
	203,0±81,7
	0,61

	Chol HDL mg/dL
	44,2±10,8
	50,0±7,6
	0,18

	Chol LDL mg/dL
	107,2±47,5
	124,1±68,8
	0,68

	TG mg/dL 
	171,7±121,9
	175,7±60,5
	0,38

	Czas trwania DM (lata)
	10,2±8,8
	12,1±9,4
	0,34

	Wiek DM (lata)
	55,5±11,5
	57,9±10,6
	0,28

	Czas trwania CAD (lata)
	5,2±6,5
	3,4±3,3
	0,74

	Wiek rozpoznania CAD (lata)
	60,5±9,3
	66,5±7,9
	0,012

	Dawka insuliny (j/dobę)
	18,3±27,1
	13,9±20,3
	0,78


Tabela 7. przedstawia porównanie wieku rozpoznania DM oraz CAD u pacjentów CAD(+)DM(+) w zależności od kombinacji genotypów polimorfizmów C34T i A860T AMPD1. Wykazano, że pacjenci z kombinacją 860AT, 34CC byli starsi od pacjentów WT (z kombinacją 34CC, 860AA) oraz z kombinacją 34CT, 860AA, a chorobę wieńcową rozpoznano u nich w starszym wieku niż u pacjentów WT i z kombinacją 34CT, 860AA. Pacjenci z kombinacją 860AT, 34CC w stosunku do tych z kombinacją 34CT, 860AA mieli istotnie dłuższą różnicę czasu upływającego od rozpoznania DM do rozpoznania CAD, natomiast wiek rozpoznania DM nie różnił się istotnie pomiędzy kombinacjami genotypów.

Tabela 7. Porównanie wieku rozpoznania CAD i DM u pacjentów grupy badanej CAD(+)DM(+) w zależności od kombinacji genotypów AMPD1
	Genotypy AMPD1
	WT (34CC, 860AA) n=126
	34CT, 860AA n=46
	860AT, 34CC 
n=15
	p

	
	
	
	
	34CT, 860AA vs WT
	860AT, 34CC vs WT
	860AT, 34CC vs 34CT, 860AA

	Wiek  (lata)
	65,8±7,7
	64,9±7,2
	70,7±6,8
	0,54
	0,024
	0,0089

	Wiek rozpoznania DM (lata)
	55,8±11,8
	54,3±10,8
	58,2±11,2
	0,71
	0,34
	0,15

	Wiek  rozpoznania CAD (lata)
	61,2±9,1
	57,5±8,9
	67,6±7,4
	0,031
	0,011
	0,00053

	Różnica wieku między rozpoznaniem  DM a CAD (lata)
	5,4±8,7
	3,2±10,2
	9,4±10,4
	0,14
	0,14
	0,031


Podsumowanie wyników:
1. Częstości genotypów i alleli mutacji C34T AMPD1 w grupie badanej CAD(+)DM(+) oraz w grupach kontrolnych CAD(+)DM(-) i w populacyjnej grupie noworodków nie różniły się istotnie między analizowanymi grupami.
2. Analiza częstości genotypów i alleli mutacji A860T genu AMPD1 w grupie badanej CAD(+)DM(+) oraz grupach kontrolnych CAD(+)DM(-) i noworodków wykazała, że częstość genotypu AT oraz allela T nie różniła się istotnie pomiędzy grupą badaną CAD(+)DM(+) a grupą kontrolną noworodków, ale w obu tych grupach była istotnie wyższa niż w grupie kontrolnej CAD(+)DM(-).
3. Analiza parametrów antropometrycznych i biochemicznych pacjentów z grupy badanej CAD(+)DM(+) podzielonych wg. genotypu polimorfizmu C34T AMPD1 wykazała, że nosiciele allela T (CT+TT) w stosunku do homozygot CC mieli  
istotnie wyższe stężenie Chol, Chol LDL, wcześniejszy wiek wystąpienia objawów oraz istotnie dłuższy czas trwania CAD. 
4. Analiza parametrów antropometrycznych i biochemicznych u pacjentów grupy badanej CAD(+)DM(+) podzielonych wg genotypu mutacji A860T AMPD1 wykazała, że heterozygoty AT w stosunku do homozygot AA były istotnie  starsze, a objawy CAD występowały u nich w starszym wieku. 
5. DYSKUSJA

