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CAPITOLULI
NOTIUNI INTRODUCTIVE

Diabetul zaharat (DZ) reprezinta o afectiune cronica, evolutiva, cu importante complicatii
micro si macrovasculare care se caracterizeaza prin hiperglicemie cronica. Acest sindrom
heterogen din punct de vedere etiopatogenic, clinic si terapeutic determind o tulburare a
metabolismului energetic ce implica si alterarea metabolismelor glucidic, protidic, lipidic
datorita unei insulinosecretii deficitare a celulelor beta-pancreatice pe fondul unei
insulinorezistente periferice de diverse grade (1).

Conform datelor raportate pentru anul 2015 de catre International Diabetes Federation (IDF)
s-a observat ca in intreaga lume numadrul cazurilor de diabet zaharat a fost de 415 milioane
estimand o crestere in anul 2040 la 642 milioane de cazuri, 193 milioane de cazuri de diabet
nefiind nsd diagnosticate, ceea ce insemnd deci cd unul din doi adulti au ramas
nediagnosticati (2).

De asemenea, s-a raportat pentru anul 2015 ca unul din 11 adulti a fost diagnosticat cu diabet
zaharat si se estimeaza pentru anul 2040 ci unul din 10 adulti va avea diabet zaharat (2). In
anul 2015, aproximativ 5 milioane de decese s-au datorat diabetului zaharat (2).

Cele mai recente date pentru Romania sunt furnizate de catre Studiul National PREDATORR
(Studiul National privind Prevalenta Diabetului, Prediabetului, Supraponderii, Obezitatii,
Dislipidemiei, Hiperuricemiei si Bolii Cronice de Rinichi), realizat de catre Societatea
Romand de Diabet, Nutritie si Boli Metabolice in parteneriat cu Societatea Romand de
Nefrologie, studiu debutat in anul 2013 si finalizat in anul 2014 (3).

Rezultatele Studiului PREDATORR au aratat ca prevalenta diabetului zaharat In Romania
este de 11,6%, dintre persoanele cu varsta cuprinsa intre 20 si 79 de ani, 1752000 au diabet
zaharat (3).

Analizand aceste date constatam ca diabetul zaharat tip 2 reprezinta o reala problema de
sandtate la nivel mondial fiind o afectiune care altereaza calitatea vietii pacientului prin
complicatiile cronice pe care acesta le dezvolta in timp.

Se impun astfel mdsuri atat pentru diagnosticarea in stadii precoce a afectiunii cat si masuri ce
vizeaza schimbarea stilului de viatd si instituirea precoce a terapiei, dar si stabilirea unor
strategii de preventie a bolii.



CAPITOLUL II
POLIMORFISMUL GENEI TCF7L2 SI ROLUL SAU iN
ETIOPATOGENIA DIABETULUI ZAHARAT TIP 2

1. Introducere

Diabetul zaharat tip 2 (DZ tip 2) este o boala multifactoriald care are drept cauza disfunctia
beta-celulara si/sau rezistenta la insulina, in etiopatogenia sa fiind implicati atat multiplii
factori genetici cat si anumiti factori de mediu cum ar fi: alimentatia si stilul de viatd existent
in tarile cu nivel socio-economic ridicat, obezitatea, sedentarismul, stresul (4).

Daca 1n urma cu mai bine de un deceniu se considera ca doar DZ tip 1 se asociaza cu anumite
gene, numeroase studii mai recente au dovedit implicarea factorilor genetici in fiziopatologia
DZ tip 2, existand o serie de argumente ce sustin predispozitia geneticd pentru DZ tip 2, si
anume: agregarea familiald a bolii, studiile pe gemeni monozigoti, precum si prevalenta
diferita a afectiunii in diverse populatii(4).

Studiul realizat de catre Xue Sun et al. in 2014 aratd ca pana in prezent au fost identificati
peste 70 de loci care sunt asociati cu DZ tip 2, dintre care 45 de loci au fost identificati in
populatia europeana si 29 de loci in populatia Asiei de Sud-Est (5).

Studiul genelor candidate a identificat o serie de gene asociate defectului insulinosecretor (6-
13), precum si gene asociate insulinorezistentei (7,14-16).

Factorii genetici actioneazd la nivelul fiecdrei componente implicate in mecanismul
fiziopatologic care conduce la aparitia DZ tip 2, atat la nivelul celulelor beta-pancreatice cat si
la nivelul tesuturilor periferice.

2. Polimorfismul genei TCF7L2 si rolul siau in aparitia diabetului zaharat tip 2

Studiile desfasurate in ultimii ani au demonstrat rolul important al factorilor genetici in
fiziopatologia DZ tip 2. In anul 2006, Grant et al. a demonstrat rolul polimorfismului genei
TCF7L2 (T-cell factor 7-like2, Transcription factor 7-like 2 gene ) in riscul aparitiei DZ tip 2
in populatia Islandei (17).

Gena TCF7L2 (TCF4- Transcription factor 4) este considerata una dintre cele mai importante
gene de susceptibilitate pentru aparitia DZ tip 2, fiind o gend care codifica un factor de
transcriptie care joaca un rol important in calea de semnalizare Wnt (Wingless, the
Drosophila melanogaster segment-polarity gene, and Integrase-1, the vertebrate homologue),
calea clasicd, cale care este implicatd in dezvoltarea insulelor pancreatice precum si Intr-0
serie de procese celulare (18).

In anul 2000, Duval et al. a descris pentru prima data structura genei TCF7L2 umani care este
localizata la nivelul cromozomului 10g25.3 (19).

De asemenea, structura genei a fost descrisd si de catre alti autori dovedindu-se ca gena
TCF7L2 este compusa din 17 exoni, dintre care cinci sunt alternativi (exonul 4 la capatul 5’ si
exonii 13-16 la capatul 3°) (Figura 1) (19,20,21).
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Figura 1. Structura genei TCF7L2 si polimorfismele asociate cu riscul de DZ tip 2
(adaptat dupa Ip Wilfred et al. 2012) (22)

Gena TCF7L2 este compusa din 17 exoni, dintre care cinci sunt alternativi (exonul 4 la capatul 5° si exonii 13—
16 la capatul 3°). Sunt ilustrate si polimorfismele genei TCF7L2 asociate cu riscul de DZ tip 2 in diverse
populatii (22).

Gena TCF7L2 este exprimatd la nivelul celulelor beta-pancreatice precum si la nivelul altor
tesuturi sau organe implicate in homeostazia metabolicd cum ar fi: ficatul, creierul, tesutul
adipos subcutanat si omental precum si la nivelul muschilor scheletici, avand 1nsd o expresie
scazuta la acest nivel (23).

Cercetarile realizate in ultimii ani au demonstrat rolul genei TCF7L2 la nivelul pancreasului
(Figura 2) (22).

TCF7L2

* Dezvoltarea pancreasului

* Citoprotectia celulelor B pancreatice

* Mentinerea functiei secretorii a celulelor B-pancreatice
* Conversia proinsulineiin insulina

* Expresiareceptorilorincretinici

Figura 2. Rolul genei TCF7L2 la nivelul pancreasului (22)

Pand in prezent au fost identificate 8 polimorfisme ale genei TCF7L2 care se asociaza cu
riscul aparitiei DZ tip 2 intr-o varietate de grupuri populationale si etnice, existand insa si
cateva rezultate contradictorii (24).



Dintre cele 8 polimorfisme, 5 au fost descrise intr-o regiune largd in jurul exonului 5:
rs7901695, rs7903146, rs7895340, rs11196205, rs12255372, iar rs11196218 in apropierea
exonului 6. Dintre acestea, rs12255372 si rs7903146 s-au asociat cel mai frecvent cu DZ tip
2, iar polimorfismul rs7903146 reprezinta polimorfismul care s-a asociat cel mai puternic cu
riscul de DZ tip 2 in populatia caucaziana (17,24).

Doud dintre polimorfisme, si anume rs290487 si rs11196218 au fost descrise in studii
realizate in Asia de Est (25-34).

Studiile referitoare la polimorfismul rs4506565 au fost realizate doar pe caucazieni si indieni
si in cateva grupuri etnice (35-37).

Polimorfismul rs7903146 este localizat la nivelul unei regiuni necodante si anume la nivelul
intronului 3. Alela de risc T a fost descrisa in populatia europeana si cea africana dar nu a
fost descrisa in populatia chineza din regiunea Han (25,26,29,31,38,39). Conform meta-
analizei realizatd de catre Peng S. et al., frecventa alelei minore (alela T) in cazul
polimorfismului rs7903146 a variat intre 2,4% si 41,6%, cu o medie de 21,3% (24).

Varianta intronica rs290487 a genei TCF7L2 este localizata aproape de capatul 3’ al genei
TCF7L2. La acest nivel se afla domeniul de legare pentru CtBp (C- terminal binding protein)
implicat in represia activitatii transcriptionale a TCF7L2 (19,40).

In ceea ce priveste alela minori (alela C) pentru polimorfismul rs290487, Peng S. et al. a
aratat ca studiile care au fost realizate iIn Asia de Est au raportat o frecventd a acesteia
cuprinsa intre 33,6% si 62%, cu o medie de 43% (24).

Au fost propuse cateva mecanisme care ar explica asocierea dintre polimorfismul genei
TCF7L2 si riscul aparitieci DZ tip 2: reducerea masei celulelor beta-pancreatice, alterarea
procesdrii insulinei si eliberdrii acesteia, alterarea semnalului GLP-1 in celulele beta-
pancreatice, cresterea productiei hepatice de glucoza, rezistenta la insulind la nivel periferic si
modificarea structurii cromatinei (Figura 3) (22,41-44).

Polimorfismul TCF7L2

l

* Reducerea masei celulelor beta pancreatice

* Alterarea procesarii insulinei si eliberarii acesteia

* Alterarea semnalului GLP-11n celulele beta pancreatice
* Crestereaproductiei hepatice de glucoza

* Rezistenta la insulina

* Modificarea structurii cromatinei

Figura 3. Mecanisme care ar explica asocierea dintre polimorfismul TCF7L2 si riscul
aparitiei DZ tip 2



CAPITOLUL III
MOTIVATIA, SCOPUL SI OBIECTIVELE STUDIULUI
MATERIAL SI METODA

1. Motivatia, scopul si obiectivele studiului
1.1. Motivatia studiului

TCF7L2 (T-cell factor 7-like2, cunoscut ca si TCF4) este unul dintre factorii de transcriptie
care joaca un rol important in calea de semnalizare Wnt, cale care are un rol in proliferarea
celulard, diferentiere, apoptoza, mentinerea homeostaziei tisulare precum si in diverse procese
metabolice (45). Polimorfismul rs7903146 al genei TCF7L2 este cel mai important marker
genetic asociat cu diabetul zaharat tip 2 (46) fiind de asemenea asociat cu diabetul gestational
(47) precum si cu diabetul latent autoimun al adultului (LADA) (48). Si alte polimorfisme ale
TCF7L2 precum rs290487 par a fi implicate in predispozitia pentru diabetul zaharat tip 2.
Exista studii care au demonstrat o corelatie intre cele doua polimorfisme si riscul crescut
pentru aparitia DZ tip 2 (49).

