Polimorfizm genu LCT-13910 C > T a otytos$¢ u kobiet
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Streszczenie

Celem pracy badawczej byto okreslenie zwiazku poli-
morfizmu C/T-13910 (rs4988235) genu LCT z otytoscia
i ze spozyciem produktéw mlecznych. Badania przepro-
wadzono w grupie 250 zdrowych kobiet (Srednia wie-
ku: 32, mediana: 23) honorowo oddajacych krew
w Regionalnym Centrum Krwiodawstwa i Krwiolecz-
nictwa w Szczecinie.

Do badan genetycznych pobrano probki krwi. Izola-
cja DNA z pobranych prébek (2 ml) zostata przepro-
wadzona przy uzyciu sond DNeasy Blood & Tissue Kit
(Qiagen). Polimorfizm genu LCT oznaczono za pomoca
sond Tag-MAN SNP Genotyping Assay (Applied Bio-
systems, USA). Okreslenie wariantu zostato przeprowa-
dzone automatycznie, poprzez analize fluorescencji
z wykorzystaniem urzadzenia 7500 Fast Applied Bio-
systems. Do badan ankietowych wykorzystano kwes-
tionariusz sktadajacy si¢ z 11 pytan. Zebrano takze
pomiary antropometryczne, ktore pozwolity na osza-
cowanie sktadnikéw tkankowych oraz BMI w celu
stwierdzenia ewentualnej otytosci.

Czestos¢ genotypoéw w catej badanej grupie byta
nastepujaca: 35,2% CC (nietolerancja laktozy), 47,2%
CT i 17,6% TT. Obliczono zalezno$¢ miedzy genoty-
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pem CC oraz CT i TT a warto$ciami BMI. Wartos¢
wspotczynnika korelacji (OR) wynosita 0,82 [0,5-
1,36], przy p=0,44. W badanej grupie kobiet nie
odnotowano réwniez istotnej statystycznie zaleznosci
miedzy genotypem CC oraz CT i TT a ttuszczem cal-
kowitym w odsetkach masy ciata (F%); OR=1,01
[0,68-1,49], p=0,95. Najistotniejsze informacje uzys-
kano analizujac pomiary antropometryczne. Najwiecej
0sOb z nadwagg i otytoscig (BMI=25,0 kg/m?) byto
wsrod kobiet z genotypem CC (39,73%). Wartosé
wspotczynnika korelacji dowodzi obecnosci istotnego
statystycznie zwigzku miedzy BMI a ttuszczem catko-
witym w odsetkach masy ciata (p=0,0000). W bada-
nej grupie jedynie 4% oso6b zgtosito, ze nie spozywa
produktéw mlecznych i tylko 21,6% badanych (w tym
najwiecej z genotypem CC) zaobserwowato dolegli-
wosci, w postaci: bolow brzucha, kolki jelitowej, bie-
gunki, nadmiernego oddawanie gazow, wzdec¢, nud-
nosci, wymiotéw oraz zmian skérnych, co moze
swiadczy¢ o tym, ze aby unikngé dolegliwosci osoby
z nietolerancja laktozy stosuja diete personalizowa-
na.

Stowa kluczowe: mutacja genu LCT, nietolerancja
laktozy, BMI, pomiary antropometryczne, otytos¢
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Summary

The aim of this study was to determine the relation-
ship between polymorphism C/T-13910 (rs4988235)
of LCT gene and obesity including intake of dairy prod-
ucts. The study covered 250 healthy women (mean
age: 32, median: 23) who were voluntary blood donors
at the Regional Centre of Blood Donation and Blood
Treatment in Szczecin (Regionalne Centrum Krwiodaw-
stwa i Krwiolecznictwa w Szczecinie). For the need of
genetic testing blood samples were taken. DNA was
isolated from collected samples, 2ml each and the task
was performed with the use of DNeasy Blood & Tissue
Kit (Qiagen). By means of Tag-MAN SNP Genotyping
Assay (Applied Biosystems, USA) polymorphism of LCT
gene was assessed. For the purpose of optional deter-
mination the fluorescence data were analysed using
allelic discrimination 7500 Software v. 2.0.2. In addition
the survey was completed by a questionnaire consisting
of 11 questions. Each volunteer underwent anthropo-
metric measurements which were the basis for the esti-
mation of tissue components and BMI indication of
obesity. Frequency of genotypes was identified as fol-
lows: 35.2% of CC (lactose intolerance), 47.2% CT