Celem pracy była ocena częstości występowania mutacji C34T i A860T genu AMPD1 u pacjentów z chorobą wieńcową z towarzyszącą cukrzycą typu 2 CAD(+)DM(+) i bez towarzyszącej cukrzycy CAD(+)DM(-) w odniesieniu do populacyjnej grupy kontrolnej noworodków oraz analiza zależności genotyp-fenotyp obejmująca cechy kliniczne z uwzględnieniem elementów zespołu metabolicznego oraz parametrów biochemicznych krwi w grupie badanej CAD(+)DM(+).
Grupę kontrolną CAD(+)DM(-) stanowili pacjenci z CAD ale bez DM (n = 136),  którzy stanowili podgrupę grupy badanej w pracy Safranow i wsp. [52].  Kolejną grupą kontrolną były  noworodki (n=200)  jako populacyjna grupa kontrolna, która analizowana była wcześniej w pracach Safranow i wsp. [52,53].  
Wykazano, że częstości genotypów i alleli polimorfizmu C34T AMPD1 w grupie badanej CAD(+)DM(+) oraz w grupach kontrolnych CAD(+)DM(-) i noworodków nie różniły się istotnie między analizowanymi grupami. 
Częstość allela 34T AMPD1  oraz homozygot 34TT w grupie badanej CAD(+)DM(+) oraz w populacyjnej grupie noworodków (Tabela 3.) była analogiczna jak w różnych populacjach europejskich, gdzie częstość allela 34T wynosiła od 10-15% [24, 54, 55,56] a częstość homozygot 34TT około 2% [54].
Analizując częstości genotypów i alleli mutacji A860T genu AMPD1 w grupie badanej CAD(+)DM(+) oraz grupach kontrolnych CAD(+)DM(-) i noworodków wykazano, że częstość genotypu 860AT oraz allela 860T nie różniła się istotnie pomiędzy grupą badaną CAD(+)DM(+) a grupą kontrolną noworodków, ale w obu tych grupach była istotnie wyższa niż w grupie kontrolnej CAD(+)DM(-).
Mutacja A860T występuje w 3% alleli zdrowych osób pochodzących z Europy. [57]. Częstość allela 860T u zdrowych Amerykanów pochodzących z Europy wynosi 2,6% [58],  natomiast u zdrowych Niemców 2,8% [59],  podobnie jak w naszej grupie badanej CAD(+)DM(+) i grupie noworodków (Tabela 4). 
W obu porównywanych grupach CAD(+)DM(+) i CAD(+)DM(-) dominowała płeć męska: odpowiednio 72% i 80%, bardziej predysponowana do obstrukcyjnych zmian w naczyniach wieńcowych niż płeć żeńska [60]. Analizując cechy kliniczne grupy badanej CAD(+)DM(+) oraz  kontrolnej CAD(+)DM(-) stwierdzono, że pacjenci grupy badanej  mieli częstsze lub bardziej nasilone, w porównaniu z grupą kontrolną CAD(+)DM(-) cechy zespołu metabolicznego sprzyjające wystąpieniu DM: częstszą otyłość, wyższe wartości WHR jak również surowiczych stężeń glukozy i TG. Cukrzyca w grupie badanej CAD(+)DM(+) była dobrze wyrównana, wartość HbA1C wynosiła 6,9±1,3%, mimo dość długiego czasu trwania choroby (10,4±8,9 lat).  Pacjentów grupy badanej CAD(+)DM(+) w porównaniu z grupą kontrolną CAD(+)DM(-) charakteryzował krótszy czas trwania CAD, mniejsza liczba OZW oraz istotnie rzadsze występowanie niewydolności serca. Ponadto w grupie badanej wykazano częstsze występowanie wielonaczyniowej postaci CAD charakterystyczne dla pacjentów z DM [61].