1.2 . Scopul studiului

Avand 1n vedere rezultatele studiului PREDATORR care au demonstrat o prevalenta crescuta
a diabetului zaharat in sudul Romaniei, In regiunea Bucuresti-llfov inregistrandu-se o
prevalentd de 12,79% (3), am analizat prezenta polimorfismului genei TCF7L2 considerata a
fi una dintre cele mai importante gene de susceptibilitate pentru DZ tip 2 in aceastd populatie.
In lucrarea de fati am analizat pentru prima dati in tara noastrd asocierea dintre
polimorfismele rs7903146 si rs290487 ale genei TCF7L2 si statusul diabetic la subiecti
caucazieni din sud-estul Romaniei.

Pentru analiza geneticd s-a utilizat secventierea directa a ADN-ului genomic, prin metoda
pirosecventierii, 0 metoda introdusa relativ recent in practica curentd de laborator.

1.3 . Obiectivele studiului

In aceasta lucrare mi-am propus urmatoarele obiective:

> De a evalua rolul polimorfismelor rs7903146 si rs290487 ale genei TCF7L2 in
susceptibilitatea pentru DZ tip 2 in populatia din sud-estul Romaniei.

» De a investiga daca polimorfismele rs7903146 si rs290487 ale genei TCF7L2 contribuie
la variabilitatea fenotipului clinic si la aparitia complicatiilor DZ tip 2.



2. Material si metoda
2.1 . Selectia pacientilor

Studiul s-a desfasurat in perioada ianuarie 2015-martie 2015 pe un lot 83 de subiecti
caucazieni de nationalitate romana.
Studiul s-a desfasurat in conformitate cu legislatia nationald si europeana in vigoare
(Declaratia de la Helsinki), inrolarea pacientilor realizandu-se cu acordul acestora si dupa
semnarea consimtamantului informat (50).
Au fost inclusi in studiu pacienti cu varsta cuprinsad intre 30 si 73 de ani diagnosticati cu
diabet zaharat tip 2 conform criteriilor ADA 2015 (51) si subiecti sandtosi care s-au prezentat
pentru consiliere nutritionala.
Au fost exclusi din studiu pacientii cu:

- IMC <18 kg/m?;

- Patologie maligna;

- Boli autoimune;

- Insuficienta renala severa (eGFR<30mL/min/1,73m?);

- Afectare hepatica severa;

- Infectia cu virusurile hepatice B si C, infectia cu HIV;

- Diagnosticul de sarcind in evolutie;

- Pacientii incapabili de a intelege si de a semna consimtdmantul informat.
In lotul pacientilor cu DZ tip 2 au fost inclusi acei subiecti care au fost diagnosticati cu DZ tip
2 conform criteriilor ghidului ADA 2015, iar lotul control a fost constituit din subiecti care nu
au intrunit criteriile de DZ conform aceluiasi ghid.

2.2 . Evaluarea clinica si biologicd a subiectilor din studiu

S-a utilizat un chestionar standard pentru a colecta informatii privind sexul, varsta, varsta la
diagnosticul bolii, istoricul familial de boli metabolice si cardio-vasculare, tratamentul urmat,
statusul de fumator, consumul de alcool, nivelul de activitate fizicd, prezenta altor patologii.
Informatiile obtinute din studiu nu au influentat diagnosticul sau tratamentul pacientilor.
Participantii au fost instruiti cu privire la postul alimentar nocturn, au intrerupt fumatul,
consumul de alcool si de cafea si au evitat efortul fizic excesiv dupa ora 22 1n ziua anterioard
examinarii.
Toti participantii au fost supusi unui examen clinic si unei evaluari paraclinice de laborator.
Evaluarea clinica a inclus:
- masurarea taliei (cm) cu taliometrul calibrat;
- determinarea greutatii (kg) cu cantar calibrat;
- calcularea indicelui de masa corporald IMC (kg/m?);
- masurarea circumferintei abdominale (cm);
- masurarea tensiunii arteriale sistolice si diastolice;
stabilirii gradului de afectare neurologicd: depistarea neuropatiei vegetative sau
senzitive;



- consultul oftalmologic de specialitate pentru aprecierea prezentei retinopatiei
diabetice;

- consultul cardiologic cu efectuarea EKG-ului.
Indicele de masa corporald (IMC sau BMI) este definit ca raportul dintre greutatea corporala
(masurata in kilograme) si patratul inaltimii (masurata in metri).
Circumferinta abdominald (CA) a fost masurata la subiectul aflat in ortostatism prin aplicarea
centimetrului la jumatatea distantei dintre rebordul costal si creasta iliaca pe linia axilara
medie.
Obezitatea a fost definita pentru IMC >30 kg/m?2. Obezitatea abdominala a fost definita pentru
CA >102 cm la barbati si >88 cm la femei.
Pacientii care fumeaza constant cel putin o tigard pe zi au fost considerati fumatori. S-a
inregistrat consumul de alcool. Pacientii care au avut activitate fizicd cel putin o ord pe
saptamana au fost considerati activi din punct de vedere fizic.
Tensiunea arteriala a fost mdsuratd in pozitie sezdnda/clinostatism, la nivelul antebratului
stang dupd o perioadd de 5 minute de repaus de catre medic si asistenta medicald cu acelasi
tensiometru (ce a fost supus periodic testelor de calibrare). Media a trei masuratori realizate la
interval de 1 minut a fost utilizata pentu a calcula tensiunea arteriala sistolica si cea diastolica.
Hipertensiunea arteriald a fost definita ca tensiunea arteriald >140/90 mmHg la vizita initiala
sau la doud vizite 1n interval de o lund. Pacientul a fost inregistrat ca avand hipertensiune si
daca au existat documente care au atestat diagnosticul precum si daca acesta urma tratament
antihipertensiv.
Sangele venos s-a recoltat dupa 12 ore de post nocturn prin punctie venoasa. S-au dozat:
glicemie, HbA1C%, colesterol, LDL-Colesterol, HDL-Colesterol, trigliceride, acid uric,
creatinina, probele fiind analizate in acelasi laborator.
In vederea izolarii ADN-ului genomic, probele de singe prelevate pe anticoagulant au fost
prelucrate cu ajutorul unui kit comercial pentru izolarea ADN-ului genomic (Promega) pe un
aparat Maxwell (Promega).
S-au recoltat probe de urind pentru efectuarea sumarului de urind si pentru determinarea
microalbuminuriei (o valoare > 30mg/1 reprezentand un rezultat pozitiv).
Rata filtrarii glomerulare a fost calculata conform ghidului KDIGO 2012 (52,53).
Pacientii au fost evaluati neurologic in vederea depistarii neuropatiei diabetice si oftalmologic
pentru depistarea retinopatiei diabetice.

2.3 . Analiza genetica: izolarea ADN-ului si pirosecventierea

2.3.1. Principiul pirosecventierii

Pirosecventierea utilizeaza o succesiune de reactii enzimatice cuplate pentru analiza
secventelor de ADN, avand ca baza generarea de pirofosfat la incorporarea unei nucleotide in
catena ADN 1in curs de elongare de cétre enzima ADN polimeraza. Aceasta tehnica a fost
inventata de Pal Nyrén in 1996 (54). Pirofosfatul generat este convertit la ATP de catre
enzima ATP sulfurilaza in prezenta adenozin 5 fosfosulfat. ATP-ul produs este utilizat de
enzima luciferaza in reactia asupra substratului luciferina, reactie in urma careia se produce
emisiec de lumind, proportionala cu cantitatea de nucleotid incorporat. Nucleotidele


https://en.wikipedia.org/wiki/P%C3%A5l_Nyr%C3%A9n

neincorporate sunt degradate de enzima apiraza, iar ciclul se repetd la iIncorporarea
urmatorului nucleotid. Distribuirea de substrate pentru ADN polimeraza se realizeaza dupa o
ordine prestabilita, astfel incat emisia fiecarui peak luminos, care este captatd de o camera
poate fi atribuitd exact nucleotidei Incorporate. Diagrama rezultatd in urma unui astfel de
experiment poartd denumirea de pirogramda. Pentru a evita utilizarea de catre luciferaza a
dATP care ar trebui furnizat in amestecul initial de dNTP, se utilizeazd analogul
deoxiadenozin a-tiotrifosfat, care este un substrat pentru ADN polimeraza, dar nu si pentru
luciferaza. Metoda de pirosecventiere a devenit o alternativa la secventierea clasica Sanger si
are aplicatii atdt pentru analiza polimorfismelor mononucleotidice (SNP-single nucleotide
polymorphism), cat si pentru secventieri la nivel genomic (55). Metoda a fost automatizata si
aparatele de pirosecventiere, software-ul dedicat si consumabilele aferente sunt comercializate
in prezent de firma QIAGEN (SUA) in seria produselor PYROMARK™ .

Un experiment complet de pirosecventiere cu ajutorul acestui sistem implica parcurgerea
urmatoarelor etape:

1. Regiunea continadnd polimorfismul de interes este amplificatd prin PCR cu o pereche de
primeri specifici, dintre care unul este biotinilat la capatul 5°.

2. Produsul de PCR este retinut pe bile de Sepharose ce contin streptavidina imobilizata.

3. Produsul de PCR imobilizat este denaturat cu ajutorul unei solutii de NaOH. Catena
biotinilatd este retinutd datoritd interactiunii puternice cu streptavidina, in timp ce catena
complementara este eliberata in solutie.

4. Un primer de secventiere este hibridizat la catena de ADN biotinilat.

5. Are loc reactia de pirosecventiere prin elongarea primerului in prezenta amestecului
corespunzator de enzime si substrate. Amestecul de enzime contine urmatoarele enzime:
ADN polimeraza, ATP-sulfurilaza, luciferaza, apiraza. Amestecul de substrate contine alfa-s-
d-adenozintio-trifosfat, d-CTP, d-GTP, d-TTP.

6. Fiecare incorporare corectd de nucleotide este insotitd de eliberarea unei cantitati
echivalente de pirofosfat, care conduce la o emisie de lumina, dupa cum s-a descris anterior.

7. Pirograma este analizata din punct de vedere al polimorfismului de interes.

2.3.2. Obtinerea ADN-ului genomic

Probele de sange au fost recoltate de la subiecti diabetici si sdnatosi. Probele de sange
prelevate pe anticoagulant au fost prelucrate cu ajutorul unui kit comercial pentru izolarea
ADN-ului genomic (Promega) pe un aparat Maxwell (Promega). Concentratiile de ADN
purificat au fost masurate cu ajutorul unui spectrofotometru, folosind valoarea standard de 50
ng/uL pentru o valoare a absorbantei la 280 nm de 1.0.