and 17.6% TT. The relationship between BMI and geno-
types CC, CT and TT was evaluated and correlation
coefficient (OR) amounted to 0.82 [0.5-1.36], p=0.44.
Among the participants no statistically significant rela-
tion between genotype CC, CT or TT and total fat per-
centage of the body weight (F%) was found. The most
important information provided anthropometric data
analysis. The largest group of overweight women or
those faced with the problem of obesity (BMI=25.0
kg/m?) were found among those with CC genotype
which makes 39.73%. The correlation coefficient value
shows statistically significant relationship between BMI
and total fat percentage of the body weight p=0.0000).
Only 4% of respondents claimed that they do not eat
dairy products at all. 21.6% (most of them of CC geno-
type) reported symptoms of discomfort such as abdom-
inal pain, intestinal colic, diarrhoea, excess wind, flat-
ulence, nausea, vomiting or skin lesions after the intake
of dairy products, what imputes that individuals under
study adjusted their personal diet so that they could
avoid gastrointestinal discomfort.

Key words: LCT gene mutation, lactose intolerance,
BMI, anthropometric measurements, obesity

Wstep

LCT jest to gen kodujgcy laktaze — enzym rozkta-
dajacy cukier mleczny laktoze na D-glukoze i D-
galaktoze. Laktoza jest podstawowym weglowoda-
nem wystepujacym w mleku kobiecym (7%) i kro-
wim (4,5-5,3%) oraz w produktach mlecznych.
[1, 2, 3]. Jest ona mniej stodka od glukozy i sacha-
rozy, co ma korzystny wptyw na prawidtowy rozwoj
zmystu smaku oraz regulacje taknienia u dzieci. Ze
wzgledu na zdolnosci prebiotyczne wywiera korzyst-
ny wplyw na procesy regeneracyjne jelita. Laktoza
ma wzglednie maty poziom glikemiczny w poréw-
naniu z innymi cukrami, co sprzyja regulacji wydzie-
lania hormonéw (np.: insuliny, glukagonu i peptydu
zotadkowo-jelitowego). Wptywa takze korzystnie
na regulacje motoryki przewodu pokarmowego.
Zawarta w laktozie galaktoza stanowi podstawowy
element budulcowy o$rodkowego uktadu nerwowego
matego dziecka [4, 5, 6].

Prawidtowe trawienie laktozy jest uzaleznione
od aktywnosci laktazy — enzymu rabka szczoteczko-
wego enterocytow. Zdolnos¢ ekspresji laktazy, to
cecha genetyczna, ktéra spowodowana jest mutacja-
mi nie w obrebie samego genu laktazy LCT, ale muta-
cjami na zewnatrz genu, w obszarach intron6w inne-
go genu (MCMB®6), ktore wptywaja na ekspresje genu
LCT [7]. Wigkszos¢ ludzi przed osiggnieciem doro-
stosci traci zdolnos$¢ do trawienia laktozy. Dzieje si¢
tak, poniewaz enzym laktaza, odpowiedzialny za tra-
wienie laktozy od okoto 3-5 roku Zycia stopniowo
zanika [8]. Brak zdolnosci do trawienia mleka obja-

wia sie réznymi dolegliwosciami ze strony przewodu
pokarmowego, takimi jak: biegunka osmotyczna
u niemowlat, a u starszych dzieci, mtodziezy i doro-
stych — wzdecia, béle brzucha, uczucie petnosci, prze-
lewania, kurczenie, oddawanie nadmiernych ilosci
gazow. Objawy te mogg wystepowac pojedynczo lub
w r6znych kombinacjach, zazwyczaj od pét godziny
do dwunastu godzin po spozyciu positkow mlecz-
nych oraz innych produktéw zawierajacych laktoze
(3, 9].

Tolerancja laktozy wystepuje u wigkszosci miesz-
kancow poétnocnej Europy (u 90% Skandynawow),
ale rzadziej na potudniu kontynentu i na Bliskim
Wschodzie (u ok. 50% Hiszpanoéw i Francuzow).
U azjatyckich i afrykanskich populacji, nie majacych
wsrod przodkow pasterzy, jest bardzo rzadka (ok. 1%
Chinczykow, ok. 5-20% rolnikéw z zachodniej Afry-
ki). Natomiast czeSciej wystepuje u afrykanskich
ludoéw pasterskich (ok. 90% Tutsi i ok. 50% Fulani)
[10, 11, 12].