W grupie badanej CAD(+)DM(+) w leczeniu HA zgodnie z zaleceniami [1] najczęściej stosowano leki blokujące układ renina-angiotenzyna-aldosteron - ACE-I ( angiotensin- converting-enzyme inhibitors) lub sartany, często w połączeniu z lekami blokującymi kanał wapniowy – CCB (calcium channel blokers) ze względu na ich obojętny efekt metaboliczny lub z diuretykiem tiazydowym ( Tabela1.). Pacjenci grupy badanej CAD(+)DM(+) mieli częściej wykonywane zabiegi rewaskularyzacji tętnic szyjnych i tętnic kończyn dolnych [62] stąd rzadsze stosowanie leków blokujących receptor beta – BB (beta blokers) przeciwwskazanych w przypadku współistnienia chorób tętnic obwodowych (Tabela1.) [63].
Safranow i wsp. [52] jako pierwsi badali szczegółowo związek polimorfizmu C34T AMPD1 z elementami zespołu metabolicznego w podgrupach pacjentów z chorobą wieńcową bez niewydolności serca CAD+ HF- (n=97) oraz z niewydolnością serca o różnej etiologii HF+ (n=104). Autorzy wykazali, że w grupie CAD+HF- nosiciele allela T (CT+TT, n=23+6) w stosunku do homozygot CC (n=68)  mieli niższe BMI, niższy WHR oraz rzadziej występowała u nich otyłość, glikemia ≥ 126 mg/dl i cukrzyca.  W  podgrupie HF+ nosiciele allela 34 T (CT+TT, n=27+3) w stosunku do homozygot CC mieli niższe stężenie glukozy na czczo. Analizując parametry antropometryczne i biochemiczne pacjentów z grupy badanej CAD(+)DM(+) podzielonych wg genotypu polimorfizmu C34T AMPD1 uzyskano inne wyniki niż w pracy Safranow i wsp., oceniającej pacjentów w większości bez cukrzycy. W bieżącej pracy nie wykazano istotnego związku obecności allela 34 T (CT+TT) z BMI, WHR, odsetkiem otyłości i FPG. 
Są to wyniki podobne do przedstawionych w niektórych wcześniejszych publikacjach, gdzie nie wykazano związku między C34T AMPD1 a BMI w grupie pacjentów z potwierdzoną koronograficznie CAD [64], w grupach pacjentów z HF oraz u pacjentów z HF, którzy przebyli zawał mięśnia sercowego [50,65] oraz brak wpływu C34T AMPD1 na BMI i FPG u pacjentów bez cukrzycy, po przebytym zawale serca [66]. 
Safranow i wsp. w grupie badanej HF+ (n=104) wykazali, że nosiciele allela 34T (CT+TT, n=27+3) mieli niższą wartość SBP (128,5±14,9 vs 136,19,3 p=0.0477), częściej byli palaczami tytoniu (33% vs 11%, p=0,0097) a CAD wystąpiła u nich we wcześniejszym wieku (47.53±9,83 vs 51,76±8,12, p=0,04).
Analogicznie jak w pracy Safranow i wsp. w analizowanej grupie pacjentów CAD(+)DM(+) nosiciele allela T (CT+TT) w stosunku do homozygot CC mieli również wcześniejszy wiek wystąpienia objawów CAD. Ponadto wykazano, że nosiciele allela 34T mieli dłuższy czas trwania CAD w porównaniu z homozygotami CC jak również istotnie wyższe stężenie cholesterolu całkowitego oraz Chol LDL. Wcześniejszy wiek wystąpienia objawów CAD u nosicieli allela 34T w grupie CAD(+)DM(+) można hipotetycznie wiązać z wyższym stężeniem cholesterolu LDL, który jest czynnikiem aterogennym zwiększającym ryzyko wystąpienia CAD [67], jednakże należy pamiętać, że w momencie pomiaru zdecydowana większość pacjentów przyjmowała statyny i nie wiadomo jak kształtował się ich profil lipidowy przed rozpoznaniem CAD.