2.3.3. Pirosecventierea probelor de ADN genomic

1) Designul primerilor utilizati pentru studiul polimorfismelor rs7903146 si rs290487
prin pirosecventiere

Pentru designul primerilor au fost preluate din baza de date SNP a National Institutes of

Health (www.ncbi.nlm.nih.gov/snp) secventele de ADN genomic care cuprindeau regiunile

polimorfice de interes. Ambele polimorfisme reprezinta variatii intronice C/T. Cele doud



polimorfisme ocupa pe cromozomul 10 pozitiile: 112998590 pentru rs7903146 si respectiv
113149972 pentru rs290487.

Secventele de nucleotide au fost utilizate in cadrul programului Pyromark Assay Design 2.0
pentru depistarea unei combinatii optime de primeri de PCR si secventiere (Tabelul I).
Rezultatele sunt prezentate sub forma unui raport pentru fiecare polimorfism. Criteriile dupa
care a fost evaluata calitatea primerilor individuali au constat n evaluarea continutului de GC
si a temperaturii de topire, formarea elementelor de structurd secundara si stabilitatea
capetelor 5° si 3”. Un scor a fost atribuit si comportarii primerilor in combinatie, precum in
formarea de structuri de tip duplex. Primerii utilizati pentru secventiere sunt descrisi in
Tabelul I.

Tabelul I. Secventa primerilor utilizati pentru studiul polimorfismelor 15290487 si rs7903146
rezultati din analiza prin programul Pyromark Assay Design.

Polimorfism Primer

1rs290487 primer F (5’-biotinilat) | 5>-GTGAGTCTTCCAACCCAGTACA
rs290487 primer R 5’-ACCTACTCTTGGCCCATCTG
rs290487 primer secventiere 5>-TCTCATTTTCAATTTTGC
rs7903146 primer F 5’-TTCTCTGCCTCAAAACCTAGC
rs7903146 primer R (5’-biotinilat) | 5>-CTGAAAACTAAGGGTGCCTCATA
rs7903146 primer secventiere 5’-AGCTAAGCACTTTTTAGAT

De notat ca pentru polimorfismul rs7903146 secventierea s-a realizat pe catena sens, citindu-
se in pirograme direct secvente de tipul C/C, C/T sau T/T, in timp ce pentru polimorfismul
rs290487 secventierea s-a realizat pe catena antisens, citindu-se in pirograme secvente G/G,
G/A sau A/A, care corespund secventelor polimorfice C/C, C/T sau T/T pe catena sens.
(Figurile 5-7).

Primerii cu secventa doritd au fost sintetizati de catre firma QIAGEN (Tabelul I).

2) Optimizarea conditiilor experimentale pentru obtinerea produsului de PCR

Reactiile de PCR au fost realizate cu ajutorul unui kit PCR (QIAGEN), folosind un aparat
LabCycler (Senso Quest).

Initial, a fost necesara stabilirea conditiilor In care regiunile genice de interes sunt amplificate
cu randament maxim in prezenta primerilor a caror secventa a reiesit din programul Pyromark
Assay Design. O serie de parametri experimentali au fost variati pentru optimizarea conditiilor
de PCR si anume: concentratia de MgCl, si temperatura de hibridizare. Astfel, au fost testate
urmatoarele concentratii de MgCly: 1.5, 2.0 s1 2.5 mM. S-a realizat un gradient de temperatura
cu valorile: 56,0, 58,0, 60,0, 62,0 si 64 °C, utilizind urmitorul program (Tabelul II).



Tabelul II. Etapele reactiei PCR

Pas

Conditii

I: denaturare

94°C, 15°

I1: ciclare (45 cicluri)

denaturare: 94 °C, 30>’

hibridizare: gradient (60+4 °C), 30

elongare: 72 °C, 30”

I11: elongare finala

72°C, 10°

Produsii de PCR au fost evidentiati prin electroforezd in gel de agarozd 2% si colorare cu
Midori Green (Nippon Genetics Europe), In prezenta unor markeri ADN de marime
cunoscutd. Imaginile au fost preluate cu ajutorul unei aparat BioSpectrum® MultiSpectral
Imaging System si a soft-ware-ului dedicat UVP (Figurile 1 si 2).

ADNg(50ng) [50 [50 |50 |50 |50 |50 [50[50 |50 [50 [50 |50 |50 |50 |50 | Marker
MgClL(mM) | 15 |15 |15 |15 |15 |20 |2 |20 |20 |20 |25 |25 |25 |25 |25 | ADN

0 (450pb)
Temp (°C) 56 |58 |60 |62 |64 |56 |58 |60 |62 |64 |56 |58 |60 |62 |64

Figura 1. Optimizarea conditiilor experimentale pentru PCR pentru amplificarea regiunii

adiacente polimorfismului rs7904146

ADNg(50ng) |50 |50 |50 |50 |50 |50 |50 |50 |50 |50 |50 |50 |50 |50 |50 | Marker
MgCL(mM) | 15 |15 |15 |15 |15 |20 |20 |20 |20 |20 |25 |25 |25 |25 |25 | ADN
Temp (°C) 56 |58 |60 |62 |64 |56 |58 |60 |62 |64 |56 |58 |60 |62 |64 | (450ph)

Figura 2. Optimizarea conditiilor experimentale pentru PCR pentru amplificarea regiunii
adiacente polimorfismului rs290487




In urma analizei cantitatii de produs obtinut, s-a stabilit o concentratie de 2.0 mM MgCl; si o
temperatura de hibridizare de 58 °C. Aceasta a permis stabilirea unui program optim de PCR,
valabil pentru ambele polimorfisme (Tabelul I11).

Tabelul 111. Programul final al reactiei PCR

Pas Conditii
I: denaturare 94 °C, 15°
I1: ciclare (45 cicluri) denaturare: 94 °C, 30

hibridizare: 58 °C, 30"’
elongare: 72 °C, 30’
I11: elongare finald 72°C,10°

In toate reactiile s-au utilizat 50 ng ADNg per reactie, iar volumul total de reactie a fost 15uL.
Diagramele ce evidentiaza pozitia primerilor de PCR si secventiere pentru cele doua
polimorfisme sunt redate in figura 3 si respectiv 4.

Pirogramele reprezentative pentru cele doud polimorfisme sunt redate in figurile 5, 6, si
respectiv 7.
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Figura 3. Diagrama schematica ce arata pozitia primerilor de PCR (exteriori) si secventiere
(intern) pentru polimorfismul rs7903146 al genei TCF7L2
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Figura 4. Diagrama schematica ce aratd pozitia primerilor de PCR (exteriori) si secventiere
(intern) pentru polimorfismul rs290487 al genei TCF7L2



AQ Pyrogram Report Run: Placa3_run79

Well: B>
Assay: assay79
Sample ID: 13
Sequence to analyze: AC/ TTATATAATTTAATTGCCGTATGAG
Note: 10 ml
c: =53
T: 45%
L

Well: B6

Assay: assay79

Sample ID: 14

Sequence to analyze: AC/TTATATAATTTAATTGCCGTATGAG
Note: 10 ml

Well: B7

Assay: assay79

Sample ID: 15

Sequence to analyze: AC/ TTATATAATTTAATTGCCGTATGAG
Note: 10 ml

Figura 5. Pirograma reprezentativa pentru polimorfismul rs7903146 al genei TCF7L2




AQ Pyrogram Report Run: placa2

Well: B3

Assay: assay29

Sample ID: proball

Sequence to analyze: G/ATGGTGTCACCATGATTTGTACTGGG

Well: B4

Assay: assay29

Sample ID: probal2

Sequence to analyze: G/ATGGTGTCACCATGATTTGTACTGGG

Well: BS

Assay: assay29

Sample ID: probal3

Sequence to analyze: G/ATGGTGTCACCATGATTTGTACTGGG

Figura 6. Pirograma reprezentativa pentru polimorfismul rs290487 al genei TCF7L2
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Figura 7. Pirograma reprezentativa pentru fiecare genotip al genei TCF7L2: polimorfismul

rs7903146 (A-C) si polimorfismul rs290487 (D-F).

Pentru polimorfismul rs7903146 secventierea s-a realizat pe catena sens, citindu-se in
pirograme direct secvente de tipul C/C, C/T sau T/T, in timp ce pentru polimorfismul
rs290487 secventierea s-a realizat pe catena antisens, citindu-se in pirograme secvente G/G,
G/A sau A/A, care corespund secventelor polimorfice C/C, C/T sau T/T pe catena sens.



3. Evaluarea rolului polimorfismelor rs7903146 si rs290487 ale genei TCF7L2 in
susceptibilitatea pentru diabetul zaharat tip 2.

Am analizat urmatoarele modele genetice pentru fiecare polimorfism in parte:
e Model dominant: C/C vs C/T+T/T,
e Model aditiv: C/C vs C/T vs T/T,
e Model recesiv: T/T vs C/C+C/T,
e Model co-dominant: C/T vs C/C+T/T,
e Model homozigot: C/C vs T/T,
e Model heterozigot: C/C vs C/T.

In vederea realizarii obiectivelor propuse am analizat urmatoarele aspecte:

» Frecventa genotipului C/C, C/T, T/T si frecventa alelei C respectiv T pentru fiecare
polimorfism in lotul control si in lotul pacientilor diabetici.

» Existenta unei o asocieri semnificative intre diagnosticul de DZ tip 2 si prezenta unui
anumit model genetic pentru fiecare polimorfism in parte in cele doud loturi.

» Predictia riscului pentru DZ tip 2 in functie de polimorfism.

» Caracteristicile clinico-biologice ale subiectilor din cele doua loturi in functie de
genotipurile polimorfismelor rs7903146 si rs290487 ale genei TCF7L2.

» Relatia dintre factorii de risc si genotipurile celor doud polimorfisme pentru ambele
loturi.

4. Analiza statistica a datelor

Datele au fost prelucrate cu ajutorul programului IBM-SPSS 18, 2010. Valoarea prag de
semnificatie statistica a fost stabilita pentru p < 0,05. Valoarea probabilitatii p a fost declarata
la fiecare test aplicat, cu 3 zecimale. Pentru tabularea datelor ordinale am folosit prezentarea
procentuald pe loturi cu o zecimald. Pentru prezentarea datelor numerice de tip scala s-a
utilizat media si deviatia standard.

Valorile matematice ale testelor au fost declarate pentru comparatiile semnificative, conform
output-ului programului de statisticd. In cazul testelor nesemnificative (p>0,05) a fost
raportatd doar valoarea probabilitatii p.

Frecventele alelelor au fost determinate prin numadrarea genelor, iar modificarea echilibrului
Hardy-Weinberg a fost verificata prin aplicarea testului chi-patrat.

Caracteristicile clinice si de laborator au fost comparate folosind testul t nepereche, sau
modelul general linear, sau testul chi patrat, in functie de prezumtiile indeplinite. Pentru
testul chi-patrat s-a raportat OR si IC 95%. Regresia logistica multivariata a fost utilizata
pentru a determina asocierea fiecdrui polimorfism cu prezenta diagnosticului de DZ tip 2,
controland efectele varstei si ale sexului.



CAPITOLUL IV
REZULTATE

1. Caracterizarea celor doua loturi de subiecti
Caracteristicile clinice si biologice ale subiectilor din cele doud loturi, se regasesc in tabelul 1.
Valorile au fost exprimate ca medii, deviatii standard precum si procentual.