W Europie za tolerancje laktozy odpowiadaja
dwie mutacje: przede wszystkim zmiana C na T
w pozycji 13910, i nieco rzadsza zmiana G na A
w pozycji 22018 [6].

Wystepowanie wariantu CT lub TT polimorfizmu
genu laktazy LCT 13910 warunkuje zachowanie
aktywnosci laktazy na wysokim poziomie, takze
u os6b dorostych. Natomiast wariant CC zwigzany
jest z tendencja do istotnego zmniejszania aktyw-
nosci laktazy wraz z wiekiem, potencjalnie prowa-
dzac do hipolaktazji typu dorostych, chociaz nie
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zawsze jest to zwigzane z wystepowaniem objawow
klinicznych, czyli nietolerancji laktozy [13].

llos¢ spozywanych produktéw mlecznych przez
osoby z nietolerancjg laktozy moze by¢ uzalezniona
od nasilenia dolegliwosci gastrycznych po ich spo-
zyciu [14]. Niektore badania sugeruja, ze spozywanie
produktow mlecznych moze pomoc w zapobieganiu
nadmiernemu przyrostowi masy ciata u dzieci i mto-
dziezy, a nawet przyczyniac si¢ do jej utraty i, co cie-
kawe, gen LCT postrzegany jest jako nowy kandydat
wsrod gendw majgcych zwigzek z otytoscig [15, 16].

Celem niniejszych badan byta proba okreslenia
zwiagzku polimorfizmu C/T-13910 (rs4988235) genu
LCT z otytoscig i ze spozywaniem produktéw mlecz-
nych.

Materiat i metody

Badania przeprowadzono w grupie 250 zdrowych
kobiet (Sr. wieku: 32, mediana: 23) honorowo odda-
jacych krew w Regionalnym Centrum Krwiodawstwa
i Krwiolecznictwa w Szczecinie.

Do badan genetycznych pobrano probki krwi (2
ml). Izolacja DNA zostata przeprowadzona przy uzy-
ciu zestawu DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen).
Polimorfizm genu LCT badano przy uzyciu metodo-
logii Tag-MAN SNP genotyping assay (Applied Bio-
systems; Assay ID: C_2104745_10). Detekcje warian-
tu zostaty przeprowadzone automatycznie, poprzez
analize fluorescencji z uzyciem urzadzenia 7500 Fast
Applied Biosystems.

Do badan ankietowych utozono kwestionariusz
sktadajacy sie z 11 pytan, na podstawie ktorych uzys-
kano nastepujace informacje: dane socjodemogra-
ficzne, wzrost, masa ciata, spozywane produkty
mleczne i dolegliwosci po spozyciu tych produktow.
Bezposrednio dokonano nastepujgcych pomiaréw
antropometrycznych, tzn. obwody: pasa, bioder, pod-
udzia, klatki piersiowej, przedramienia.

Z zebranych pomiardéw somatycznych oszacowano
sktadniki tkankowe: ttuszcz catkowity w odsetkach
masy ciata (F%) i w kilogramach (Fkg), tkanke

Tabela I. Czestos¢ alleli/genotypoéw badanej grupy

aktywng w odsetkach masy ciata (TA%) i w kilogra-
mach (TAkg) oraz wskaznik BMI (Body Mass Index),
na podstawie ktorych mozna byto wnioskowaé
o otytosci.

Czestosci wystepowania poszczegdlnych genoty-
pow i alleli analizowano przy uzyciu programu

StatView®, z zastosowaniem testu Fishera.
Do wyliczenia korelacji miedzy wskaznikiem BMI
a F% zastosowano test Spearmana. P*0,05 uznano
za istotng statystycznie.

Na przeprowadzenie badan uzyskano zgode
Komisji Bioetycznej Pomorskiego Uniwersytetu
Medycznego w Szczecnie, numer — KB-0012/57/11,
z dnia 8 czerwca 2011 r.