Leońska- Duniec i wsp., w grupie 168 młodych (21±1 lat), zdrowych, nieotyłych (m.c.=61±2kg, wzrost=168±2cm) kobiet, które brały udział w 12-tygodniowym treningu aerobowym, badali związek polimorfizmu C34T AMPD1 z wpływem aktywności fizycznej [68]. Autorzy, przed i po aerobowym wysiłku fizycznym, analizowali nie tylko parametry antropometryczne takie jak masa ciała - BM (body mass), BMI ale również zawartość tkanki tłuszczowej - FM (fatty mass), beztłuszczowej masy ciała - FFM (free fat mass), odsetka tkanki tłuszczowej (FM %) i wody (TBW) oraz parametry biochemiczne: lipidogram, FPG. Autorzy nie wykazali związku genotypu C34T AMPD1 z wymienionymi parametrami. 
Badana grupa chorych z CAD(+)DM(+) to głównie mężczyźni (72%) w wieku (66,1±7,7 lat), z BMI (30,9±4,1 kg/m2), znacznym odsetkiem otyłości (58,2%) i FPG >99,0 mg/dl. Mimo diametralnych różnic antropometrycznych i biochemicznych oraz obecności chorób towarzyszących (CAD, DM, HA), w grupie badanej w stosunku do grupy ocenianej przez Duniec i wsp. również nie wykazano związku C34T AMPD1 z masą ciała, BMI, FPG oraz WHR. 
W kolejnym badaniu Safranow i wsp. analizowali związek mutacji A860T genu AMPD1 z otyłością i DM w grupie pacjentów z CAD bez HF (n= 97, CAD+ HF-) oraz u pacjentów HF+ (n=104, HF+) i 200 noworodków [53]. Wykazali, że genotyp 34CT był związany z rzadszym (odds ratio [OR=0,32], 95% confidence interval) [CI]=0,13-0,81) a  genotyp 860 AT z częstszym (OR=13,7, 95% CI=1,6-118) występowaniem  DM  lub hiperglikemii w porównaniu z homozygotami typu dzikiego - WT. Ponadto otyłość brzuszna była częstsza u heterozygot 860AT niż u homozygot WT i heterozygot 34CT (86% vs. 40% vs. 29%, p<0.05). W bieżącym badaniu u pacjentów CAD(+)DM(+) podzielonych wg genotypu A860T heterozygoty AT w porównaniu z homozygotami AA nie różniły się wartością BMI (31,9±5,4 vs 30,8±3,6, p=0,4), obwodu w talii (105,2±13,0 vs 104,2±10,6, p=0,7) oraz WHR (0,99±0,1vs 0,99±0,1, p=0,8). Natomiast wykazano, że w grupie badanej CAD(+)DM(+) heterozygoty AT były istotnie starsze a objawy CAD wystąpiły u nich w starszym wieku w stosunku do homozygot AA, co może świadczyć o ochronnym wpływie allela 860T w odniesieniu do rozwoju CAD.  Porównując wiek wystąpienia DM i CAD u pacjentów grupy badanej CAD(+)DM(+) w zależności od kombinacji genotypów AMPD1 wykazano, że pacjenci z kombinacją 860AT, 34CC byli starsi od pacjentów WT (z kombinacją 34CC, 860AA) oraz z kombinacją 34CT, 860AA, a CAD rozpoznano u nich w starszym wieku niż u pacjentów WT i z kombinacją 34CT, 860AA (Tabela 6). Pacjenci z kombinacją 860AT, 34CC mieli istotnie dłuższą średnią różnicę czasu upływającego od rozpoznania DM do rozpoznania CAD (9,4 lat) w stosunku do tych z kombinacją 34CT, 860AA (3,2 lat), choć różnica w stosunku do homozygot WT (śr. 5,4 lat ) nie osiągnęła istotności statystycznej (p=0,14). Przedstawione wyniki porównujące wiek rozpoznania DM i CAD można interpretować jako przeciwstawny wpływ obu mutacji na ryzyko CAD u osób z DM: allel 34T wydaje się przyśpieszać, a 860T opóźniać rozwój CAD w porównaniu z allelami typu dzikiego (34C, 860A). Według mojej wiedzy niniejsza praca jest pierwszym badaniem wskazującym na wpływ mutacji C34T i A860T genu AMPD1 na czas wystąpienia CAD u pacjentów z DM.
Podsumowanie