Tabelul I. Caracteristicile clinice si biologice ale subiectilor din cele doud loturi

Caracteristicile clinice si biologice Lot control Lot pacienti
diabetici
Media+/-DS [N Media +/-DS  |N p

Numar de subiecti 30 53

Varsta (ani) 53,9 +/-11,48 30 60,7 +/-8,20 53 0,007
Sex (F) (%) 46,7 14 50,9 27 0,708
Istoric familial de boli metabolice (%) | 66,7 20 71,7 38 0,631
Istoric familial de boala CVS (%) 60,0 18 60,0 32 0,973
Fumator (%) 20,0 6 24,5 13 0,637
Activitate fizica regulata (%) 36,7 11 34,0 18 0,804
Consum de alcool (%) 30,0 9 41,5 22 0,298
Varsta la diagnostic (ani) 52,9 +/-9,31 53

Durata bolii (ani) 7,7 +/-5,51 53

IMC (kg/m?) 27,9 +/-5,30 30 30,1 +/-4,57 53 0,063
Circumferinta abdominala (cm) 99,7 +/-14,05 30 107,4 +/-12,78 53 0,013
Obezitate (%) 33,3 10 49,1 26 0,165
Obezitate abdominala (%) 60,0 18 90,6 48 0,001
Tratament doar dieta (%) 3,8 2

Tratament cu ADO (%) 86,8 46

Tratament cu insulina (%) 15,1 8

Glicemie (mg/dl) 93,2 +/-14,40 30 148,8 +/-51,61 53 <0,001
HbA1C% 5,5 +/-0,33 30 7,3 +/-1,44 53 <0,001
Colesterol total (mg/dl) 197,5 +/-39,57 30 194,6 +/-49,02 53 0,783
LDL Colesterol (mg/dl) 1225 +/-36,16 30 115,7 +/-45,86 53 0,488
HDL Colesterol (mg/dl) 52,2 +/-12,56 30 48,5 +/-12,66 53 0,203
Trigliceride (mg/dl) 114,3 +/-49,42 30 152,0 +/-57,78 53 0,003
Creatinind serica (mg/dl) 0,76 +/-0,17 30 0,85 +/-0,30 53 0,086
Acid uric (mg/dl) 5,4 +/-1,29 30 5,2 +/-1,22 53 0,597
RFG (ml/min/1,73mp) 96,8 +/-13,47 30 86,5 +/-21,41 53 0,009
Microalbuminurie >30mg/I 0,0 0 22,6 12

Stadiul afectarii renale 0,228
1 (%) 70 21 60,4 32

2 (%) 30 9 26,4 14

3A (%) 0 0 7,5 4

3B (%) 0 0 5,7 3

HTA (%) 56,7 17 83,0 44 0,009
TA sistolica (mmHg) 130,3 +/-15,19 30 144,7 +/-21,10 53 0,002
TA diastolica (mmHg) 75,3 +/-10,74 30 78,9 +/-10,74 53 0,139
Neuropatie autonoma CVS (%) 0,0 0




Polineuropatie diabetica (%) 66,0
Boala arteriala periferica (%) 17,3
Retinopatie diabetica (%) 17,0
Boala CVS (%) 10,0 3 26,4
BCI (%) 20,0 6 47,2

35

9

9

14 0,075
25 0,014

N numadrul pacientilor, DS deviatia standard

Distributia subiectilor in cele doud loturi

(49,1%) (Graficul 1).

60.0%

Procent (%)

Sex

Graficul 1. Distributia subiectilor in functie de sex in

barbati de 54,13 ani+/-12,055 DS.
In lotul pacientilor cu DZ tip2 am observat ci virsta m

In lotul control au fost incluse 14 femei (46,7%) si respectiv 16 barbati (53,3%).
In lotul pacientilor cu DZ tip 2 au fost incluse 27 de femei (50,9%) si 26 de barbati

Lot

Moz
M Cortrol

cele doua loturi

Vérsta medie a subiectilor inclusi 1n studiu a fost urmatoarea:

In lotul control, vérsta medie a femeilor a fost de 53,79 ani+/-11,240 DS, iar pentru

edie pentru femei a fost de

60,9 ani +/-7,495 DS, iar pentru barbati de 60,46 ani +/-9,021 DS (Graficul 2).
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Graficul 2. Varsta medie (ani) a subiectilor in cele douad loturi

Din analiza parametrilor clinico-biologici ai subiectilor inclusi in cele doua loturi am constatat
urmatoarele:

Pacientii cu DZ tip 2 au varsta semnificativ mai crescutd decat a celor din lotul
control, t(46,02)=2,82, p=0,007.

Din punct de vedere al distributiei pe sexe, cele doua loturi sunt omogene (p=0,708).
Pacientii cu DZ tip 2 au circumferinta medie abdominala semnificativ mai crescutd
decét cea a subiectilor din lotul control, t(81)=2,54, p=0,013.

Pacientii cu DZ tip 2, comparativ cu lotul martor, prezintd semnificativ mai frecvent
obezitate abdominala, x2(1)=10,98, p=0,001. Pentru pacientii cu DZ tip 2 am obtinut
un RR pentru obezitate abdominala de 1,509 cu IC 95% (1,113; 2,047).

Pacientii cu DZ tip 2 au valorile medii ale glicemiei semnificativ mai crescute decat
lotul control, t(65,07)=7,36, p<0,001.

Pacientii cu DZ tip 2 au valorile medii ale HbA1C% semnificativ mai crescute decét
lotul control, t(58,44)=7,72, p<0,001.

Pacientii cu DZ tip 2 au valorile medii ale trigliceridelor semnificativ mai crescute
decat lotul control, t(81)=3,01, p=0,003.

RFG este semnificativ mai redusa la pacientii cu DZ tip 2, comparativ cu lotul control,
t(80)= 2,68, p=0,009.

Din punctul de vedere al stadializarii afectarii renale, nu am observat diferente intre
cele doua loturi, (p=0,228).

Prevalenta HTA este semnificativ mai crescuta la pacientii diagnosticati cu DZ tip 2,
comparativ cu lotul de control, ¥2(1)=6,82, p=0,009. Pentru pacientii cu DZ tip 2 am
obtinut un RR pentru HTA de 1,465 cu IC 95% (1,047; 2,050).



e TA sistolicd este semnificativ mai crescutd la pacientii cu DZ tip 2, comparativ cu
lotul control, t(81)=3,27, p=0,002.

e Prevalenta BCI este semnificativ mai crescuta la pacientii diagnosticati cu DZ tip 2,
comparativ cu lotul de control, ¥2(1)=6,04, p=0,014. Pentru pacientii cu DZ tip 2 am
obtinut un RR pentru BCI de 2,35 cu IC 95% (1,092; 5,095).

2. Analiza polimorfismelor rs7903146 si rs290487 ale genei TCF7L2 in loturile de
studiu

In urmatoarea etapi, am analizat frecventa genotipurilor C/C, C/T, T/T pentru fiecare
polimorfism studiat atat in lotul control cat si in lotul pacientilor cu DZ tip 2.

2.1. Analiza polimorfismului rs7903146 al genei TCF7L2 in loturile de studiu
Pentru polimorfismul rs7903146 al genei TCF7L2 am observat urmatoarele (Graficul 3):
1. Frecventa genotipului C/C in lotul pacientilor cu DZ tip 2 a fost de 43,4% (23
de pacienti), iar 1n lotul control de 73,3% (22 de subiecti).
2. Frecventa genotipului C/T in lotul pacientilor cu DZ tip 2 a fost de 47,2% (25
de pacienti) si in lotul control de 16,7% (5 subiecti).
3. Frecventa genotipului T/T in lotul pacientilor cu DZ tip 2 a fost de 9,4% (5
pacienti) si in lotul control de 10% (3 subiecti).
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0.0%
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Graficul 3. Frecventa genotipurilor C/C, C/T, T/T pentru polimorfismul rs7903146 al genei
TCF7L2 in lotul control si 1n lotul pacientilor cu DZ tip 2.



2.2. Analiza polimorfismului rs290487 al genei TCF7L2 in loturile de studiu
Pentru polimorfismul rs290487 al genei TCF7L2 am observat urmatoarele (Graficul
4):
1. Frecventa genotipului C/C in lotul pacientilor cu DZ tip 2 a fost de 67,9%
(36 de pacienti), iar in lotul control de 66,7% (20 de subiecti).
2. Frecventa genotipului C/T in lotul pacientilor cu DZ tip 2 a fost de 26,4%
(14 de pacienti) si in lotul control de 26,7% (8 subiecti).
3. Frecventa genotipului T/T in lotul pacientilor cu DZ tip 2 a fost de 5,7% (3
pacienti) si in lotul control 6,7% (2 subiecti).
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Graficul 4. Frecventa genotipurilor C/C, C/T, T/T pentru polimorfismul rs290487
al genei TCF7L2 in lotul control si in lotul pacientilor cu DZ tip 2.



2.3. Analiza frecventei alelei C si respectiv T pentru fiecare polimorfism in loturile
de studiu

Am analizat frecventa alelei C si respectiv T pentru fiecare polimorfism in parte, in

lotul control si in lotul pacientilor cu DZ tip 2.

1) Pentru polimorfismul rs7903146 al genei TCF7L2 analizand frecventa alelei C in
cele doud loturi am observat prezenta acesteia la 72,3% din totalul subiectilor,
avand o frecventd de 67,0% in lotul pacientilor cu DZ tip 2 si o frecventd de 81,7%
in lotul control. Pentru alela T am observat prezenta acesteia la 27,7% din totalul
subiectilor, avand o freventa in lotul pacientilor cu DZ tip 2 de 33% si de 18,3% in
lotul control ( Graficul 5).
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Graficul 5. Frecventa alelei C si respectiv T pentru polimorfismul rs7903146 al genei
TCF7L2 in lotul control si in lotul pacientilor cu DZ tip 2.

2) Pentru polimorfismul rs290487 al genei TCF7L2 analizand frecventa alelei C in
cele doud loturi am observat prezenta acesteia la 74,7% din totalul subiectilor,
avand o frecventd de 81,1% 1n lotul pacientilor cu DZ tip 2 si o frecventd de 80%
in lotul control. Pentru alela T am observat prezenta acesteia la 19,3% dint totalul
subiectilor, avand o frecventd in lotul pacientilor cu DZ tip 2 de 18,9% si de 20%
in lotul control (Graficul 6).
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Graficul 6. Frecventa alelei C si respectiv T pentru polimorfismul rs290487 al genei TCF7L2
in lotul control si in lotul pacientilor cu DZ tip 2.

3. Analiza asocierii modelelor genetice cu DZ tip 2 in loturile de studiu

Am analizat dacad existd o asociere semnificativa statistic intre diagnosticul de DZ tip 2 si
prezenta unui anumit model genetic (Tabelele 11-V).

e Model dominant: C/C vs C/T+T/T,

e Model aditiv: C/C vs C/T vs T/T,

e Model recesiv: T/T vs C/C+C/T,

e Model co-dominant: C/T vs C/C+T/T,

e Model homozigot: C/C vs T/T,

e Model heterozigot: C/C vs C/T.