Wyniki

W badanej grupie 35,2% (n=88, X wieku 33,72
lata) stanowily osoby z genotypem CC (nietolerancja
laktozy), 47,2% heterozygoty CT (n=118, X wie-
ku 30,02) a 17,6% (n=44, X wieku 33,86) osoby
z genotypem TT (tab. I). Wskaznik BMI w badanej
grupie kobiet wynosit od 17,2 do 38,7 kg/m? (X =24
kg/m?) i wedtug norm dla tego wskaznika wiekszo$¢
badanych kobiet miata prawidtowa mase ciata
(CC - 68,6%, CT — 44,9% i TT - 54,5%; ryc. 1).
Wartos$¢ wspotczynnika korelacji (OR) wynosita 0,82
[0,5-1,36], przy p =0,44. Natomiast poziom ttuszczu
catkowitego w odsetkach masy ciata (F%) wahat si¢
w badanej grupie od 18,69% do 46,95%. Odpo-
wiednio: 44,9% u kobiet z genotypem CT
oraz 54,5% z genotypem TT i 50% z genotypem CC
(ryc. 2). W badanej grupie nie odnotowano istotnej
statystycznie zaleznosci miedzy genotypem CC oraz
CTiTT a ttuszczem catkowitym w odsetkach masy
ciata; OR=1,01 [0,68-1,49], p=0,95. Wartos¢
wspotczynnika korelacji dowodzi obecnosci istotne-
go statystycznie zwigzku miedzy BMI a tluszczem
catkowitym w odsetkach masy ciata (p=0,0000)
(tab. I, ryc. 3).

W badanej grupie tylko 4% osob zgtosito, ze nie

Table I. Frequency of allels and occurrence/genotypes in scrutinized group

Czestos¢ alleli/genotypow
SNP Allel/genotyp N (%)
rs4988235 C/T 206/294 (41,2/58,8)
CC 88 (35,2)
CT 118 (47,2)
TT 44 (17,6)

SNP - polimorfizm pojedynczego nukleotydu, N — liczba badanych
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Figure 1. Dependence between genotypes and standards for Body Mass Index (BMI)
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Rycina 1. Zaleznos$¢ miedzy genotypami a normami dla Body Mass Index (BMI)

Tabela II. Charakterystyka badanej grupy
Table II. Characterization of the study group
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Figure 2. Dependence between genotypes and standards for total FAT (% body mass)
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Wykr. rozrzutu: BMI vs. F% X: BMI

X:Y: y =0,0785+0,01*x; r=0,7219; p = 0,0000; N =250
o _ Srednia = 23,92385
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Rycina 3. Korelacja miedzy wartosciami BMI a F%, p=0,0000
Figure 3. Correlation between BMI values and F%, p=0.0000

spozywa produktow mlecznych (ryc. 4). Najczesciej  badanych kobiet (w tym najwiecej z genotypem

spozywanymi produktami mlecznymi wsrdéd bada-  CC - 27,3%) zaobserwowato dolegliwosci po spo-
nych kobiet byty jogurty (86%). Mleko pito 79,2%  Zyciu produktéw mlecznych w postaci: boléw brzu-
kobiet, a twarég konsumowato 60,8% badanych.  cha, kolki jelitowej, biegunki, nadmiernego odda-
Podobnie ksztaltuje sie spozycie produktow mlecz-  wania gazéw, wzdeé, nudnosci, wymiotow oraz

nych u o0s6b z genotypem CC (ryc. 5). 21,6%  zmian skérnych (ryc. 6).
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Rycina 4. Spozycie produktéw mlecznych w badanych genotypach
Figure 4. Dairy products intake in scrutinized genotypes
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Rycina 5. Spozycie produktow mlecznych u 0s6b z genotypem CC
Figure 5. Dairy products intake in individuals with CC genotype
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Rycina 6. Wystepowanie dolegliwosci po spozyciu produktéw mlecznych w badanych genotypach
Figure 6. Discomfort after dairy products consumption in scrutinized genotypes

Dyskusja

Uzyskane wyniki wykazaty, ze czegsto$¢ analizo-
wanych genotypow byta zgodna z danymi literatu-
rowymi (35,2% CC i 47,2% CT oraz 17,6% TT).
Czestos¢ wystepowania genotypu CC w potnocnej
Polsce wynosi 32% [17], w péinocno-zachodniej
Rosiji 36,5% [18], a we wschodniej Hiszpani 37,2%
[16]. U polskich kobiet nietolerancja laktozy wyste-
puje czesciej niz u kobiet w Austrii (23,6% [19]),
Finlandii (18% [20]) czy u Szwedek (9,0%) [15].