Przypuszcza się, że zmniejszona aktywność AMPD1 może prowadzić do obniżonej deaminacji AMP do IMP i zwiększonej defosforylacji AMP do adenozyny, potencjalnego czynnika kardioprotekcyjnego [45]. 
Wyniki wcześniejszych badań dotyczących związku polimorfizmu C34T AMPD1 u pacjentów z CAD i HF wskazywały na korzystny związek allela 34T z lepszym rokowaniem dotyczącym przeżywalności pacjentów z HF [46,47] i CAD [48], jednak późniejsze badania pacjentów poddanych rewaskularyzacji wieńcowej [49] lub z HF [50,51] tego związku nie potwierdziły. 
W bieżącej pracy nie badano wpływu mutacji C34T AMPD1 na przeżywalność ze względu na zbyt krótki czas obserwacji, ale w badaniach uwzględniono dodatkowo mutację A860T i porównano wiek rozpoznania DM i CAD w zależności od kombinacji genotypów C34T i A860T AMPD1. Uzyskane wyniki można interpretować jako przeciwstawny wpływ obu mutacji na ryzyko wystąpienia CAD u osób z DM: allel 34T wydaje się przyśpieszać, a 860T opóźniać rozwój CAD w porównaniu allelami typu dzikiego (34C, 860A).
Aktualna analiza stanowi kontynuację badań Safranow i wsp., którzy wykazali przeciwstawny związek mutacji C34T i A860T z elementami zespołu metabolicznego. Jej celem była odpowiedź na pytanie czy takie zależności występują również w grupie pacjentów z CAD i DM. Uzyskane wyniki pokazują, że genotypy C34T i A860T AMPD1 nie wydają się być związane z obecnością poszczególnych antropometrycznych i biochemicznych cech zespołu metabolicznego u pacjentów z CAD i towarzyszącą DM. 
Reasumując, wyniki badań Safranow i wsp. zwróciły uwagę na przeciwstawny wpływ genotypów C34T i A860T AMPD1 na niektóre składniki zespołu metabolicznego (DM, FPG, WHR) w grupie pacjentów z CAD i/lub HF, natomiast aktualne badania wykazały przeciwstawny wpływ obu powyższych mutacji na ryzyko wystąpienia CAD odzwierciedlone wiekiem jej rozpoznania u pacjentów z DM. 
6. WNIOSKI
1.   Mniejsza częstość allela 860T AMPD1 u pacjentów z CAD bez DM niż u noworodków, ale taka sama u pacjentów z CAD i DM jak u noworodków, w połączeniu z obserwacją, że objawy CAD u nosicieli allela 860T z DM pojawiają się później niż u homozygot 860AA z DM, skłaniają do sformułowania hipotezy, że allel 860T AMPD1 chroni przed CAD ale tylko osoby bez DM. Przy obecności DM wpływ ochronny znika lub jest ograniczony tylko do osób młodszych. 
2.   Obserwowany u pacjentów z DM istotnie wcześniejszy wiek rozpoznania CAD wśród nosicieli allela 34T AMPD1, a późniejszy wśród nosicieli allela 860T w odniesieniu do homozygot typu dzikiego (34CC, 860AA), sugerują przeciwstawny wpływ alleli 34T i 860T na wiek ujawnienia się CAD u osób z DM.

3.   Genotypy C34T i A860T AMPD1 nie wydają się być związane z obecnością poszczególnych antropometrycznych i biochemicznych cech zespołu metabolicznego u pacjentów z CAD i towarzyszącą DM.
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