3.1. Pentru polimorfismul rs7903146 al genei TCF7L2 am analizat posibilitatea asocierii
unui anumit model genetic cu prezenta DZ tip 2 in lotul control si 1n cel al pacientilor
cu DZ tip 2 (Tabelele 1I-111).

Tabelul II. Genotipurile si frecventa alelelor pentru polimorfismul rs7903146 al

genei TCF7L2 in lotul control si in cel al pacientilor cu DZ tip 2

Polimorfismul | Total Barbati Femei

rs7903146

Asociatie Pacienti Martor p Pacienti Martor p Pacienti Martor p
CIC 23 (43,4%) | 22 (73,3%) | 0,017 | 11 (42,3%) | 12 (75,0%) | 0,048 | 12 (44,4%) | 10(71,4%) | 0,255
CIT 25 (47,2%) | 5(16,7%) 13 (50,0%) | 2 (12,5%) 12 (44,4%) | 3 (21,4%)

TIT 5 (9,4%) 3 (10,0%) 2 (7,7%) 2 (12,5%) 3 (11,1%) 1 (7,1%)

Dominant

CIC 23 (43,4%) | 22 (73,3%) | 0,009 | 11 (42,3%) | 12 (75,0%) | 0,039 | 12 (44,4%) | 10(71,4%) | 0,100
CIT+T/T 30 (56,6%) | 8 (26,7%) 15 (57,7%) | 4 (25,0%) 15 (55,6%) | 4 (28,6%)

Recesiv

TIT 5 (9,4%) 3 (10,0%) 0,933 | 2 (7,7%) 2 (12,5%) 0,606 | 3(11,1%) 1 (7,1%) 0,685
C/IC+CIT 48 (90,6%) | 27 (90,0%) 24 (92,3%) | 14 (87,5%) 24 (88,9%) | 13 (92,9%)
Co-dominant

CIT 25 (47,2%) | 5(16,7%) 0,005 | 13(50,0%) | 2 (12,5%) 0,014 | 12 (44,4%) | 3 (21,4%) 0,147
CIC+TIT 28 (52,8%) | 25 (83,3%) 13 (50,0%) | 14 (87,5%) 15 (55,6%) | 11 (78,6%)
Homozigot

CIC 23 (82,1%) | 22(88,0%) | 0,552 | 11 (84,6%) | 12(85,7%) | 0,936 | 12 (80,0%) | 10(90,9%) | 0,446
T/T 5 (17,9%) 3 (12,0%) 2 (15,4%) 2 (14,3%) 3 (20,0%) 1(9,1%)
Heterozigot

CIC 23 (47,9%) | 22 (81,5%) | 0,004 | 11 (45,8%) | 12 (85,7%) | 0,015 | 12 (50,0%) | 10(76,9%) | 0,111
CIT 25 (52,1%) | 5(18,5%) 13 (54,2%) | 2 (14,3%) 12 (50,0%) | 3 (23,1%)

Alele

© 71(67,0%) 49(81,7%) | 0,042 | 35(67,3%) 26(81,3%) | 0,164 | 36(66,7%) 23(82,1%) | 0,139
T 35(33,0%) | 11 (18,3%) 17(32,7%) 6(18,8%) 18(33,3%) 5(17,9%)

Tabelul 11l. Analiza modelelor genetice si frecventei alelelor pentru polimorfismul

rs7903146 al genei TCF7L2 in lotul control si in cel al pacientilor cu DZ tip 2

Model genetic OR (1C95%) Chi-patrat |Grade de|p
Polimorfism rs7903146 libertate
Asociatie (C/C vs C/T vs T/T) 2 0,017
Dominant (C/T+T/T vs C/C) 3,587 (1,354-9,506) 6,91 1 0,009
Recesiv (T/T vs C/T+C/C) 0,943 (0,208-4,231) |0,07 1 0,933
Co-dominant (C/T vs C/C+T/T) | 4464 (1,484-3,429) | 7,723 1 0,005
Homozigot (C/C vs T/T) 0,627 (0,134-2,944) 10,354 1 0,552
Heterozigot (C/C vs C/T) 0,209 (0,068-0,643) [8,111 1 0,004
0,455 (0,211-0,983) |4,125 0,042

Alele (Cvs T)




e Pentru polimorfismul rs7903146 am observat diferente semnificative ale frecventei
combinatiilor alelice intre cele 2 loturi, ¥2(2)=8,1, p=0,017.

e Am observat o asociere semnificativa intre diagnosticul de DZ tip 2 si prezenta
genotipului (C/T+ T/T) comparativ cu genotipul C/C (modelul dominant), OR=
3,587, 1C95% = (1,354-9,506), x2(1)=6,91, p=0,009.

e Nu am observat 0 asociere semnificativa intre prezenta diagnosticului de DZ tip 2
cand am comparat polimorfismul T/T cu C/T+C/C (modelul recesiv), p=0,933.

e Am observat o asociere semnificativa intre diagnosticul de DZ tip 2 si prezenta
genotipului C/T comparativ cu genotipul (C/C+ T/T) (modelul co-dominant),
OR=4,464, 1C95% = (1,484-13,429), x2(1)=7,72, p=0,005.

e Nu am observat o asociere semnificativa intre prezenta diagnosticului de DZ tip 2
cand am comparat genotipul T/T cu C/C (modelul homozigot), p=0,552.

e Am observat 0 asociere semnificativa intre diagnosticul de DZ tip 2 si prezenta
genotipului C/C vs C/T (modelul heterozigot), OR=0,209, 1C95%= (0,068-0,643),
x2(1)=8,11, p=0,004.

e Am observat o asociere semnificativd intre diagnosticul de DZ tip 2 si frecventa
alelelor T comparativ cu frecventa alelelor C, OR=0,455, 1C95%=(0,211-0,983),
x2(1)=4,12, p=0,042. Pentru ca OR este subunitar, concluzionam ca alela C are rol
protectiv pentru riscul de diabet zaharat tip 2.

3.2. Pentru polimorfismul rs290487 al genei TCF7L2 am analizat posibilitatea asocierii unui
anumit model genetic cu prezenta DZ tip 2 in lotul control si 1n cel al pacientilor diabetici

(Tabelele 1V,V).

Tabelul IV. Genotipurile si frecventa alelelor pentru polimorfismul rs290487 al genei
TCF7L2 in lotul control si in cel al pacientilor cu DZ tip 2

Polimorfism Total Birbati Femei

rs290487

Asociatie Pacienti Martor p Pacienti Martor p Pacienti Martor p
CIC 36 (67,9%) | 20 (66,7%) | 0,982 | 13 (50,0%) 11 (68,8%) 0,487 | 23 (85,2%) 9 (64,3%) 0,188
CIT 14 (26,4%) | 8 (26,7%) 10 (38,5%) 4 (25,0%) 4 (14,8%) 4 (28,6%)

T/T 3(5,7%) 2 (6,7%) 3 (11,5%) 1 (6,3%) 0 (00,0%) 1(7,1%)

Dominant

CIC 36 (67,9%) | 20 (66,7%) | 0,906 | 13 (50,0%) 11 (68,8%) 0,233 | 23 (85,2%) 9 (64,3%) 0,125
CIT+TIT 17 (32,1%) | 10 (33,3%) 13 (50,0%) 5 (31,3%) 4 (14,8%) 5 (35,7%)

Recesiv

T/T 3(5,7%) 2 (6,7%) 0,853 | 3 (11,5%) 1 (6,3%) 0,571 | 0(00,0%) 1(7,1%) 0,160
CIC+CIT 50 (94,3%) | 28 (93,3%) 23 (88,5%) 15 (93,8%) 27 (100%) 13 (92,9%)
Co-dominant

CIT 14 (26,4%) | 8(26,7%) 0,980 | 10 (38,5%) 4 (25,0%) 0,369 | 4(14,8%) 4 (28,6%) 0,292
CIC+TIT 39 (73,6%) | 22 (73,3%) 16 (61,5%) 12 (75,0%) 23 (85,2%) 10 (71,4%)
Homozigot

CIC 36 (92,3%) | 20(90,9%) | 0,848 | 13 (81,3%) 11 (91,7%) 0,436 | 23 (100%) 9 (90,0%) 0,124
T/T 3 (7,7%) 2 (9,1%) 3 (18,8%) 1 (8,3%) 0 (00,0%) 1 (10,0%)
Heterozigot

CIC 36 (72,0%) | 20 (71,4%) | 0,957 | 13 (56,5%) 11 (73,3%) 0,294 | 23 (85,2%) 9 (64,3%) 0,237
CIT 14 (28,0%) | 8 (28,6%) 10 (43,5%) 4 (26,7%) 4 (14,8%) 4 (30,8%)

Alele

C 86 (81,1%) 48(80,0%) | 0,859 | 36(69,2%) 26(81,3%) 0,224 | 50(92,6%) 22(78,6%) 0,066
T 20(18,9%) | 12(20,0%) 16(30,8%) 6(18,8%) 4(7,4%) 6(21,4%)




Tabelul V. Analiza modelelor genetice si frecventei alelelor pentru polimorfismul
rs290487 al genei TCF7L2 in lotul control si in cel al pacientilor cu DZ tip 2

Model genetic OR (1C95%) Chi-patrat |Grade de(p
Polimorfism rs290487 libertate
Asociatie (C/C vs C/T vs T/T) 2 0,982
Dominant (C/T+T/Tvsc/C) | 0,944 (0,364-2,450) 10,014 1 0,906
Recesiv (T/T vs C/T+C/C) 0,840 (0,132-5,332) | 0,034 1 0,853
Co-dominant (C/T vs C/C+T/T) 0,987 (0,358-2,721) | 0,001 1 0,980
Homozigot (C/C vs T/T) 1,200 (0,185-7,792) | 0,037 1 0,848
Heterozigot (C/C vs C/T) 1,029 (0,369-2,871) | 0,003 1 0,957
Alele (Cvs T) 1,075 (0,484-2,388) (0,032 1 0,859

e Pentru polimorfismul rs290487 nu am observat diferente semnificative ale frecventei
combinatiilor alelice intre cele 2 loturi, p=0,982.

e Nu am observat o asociere semnificativa intre diagnosticul de DZ tip 2 si prezenta
genotipului (C/T+ T/T) comparativ cu genotipul C/C (modelul dominant), p=0,906.

e Nu am observat o asociere semnificativa intre prezenta diagnosticului de DZ tip 2
cand am comparat genotipul T/T cu genotipul (C/T+C/C) (modelul recesiv),
p=0,853.

e Nu am observat o asociere semnificativa intre diagnosticul de DZ tip 2 si prezenta
genotipului C/T comparativ cu genotipul (C/C+T/T) (modelul co-dominant),
p=0,980.

e De asemenea, nu am obsevat o asociere semnificativa intre prezenta diagnosticului de
DZ tip 2 cand am comparat genotipul T/T cu C/C (modelul homozigot), p=0,848.

e Nu am observat o asociere semnificativa intre diagnosticul de DZ tip 2 si prezenta
genotipului C/C comparativ cu genotipul C/T (modelul heterozigot), p=0,957.

e Nu am observat o asociere semnificativa intre diagnosticul de DZ tip 2 si frecventa
alelelor C comparativ cu frecventa alelelor T, p=0,859.