Wartosci te potwierdzaja, ze nietolerancja laktozy
jest najnizsza na péinocy Europy i pojawia sie cze-
Sciej na potudniu kontynentu. Dziedziczenie tole-
rancji laktozy jest autosomalne, a allel tolerancji
jest dominujacy. Zidentyfikowano dwa pojedyncze
SNP zwigzane z cechg wytwarzania laktazy: C/T-
13910 i G/A-22018, potozone ok. 14 kb i ~20 kb

Medycyna Srodowiskowa - Environmental Medicine 2012; 15 (2)

w gore od genu LCT, w 9 oraz 13 intronie innego
genu (MCM6). Allele T-13910 i A-22018 byly
w 100% i 97% zwigzane z wytwarzaniem laktazy
u Finow. Allel T-13910 jest tez od 86% do 98%
zwigzany z wytwarzaniem laktazy w innych euro-
pejskich populacjach. Dodatkowe badania poziomu
endogennego mRNA oraz testy wykorzystujace geny
reporterowe potwierdzity, ze zmiana pojedynczego
nukleotydu z C na T w pozycji -13910 znaczaco
wptywa na transkrypcje LCT u Europejczykow [7].

Analiza wskaznika BMI wykazata, ze wiekszos¢
badanych przez nas kobiet miata prawidtowa mase
ciata (BMI - 24 kg/m?), a w odsetku kobiet z oty-
toscig i nadwagg 39,8% stanowity osoby z genoty-
pem CC Zalezno$¢ ta nie byta istotna statystycznie,
a uzyskane przez nas wartosci s zblizone do wyni-
kéw otrzymanych przez Wojtowicz [21] u kobiet
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w poéinocnej Polsce, gdzie BMI wynosito $red-
nio 21,71 kg/m2. Natomiast znacznie wyzsze war-
tosci wskaznika BMI otrzymali Corella i wsp. [16]
badajac kobiety z genotypem CC we wschodniej
Hiszpanii — 30,6 kg/m?). Warto$¢ wspotczynnika
korelacji OR dowodzi obecnosci istotnego staty-
stycznie zwigzku miedzy BMI a ttuszczem catkowi-
tym w odsetku masy ciata (p=0,0000).

Niniejsze badania wykazaty, ze spozycie produk-
tow mlecznych (jogurtow, mleka, twarogu) jest bar-
dzo czeste wsrdd kobiet i dotyczy 96% badanych.
W piSmiennictwie mozna znalez¢ informacje, ze
czestos¢ spozycia mleka i jego przetwordw jest roz-
na w poszczegdlnych populacjach, np. u Ros-
jan — 63,1% [18], a u Finow - 18% [20]. Moze to
mieé zwigzek z dolegliwo$ciami wystepujacymi
u 0s6b z nietolerancjg laktozy po spozyciu produk-
tow mlecznych (wzdecia, bole brzucha, nadmierne
oddawanie gazow, biegunki) [14, 16, 20]. Zgtasza
je az 84% Finow [20] i tylko 20% mieszkancow
Wielkiej Brytanii [14]. Spozywanie produktow
mlecznych (pomimo wystepujgcych dolegliwosci)
przez osoby z nietolerancja laktozy, moze sie wigzac
z dopasowaniem indywidualnej diety tak, by zmi-
nimalizowaé dolegliwosci gastryczne. Dane z lite-
ratury podajg réwniez, ze osoby z nietolerancjg lak-
tozy moga przyjmowacé do 12 g laktozy na dobe,
jezeli jest to roztozone w ciggu dnia i konsumowane
z innymi produktami (ptatkami $niadaniowymi,
kawa, herbatg). Trawienie laktozy utatwia zamiana
mleka chudego na ttuste oraz spozywanie produk-
tow takich jak: jogurty, kefiry, zsiadte mleko [14].

Whioski

1. Na podstawie przeprowadzonych badan gene-
tycznych nie wykazano zwigzku polimorfizmu C/T-
13910 genu LCT z otytoscia.

2. Brak dolegliwosci gastrycznych u kobiet z nie-
tolerancja laktozy wynika ze stosowania przez nie
diety personalizowane;j.

3. Rozszerzenie grupy badanej kobiet oraz
poréwnanie korelacji polimorfizmu C/T-13910 genu
LCT z otytoscig u mezczyzn w populacji polskiej
pozwoli na dalsze wnioskowania statystyczne.
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