4. Predictia riscului de DZ tip 2 in functie de polimorfism pentru cele doua loturi

4.1. Predictia riscului DZ tip 2 pentru polimorfismul rs7903146 al genei TCF7L2 pentru
cele doua loturi (Tabelul V1)

Tabelul V1. Predictia riscului de DZ tip 2 pentru polimorfismul rs7903146 al genei TCF7L2

pentru cele doua loturi

DZ tip 2 Control p OR (IC 95%)
(n=53) (n=30)
Genotip
C/C | 23(43,4%) | 22(73,3%) | 0,026 |1
C/IT | 25(47,2%) | 5 (16,7%) 5,137 (1,558; 16,939) / 0,007
T/IT | 5(9,4%) 3 (10,0%) 1,194 (0,229; 6,229) / 0,833
Modelul aditiv
Ci/C 23 (82,1%) | 22 (88,0%) | 0,550 | 1,594 (0,340; 7,482) / 0,554
T/T 5(27,9%) | 3 (12,0 %) 1
Modelul recesiv
C/IC-C/T 48 (90,6%) | 27 (90,0%) | 0,933 | 1,067 (0,236; 4,814) / 0,933
T/T 5 (9,4%) 3 (10,0%) 1
Modelul dominant
C/C 23 (43,4%) | 22 (73,3%) | 0,008 | 3,587 (1,354; 9,506) / 0,010
CIT-TIT 30 (56,6%) | 8 (26,7 %) 1

Am aplicat regresia logisticd cu scopul de a prezice prezenta diagnosticului de DZ tip
2, plecand de la genotipul polimorfismului rs7903146 si controland variabilele de
varsta si sex. Modelul final a continut 3 variabile si este semnificativ statistic, }2(4,
N=83)=17,54, p=0,002, indicand cd modelul propus poate face distinctie intre
persoanele diagnosticate sau nu cu DZ tip 2. Controland efectele varstei si sexului,
modelul explica intre 19,1%-26,1% din varianta prezentei diagnosticului de DZ tip 2
si clasifica corect 71,1% din cazuri. Polimorfismul genetic rs7903146 este predictiv
pentru diagnosticul de DZ tip 2, p=0,026. Comparativ cu persoanele cu genotip
CIC, cei cu genotip C/T au de 5,13 ori mai multe sanse de a prezenta DZ tip 2,
cand celelalte variabile din model se pastreaza constante. In schimb, nu am
observat diferente intre prezenta genotipului T/T si C/C in ceea ce priveste
capacitatea predictiva a DZ tip 2, p=0,833.

Nu am putut construi un model predictiv plecand de la modelul aditiv al rs7903146,
p=0,550 sau de la modelul recesiv al rs7903146, p=0,933.

Am aplicat regresia logisticd cu scopul de a prezice prezenta diagnosticului de DZ tip
2, plecand de la modelul dominant al polimorfismului rs7903146. Modelul final
este semnificativ statistic, ¥2(1, N=83)=7,13, p=0,008, indicand cd modelul propus
poate face distinctie Intre persoanele diagnosticate sau nu cu DZ tip 2. Modelul
explica intre 8,2%-11,3% din varianta prezentei diagnosticului de DZ tip 2 si clasifica
corect 63,9% din cazuri. Modelul dominant rs7903146 este predictiv pentru
diagnosticul de DZ tip 2, p=0,010. Comparativ cu persoanele cu genotip C/C, cei



cu genotip C/T + T/T au de 3,58 ori mai multe sanse de a prezenta DZ tip 2, cind
celelalte variabile din model se pastreaza constante.

4.2. Predictia riscului de DZ tip 2 pentru polimorfismul rs290487 al genei TCF7L2
pentru cele doua loturi (Tabelul VII)

Tabelul VII. Predictia riscului de DZ tip 2 pentru polimorfismul rs290487 al genei TCF7L2
pentru cele doua loturi

DZ tip 2 Control p OR (I1C 95%)
(n=53) (n=30)
Genotip
C/C | 36 (67,9%) 20(66,7%) | 0,836 | 1
C/T | 14(26,4%) 8 (26,7%) 1,411 (0,444 ; 4,481) /0,559
T/IT | 3(57%) 2 (6,7%) 1,242 0(0,172; 8,983) / 0,830
Modelul aditiv
C/C 36(92,3 %) 20(90,9) | 0,849 | 0,833 (0,128; 5,411)/ 0,849
TIT 3 (7,7%) 2 (9,1%) 1

Modelul recesiv
C/C-CIT 50 (94,3 %) 28(93,3%) | 0,854 | 1,190 (0,188; 7,556) / 0,853

T/T 3 (5,7%) 2 (6,7%) 1

Modelul dominant

Ci/C 36 (67,9%) 20(66,7%) | 0,907 | 1,059 (0,408; 2,747) / 0,906
CIT-TIT 17(32,1 %) 10(33,3%) 1

e Plecand de la genotipul polimorfismului rs290487 nu am putut crea o predictie a
diagnosticului de DZ tip 2, p=0,836.

e Nu am putut construi un model predictiv plecand de la modelul aditiv al rs290487,
p=0,849.

e Nu am putut construi un model predictiv plecand de la modelul recesiv al rs290487,
p=0,854.

e Nu am putut construi un model predictiv plecand de la modelul dominant al
rs290487, p=0,907.



5. Analiza caracteristicilor clinico-biologice ale subiectilor din cele doui loturi in
functie de genotipurile polimorfismelor rs7903146 si rs290487 ale genei TCF7L2

5.1. Analiza caracteristicilor clinico-biologice ale subiectilor din cele doua loturi in
functie de genotipurile polimorfismului rs7903146 al genei TCF7L2 (Tabelul VIII).

Tabelul VIII. Analiza caracteristicilor clinico-biologice ale subiectilor din cele doua loturi in
functie de genotipurile polimorfismului rs7903146 al genei TCF7L2

Parametru Lot Genotip Genotip Genotip Total p p
C/C C/T T/T interactiune
Media+/- Media+/- | Media+/- | Media +/-
DS DS DS DS

Varsta (ani) Dz 61,13 +/- 59,08 +/- | 66,60 +/- 60,68 +/- 0,164 | 0,449
8,546 8,195 2,966 8,201

Control | 53,55 +/- 56,20 +/- | 53,33 +/- 53,97 +/- 0,899

11,079 15,255 11,930 11,482

Virsta la diagnostic | DZ 52,935 +/- 51,824+/- | 58,800 +/- | 52,964 +/- 0,317 | -

(ani) 10,1828 9,1209 2,8636 9,3164

Durata bolii (ani) Dz 8,196 +/- 7,336 +/- | 7,800 +/- 7,753 +/- 0,869 | -
6,4645 49161 4,2071 5,5106

IMC (kg/m?) Dz 31,27 +/- 29,69 +/- | 26,22 +/- 30,05 +/- 0,068 | 0,240
4,90 4,26 1,86 4,57

Control | 27,85 +/- 27,74 +/- | 29,22 +/- | 27,96 +/- 0,915

5,35 6,64 3,84 5,30
Obezitate (%0) Dz 56,5 52,0 0,00 50,9 % 0,057 | 0,158
Control | 31,8 40,0 33,3 100 % 0,942
Obezitate Dz 91,3 92,0 80,0 90,6 % 0,721 | 0,159
abdominali (%)
Control | 54,5 80,0 66,7 100 % 0,570
Glicemie (mg/dl) Dz 142,60 +/- 159,17+/- | 126,18 +/- | 148,86 +/- | 0,322 | 0,548
40,84 61,09 39,03 51,61
Control | 92,67 +/- 92,00 +/- | 99,20 +/- | 93,21 +/- 0,760
13,55 16,20 22,15 14,39
HbA1C% (%) Dz 7,07 +/- 7,43 +/- 7,08 +/- 7,24 +/- 0,675 | 0,975
1,07 1,78 1,05 1,44
Control | 5,46 +/- 5,60 +/- 550 +/-0 | 5,51 +/- 0,882

0,40 0,26 0,33




Colesterol total | DZ 185,43 +/- 208,51 167,35 +/- | 194,61 +/- | 0,112 | 0,215
(mg/dl) 42,33 +/- 26,49 49,02
54,86
Control | 195,44 +/- 192,31 221,26 +/- | 197,50 +/- | 0,588
37,25 +/- 33,16 39,57
55,08
LDL-Colesterol Dz 106,00 +/- 129,60 91,00 +/- | 115,72 +/- | 0,090 | 0,186
(mg/dl) 37,55 +/- 30,39 45,86
51,88
Control | 119,91 +/- 118,60 148,00 +/- | 122,50 +/- | 0,451
31,39 +/- 38,58 36,16
54,93
HDL-Colesterol Dz 47,51 +/- 48,95 +/- | 50,69 +/- | 48,49 +/- 0,857 | 0,632
(mg/dl) 14,37 11,69 10,78 12,66
Control | 53,32 +/- 48,88 +/- | 49,53 +/- | 52,20 +/- 0,733
12,93 8,50 18,28 12,56
Trigliceride (mg/dl) | Dz 159,56 +/- 149,75 128,79 +/- | 152,03 +/- | 0,547 | 0,599
61,35 +/- 56,39 57,78
55,50
Control | 111,44 +/- 124,18 118,36 +/- | 114,26 +/- | 0,872
52,26 +/- 27,10 49,41
53,09
RFG Dz 86,95 +/- 92,24 +/- | 78,4 +/- 88,74 +/- 0,313 | 0,876
(ml/min/1,73 m?) 22,151 17,001 19,92 19,562
Control | 97,14 +/- 98,4 +/- 92 +/- 96,83 +/- 0,804
12,08 18,569 19,157 13,47
Microalbuminurie Dz 21,7 20,0 40,0 22,6 % 0,598 | -
>30mg/l (%)
Polineuropatie Dz 60,9 72,0 60,0 66,0% 0,675 | -
diabetici (%)
Retinopatie Dz 13,0 20,0 20,0 17,0 % 0,905 | -
diabetici (%)

Nu am observat o

asociere semnificativa statistic intre caracteristicile clinico-biologice ale
subiectilor din cele douad loturi si genotipurile polimorfismului rs7903146 al genei TCF7L2.




5.2. Analiza caracteristicilor clinico-biologice ale subiectilor din cele doua loturi in

functie de genotipurile polimorfismului rs290487 al genei TCF7L2 (Tabelul 1X).

Tabelul IX. Analiza caracteristicilor clinico-biologice ale subiectilor din cele doua loturi in

functie de genotipurile polimorfismului rs290487 al genei TCF7L2

Parametru Lot Genotip Genotip Genotip Total p p
C/C CIT T/T interactiune
Media+/- Media+/- Media+/- Media+/-
DS DS DS DS
Varsta (ani) Dz 60,97+/- 60,71+/- 57,00+/- 60,68+/- 0,730 0,099
8,378 7,436 11,790 8,201
Control | 57,15+/- 46,38+/- 52,50+/- 53,97+/- 0,075
9,615 14,071 3,536 11,482
Virsta la diagnostic | DZ 8,12+/- 6,31+/- 10,00+/- 7,75+/- 0,454 -
(ani) 5,892 4,513 5,000 5,510
Durata bolii (ani) Dz 52,90+/- 54,40+/- 47,00+/- 52,96+/- 0,466 -
9,802 8,397 7,000 9,316
IMC (kg/m?) Dz 29,5+/- 31,7+/- 28,6+/- 30,1+/- 0,282 0,045
4,06+/- 5,74+/- 3,71+/- 4,57+/-
Control | 26,1+/- 30,5+/- 36,1+/- 27,9+/- 0,007
3,90 4,34 11,88 5,30
Obezitate (%0) Dz 47,2% 57,1% 33,3% 49,1% 0,701 0,221
Control | 20,00% 62,50% 50,00% 33,30% 0,086
Obezitate Dz 88,90% 92,90% 100,00% 90,60% 0,772 0,950
abdominala (%)
Control | 60,00% 62,50% 50,00% 60,00% 0,949
Glicemie (mg/dl) Dz 149,350+/- 153,807+/- 120,033+/- | 148,868+/- | 0,595 0,832
43,1806 72,2247 36,0106 51,6107
Control | 93,590+/- 93,963+/- 86,500+/- 93,217+/- 0,802
16,2338 11,0366 7,3539 14,3976
HbA1C% (%0) Dz 7,211+/- 7,486+/- 6,567+/- 7,247+/- 0,595 0,780
1,0474 2,2620 0,8083 1,4442
Control | 5,617+/- 5,300+/- 5,500+/- 5,510+/- 0,460
0,1941 0,5568 0 0,3348
Colesterol total | DZ 190,1608+/- | 212,6507+/- | 163,9033+/- | 194,6153+/- | 0,187 0,242
(mg/dl) 39,27184 69,49723 7,47323 49,02463




Control | 205,5975+/- | 190,1000+/- | 146,1950+/- | 197,5047+/- | 0,104
40,67194 28,88337 33,53807 39,57026
LDL Colesterol Dz 109,22+/- 136,71+/- 95,67+/- 115,72+/- 0,120 0,157
(mg/dl) 36,484 64,063 16,442 45,863
Control | 129,00+/- 114,50+/- 89,50+/- 122,50+/- 0,267
38,575 27,229 30,406 36,161
HDL Colesterol Dz 49,3136+/- 46,9250+/- 46,0000+/- | 48,4951+/- 0,792 0,562
(mg/dl) 14,19375 9,42924 5,55608 12,66892
Control | 53,5800+/- 52,3388+/- 37,8700+/- | 52,2017+/- 0,248
13,09763 10,72293 7,87717 12,56057
Trigliceride Dz 158,3992+/- | 144,4864+/- | 110,9133+/- | 152,0362+/- | 0,340 0,800
(mg/dl) 60,46391 46,37629 72,01112 57,78205
Control | 115,4085+/- | 116,2788+/- | 94,7350+/- | 114,2623+/- | 0,842
53,68822 45,63260 25,57605 49,41659
RFG Dz 87,61+/- 88,14+/- 104,00+/- 88,74+/- 0,385 0,744
(ml/min/1,73 m?) 21,452 15,155 12,124 19,562
Control | 94,45+/- 100,75+/- 105,00+/- 96,83+/- 0,374
11,980 17,515 4,243 13,470
Microalbuminurie Dz 19,4% 21,4% 66,7% 22,6% 0,170 -
>30mg/1 (%)
Polineuropatie Dz 61,10% 71,40% 100,00% 66,00% 0,348 -
diabetica (%)
Retinopatie Dz 19,40% 7,10% 33,30% 17,00% 0,431 -
diabetici (%)

Nu am observat diferente semnificative intre genotipurile rs290487 ale genei TCF712 si

caracteristicile clinico-biologice ale subiectilor din cele loturi cu exceptia BMI-ului.

Analizand complicatiile cronice ale DZ tip 2 nu am observat o asociere semnificativa
intre genotipurile fiecarui polimorfism studiat si complicatiile micro si macrovasculare

ale DZ tip 2.




6. Analiza relatiei dintre factorii de risc si genotipurile celor doua polimorfisme pentru
ambele loturi studiate

Tabelul X. Analiza relatiei dintre factorii de risc si genotipurile polimorfismului rs7903146 al
genei TCF7L2 pentru cele doua loturi

Factor de | Lot Genotip | Genotip | Genotip | Total p p
risc C/C CIT T/IT interactiune
(%) (%) (%) (%)
Fumat Dz 21,7 28,0 20,3 24,5 0,854 0,788
Control | 18,2 20,0 33,3 20,0 0,827
Activitate | DZ 34,8 28,0 60,0 34,0 0,384 0,488
fizica
regulata
Control | 45,5 20,0 0,0 36,7 0,216
Consum Dz 39,1 48,0 20,0 41,5 0,487 0,594
de alcool
Control | 31,8 20,0 33,3 30,0 0,866

Tabelul XI. Analiza relatiei dintre factorii de risc si genotipurile polimorfismului
rs290487 al TCF7L2 pentru cele doua loturi

Factor de | Lot Genotip | Genotip | Genotip | Total p p
risc C/C CIT T/T interactiune
(%) (%) (%) (%)
Fumat Dz 25,0 28,6 0 24,5 0,576 0,986
Control 20,0 12,5 50,0 20,0 0,495
Activitate | DZ 36,1 21,4 66,7 34,0 0,289 0,675
fizica
regulata | Control 40,0 37,5 0,0 36,7 0,534
Consum | DZ 36,1 50,0 66,7 41,5 0,443 0,557
de alcool
Control 35,0 12,5 50,0 30,0 0,409

Analizand relatia dintre factorii de risc precum fumatul, sedentarismul si consumul de acool,
nu am observat o asociere semnificativa intre acestia si genotipurile celor doud polimorfisme
studiate.
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DISCUTII

DZ de tip 2 este o boala care se caracterizeaza prin incapacitatea celulelor beta pancreatice de
a creste secretia de insulind pentru a compensa rezistenta la insulina in tesuturile periferice si
in a carei patogenie factorii genetici joacd un rol important.

Cateva dintre polimorfismele genei TCF7L2 se asociaza cu un risc crescut de a dezvolta DZ
tip 2. Polimorfismele rs7903146 si rs290487 sunt doua dintre polimorfismele genei TCF7L2
pentru care s-a demonstrat asocierea cu DZ tip 2 1n cateva grupuri etnice.

In lucrarea de fatdi am analizat pentru prima dati in tara noastrd asocierea dintre
polimorfismele rs7903146 si rs290487 ale genei TCF7L2 si riscul aparitiei DZ tip 2 intr-un
subgrup populational din Sud-Estul Romaniei.

Pentru analiza geneticd s-a utilizat secventierea directa a ADN-ului genomic, prin metoda
pirosecventierii, o tehnologie unica de detectie bazata pe principiul secventierii prin sinteza,
care furnizeaza date cantitative in timp real fara necesitatea utilizarii gelurilor, sondelor sau
marcarii.

Pe langa caracterizarea SNP, insertiilor sau deletiilor si a secventelor necunoscute,
pirosecventierea poate cuantifica frecventa alelelor si nivelele de metilare la situsuri CpG si
non-CpG (CpN).

Integrand detectia si cuantificarea variantelor genetice, platforma Pyromark reduce costurile si
timpul necesar comparativ cu analiza prin PCR urmata de analiza pe gel.

Principalul avantaj al utilizarii pirosecventierii in cazul polimorfismelor genei TCF7L2 a fost
faptul cd in zona respectivd nu existad un situs pentru o enzima de restrictie.

In articolele care utilizau analiza prin PCR (49), unul dintre primeri prezenta o mutatie,
urmand ca la pacientii care prezentau polimorfismul sd Se creeze un situs pentru enzima
respectiva de restrictie, daca mutatia era inseratd prin PCR. Aceastd abordare nu era corecta
de aceea am folosit primeri fard mutatii si am secventiat regiunea respectiva.

Analiza realizata pentru polimorfismul rs7903146 al genei TCF7L2 a demonstrat ca exista o
asociere semnificativa intre frecventa alelei minore T si DZ tip 2, alela C avand un rol
protector. De asemenea, am observat ca in cazul polimorfismului rs7903146 modelul
dominant este predictiv pentru DZ tip 2. Indivizii cu genotipul C/T+T/T comparandu-i cu cei
cu genotipul C/C au sanse de 3,58 de ori mai mari de a dezvolta DZ tip 2 atunci cand celelalte
variabile sunt constante in modelul analizat. Astfel, putem considera cd polimorfismul
rs7903146 al genei TCF7L2 este predictiv pentru DZ tip 2 in populatia Romaniei.

Rezultatele pe care le-am obtinut sunt in concordanta cu rezultatele studiului lui Lyssenko et
al. care a raportat o asociere semnificativa intre genotipul CT/TT al polimorfismului
rs7903146 si riscul de DZ tip 2 in doud cohorte independente (56).

De asemenea, si meta-analiza realizata de catre Song et al. analizand 66 de studii a raportat
asocierea dintre polimorfismul rs7903146 si DZ tip 2. Autorii au observat o diferenta
semnificativa intre frecventa alelei minore T in diferite populatii, existdnd o frecventa mai



mare la caucazieni, africani si hispanici (0,16-0,48%) si mult mai putin frecventa in populatia
din Asia de Est (0,02-0,04%) (57).

In anul 2013, Peng et al. a realizat o meta-analiza care a cuprins 60 de studii in care a urmarit
asocierea dintre polimorfismul rs7903146 si riscul aparitiei DZ tip 2. Din total acestora, 42 de
studiii au raporat o asociere semnificativda Intre acest polimorfism si riscul de DZ tip 2 cu
exceptia unor grupuri etnice precum indienii americani Pima, mexicanii si brazilienii (24).
Totusi, studiul lui Barra et al. din anul 2012 a raportat intr-un grup populational din regiunea
centrala a Braziliei o asociere semnificativa intre genotipul T/T al rs7903146 si riscul de DZ
tip 2 (58).

In ceea ce priveste polimorfismul rs290487 nu am observat diferente semnificative ale
frecventei combinatiilor alelice intre cele doua loturi. De asemenea, nu am observat 0 asociere
semnificativd Intre diagnosticul de DZ tip 2 si prezenta vreunui model genetic pentru
polimorfismul rs290487, p>0,05, rezultatele fiind similare cu cele raportate si de catre alti
autori cum ar fi Chang Y.C. et al. precum si cele prezentate in meta-analiza realizata de catre
Peng et al. (24,25,31,32).

Totusi existad insa studii care demonstreaza existenta unei asocieri semnificative Intre prezenta
polimorfismului rs290487 si riscul de DZ tip 2 (27,29,49,59).

Studiile realizate de catre. Ren Q. et al. in anul 2008 (29) pe populatia chineza, Pi-Hua Liu et
al. (27) realizat in anul 2009 pe adolescenti taiwanezi si tineri caucazieni, Wang J. et al .(49)
in anul 2013 pe populatia chineza din regiunea Han si studiul Iui Shokouhi S. et al. (59) din
anul 2014 pe un grup etnic Kurd au demonstrat existenta unei asocieri semnificative intre
prezenta polimorfismului rs290487 al genei TCF7L2 si riscul de DZ tip 2.

Plecand de la polimorfismului rs290487 nu am putut crea o predictie a diagnosticului de DZ
tip 2 pentru niciun model genetic.

De asemenea, nu am observat o asociere Intre caracteristicile clinico-biologice ale subiectilor
din cele doua loturi si genotipurile polimorfismului rs7903146 al genei TCF7L2. Mai mult,
nu am observat diferente semnificative intre genotipurile polimorfismului rs290487 al genei
TCF712 si caracteristicile clinico-biologice ale subiectilor din cele doua loturi cu exceptia
IMC-ului. Rezultate similare referitoare la asocierea celor doua polimorfisme si caracterisicile
clinico-biologice ale subiectilor au fost raportate si de catre alte studii cum ar fi si cel condus
de catre Wang J. et al. realizat in anul 2013 pe o populatie chineza din regiunea Han (49).
Studii recente realizate de catre Buraczynska M. et al. (60), Ciccacci C. et al. (61), Muendlein
A. et al. (62) au demonstrat faptul ca prezenta alelei minore T a polimorfismului rs7903146
este asociatd cu prezenta complicatiilor cronice ale DZ tip 2 cum ar fi neuropatia, nefropatia
diabetica, retinopatia diabetica si boala cardio-vasculara.

Buraczynska M. et al. a observat ca alela T a polimorfismului rs7903146 s-a asociat
puternic cu nefropatia recent dupa debutul diabetului zaharat (60).

Muendlein A. et al. a analizat asocierea dintre polimorfismul rs7903146 si modificarile
angiografice ale bolii coronariene la pacientii diabetici si non-diabetici intr-un studiu realizat
pe populatia caucaziana din Austria si a observat ca acest polimorfism s-a asociat semnificativ
cu modificarile angiografice la pacientii cu DZ tip 2 (62).

Intr-un studiu realizat de citre Ciccacci et al. in anul 2012, analizandu-se rolul
polimorfismului genei TCF7L2 in patogenia retinopatiei diabetice si a neuropatiei diabetice,



s-a concluzionat ca exista o puternica corelatie intre polimorfismul rs7903146 si prezenta
neuropatiei autonome precum si a retinopatiei diabetice (61).

De asemenea, autori precum Maeda S. et al. si Sale M.M. et al. au raportat existenta unei
asocieri intre polimorfismul genei TCF7L2 si nefropatia diabeticd in populatia japoneza
respectiv afro-americana (63,64).

Si studiul lui Hajarah Hussain et al. publicat in anul 2014, realizat pe populatia din India a
demonstrat o asociere intre polimorfismul rs7903146 al genei TCF7L2 si prezenta
nefropatiei diabetice (65).

In ceea ce priveste rata filtrarii glomerulare si prezenta microalbuminuriei, studiul realizat de
catre Franceschini N et al. a raportat o asociere intre polimorfismul genei TCF7L2 si scaderea
ratei filtrarii glomerulare dar nu a raportat o asociere si cu microalbuminuria (65,66).

In lucrarea prezenta, analizand complicatiile cronice ale DZ tip 2 nu am observat o asociere
semnificativa intre genotipurile fiecarui polimorfism studiat si complicatiile micro- si
macrovasculare ale DZ tip 2.

Existd de asemenea si studii care nu au demonstrat o asociere intre polimorfismul genei
TCF7L2 si mecanismele patogene ale neuropatie diabetice, nefropatiei diabetice si
retinopatiei diabetice.

De exemplu, in studiul condus de cdtre Buchbinder S. et al. publicat in anul 2008, nu s-a
demonstrat o asociere intre polimorfismul genei TCF7L2 si complicatiile microvasculare
asociate diabetului zaharat tip 2 (67).

Intr-un studiu realizat de citre Sousa A.G. et al. pe doui populatii independente din Brazilia
S-a observat ca existd o asociere intre polimorfismul rs7903146 al genei TCF7L2 si
severitatea afectarii coronariene in special la subiectii fard DZ (68).

De asemenea, studiul realizat de catre Tais Assmann et al. pe o populatie din sudul Braziliei
nu a raportat o asociere semnificativd intre polimorfismul rs7903146 si prevalenta
retinopatiei diabetice si a nefropatiei diabetice (69).

Analizand relatia dintre factorii de risc precum fumatul, sedentarismul si consumul de acool,
nu am observat o asociere semnificativa intre acestia si genotipurile celor doua polimorfisme
studiate, rezultate care sunt In concordanta si cu alte date din literatura precum cele raportate
de catre Wang et al. in studiul publicat in anul 2013 si care a fost realizat pe populatia chineza
din regiunea Han (49).

Rezultatele cercetarii actuale demonstreaza ca genotipul C/T al polimorfismului rs7903146
al genei TCF7L2 se asociaza cu DZ tip 2 intr-un grup popultional din Romania. De
asemenea, polimorfismul rs290487 al genei TCF7L2 nu se asociaza cu DZ tip 2 in aceeasi
rs7903146 cu complicatiile DZ tip 2 sunt necesare studii viitoare care sa includa un numar
mai mare de subiecti.



ORIGINALITATEA LUCRARII

Acest studiu si-a propus largirea domeniului de cunoastere privind implicarea factorilor
genetici, in particular a polimorfismelor genei TCF7L2 in patogenia DZ tip 2.

Rezultatele acestui studiu oferd in premierd informatii privind distributia celor doua
polimorfisme rs7903146 si rs290487 ale genei TCF7L2 si rolul lor in riscul aparitiei DZ tip
2 pentru populatia din Sud-Estul Romaniei.

In aceastd cercetare secventierea directa a ADN-ului genomic s-a realizat prin metoda
pirosecventierii, o metoda introdusa relativ recent in practica curenta de laborator.

CONCLUZII

1. In aceasti lucrare am analizat pentru prima datd in Romania asocierea celor doui
polimorfisme ale genei TCF7L2 si anume, rs7903146 si rs290487, identificate prin
metoda pirosecventierii, cu statusul diabetic intr-un subgrup populational din
Bucuresti si imprejurimi.

2. Analiza statistica pentru polimorfismul rs7903146 a evidentiat diferente
semnificative ale frecventei combinatiilor alelice intre cele 2 loturi, ¥2(2)=8,1,
p=0,017.

3. Am observat o asociere semnificativa intre diagnosticul de DZ tip 2 si prezenta
genotipului (C/T+ T/T) comparativ cu genotipul C/C (modelul dominant), OR=
3,587, 1C95% = (1,354-9,506), x2(1)=6,91, p=0,009.

4. Am observat o asociere semnificativa intre diagnosticul de DZ tip 2 si prezenta
genotipului C/T comparativ cu genotipul (C/C+ T/T) ( modelul co-dominant), OR
= 4,464 1C95% = (1,484-13,429), x2(1)=7,72, p=0,005.

5. De asemenea, am observat o asociere semnificativa intre diagnosticul de DZ tip 2 si
prezenta genotipului C/T comparativ cu C/C (modelul heterozigot), OR = 0,209,
1C95% = (0,068-0,643), x2(1)=8,11, p=0,004.

6. Am observat o asociere semnificativd intre diagnosticul de DZ tip 2 si frecventa
alelelor T comparativ cu frecventa alelelor C, OR = 0,455 1C95% = (0,211-0,983),
x2(1)=4,12, p=0,042, si deoarece OR este subunitar, concluzionam ca alela C are rol
protectiv in riscul de DZ tip 2.

7. In ceea ce priveste polimorfismul rs290487 nu am observat diferente semnificative
ale frecventei combinatiilor alelice intre cele doua loturi, p=0,982; nu am observat o
asociere semnificativa intre diagnosticul de DZ tip 2 si prezenta vreunui model genetic
pentru polimorfismul rs290487, p>0,05, rezultatele fiind similare cu cele raportate si
de catre alti autori si de asemenea, nu am observat o asociere semnificativd intre
diagnosticul de DZ tip 2 si frecventa alelelor C comparativ cu frecventa alelelor T,
p=0,859.

8. In ceea ce priveste predictia DZ tip 2, rezultatele indica faptul ca polimorfismul
rs7903146 este predictiv pentru diagnosticul de DZ tip 2, p=0,026. Comparativ cu
persoanele cu genotip C/C, cei cu genotip C/T au de 5,13 ori mai multe sanse de a
prezenta DZ tip 2, cind celelalte variabile din model se pastreazia constante.
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Modelul dominant rs7903146 este predictiv pentru diagnosticul de DZ tip 2,
p=0,010. Comparativ cu persoanele cu genotip C/C, cei cu genotip C/T + T/T au
de 3,58 ori mai multe sanse de a prezenta DZ tip 2, cind celelalte variabile din
model se pastreaza constante.

Plecand de la genotipul polimorfismului rs290487 nu am putut crea o predictie a
diagnosticului de DZ tip 2, p=0,836 si nu am putut construi un model predictiv
plecand de la modelul aditiv al rs290487 (p=0,849) sau de la modelul recesiv al
rs290487 (p=0,854), precum nici pentru modelul dominant al rs290487 (p=0,907).
Nu am observat o asociere semnificativa statistic intre caracteristicile clinico-biologice
ale subiectilor din cele doua loturi si genotipurile polimorfismelor studiate (p>0,05) cu
exceptia valorii medii a IMC-ului pentru polimorfismul rs290487.

De asemenea, nu am observat o asociere semnificativa intre genotipurile
polimorfismelor rs7903146 si rs290487 si complicatiile micro si macrovasculare ale
DZ tip 2.

In plus, nu am observat o corelatie semnificativa statistic intre factorii de risc asociati
DZ tip 2 si polimorfismele studiate.

Polimorfismul rs7903146 al genei TCF7L2 este cel mai important marker genetic
asociat cu DZ tip 2.

Este importantd determinarea prezentei polimorfismului genei TCF7L2 deoarece
prezenta acestuia s-ar putea asocia cu un anumit profil metabolic al pacientilor, cu
prezenta anumitor complicatii, ceea ce ar determina si o anumita atitudine terapeutica
care in final ar ameliora prognosticul pacientului.

In concluzie, rezultatele studiul demonstreaza faptul ca genotipul C/T al
polimorfismului rs7903146 al genei TCF7L2 precum si modelele dominant, co-
dominant si heterozigot ale acestui polimorfism sunt asociate cu riscul de DZ tip 2,
iar polimorfismul rs290487 al TCF7L2 nu este asociat cu riscul de DZ tip 2 intr-un
subgrup populational al Romaniei.
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