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Wstep

Jednym z czynnikéw genetycznych mogacym mieé wplyw na rozwdj przedwczesnej
miazdzycy i choroby wiencowej (coronary artery disease; CAD) jest polimorfizm insercja/delecja
(I/D) genu konwertazy angiotensyny (ACE), polegajacy na obecnosci (allel 1) lub delecji (allel D)
sekwencji 287 par zasad w intronie 16. Homozygoty DD wykazuja dwa razy wyzsza aktywnoscia
ACE niz homozogoty II, natomiast u heterozygot ID wartosci sq posrednie. ACE, m.in. poprzez
przeksztalcenie angiotensyny I w angiotensyne I, wplywa na rozwdj miazdzycy w wyniku dysfunkeji
$rodblonka, wzrostu adhezji i diapedezy monocytéw do intimy oraz stymulacji proliferacji komorek
migsni gladkich. Jednak przeprowadzone badania zwiazku polimorfizmu I/D z CAD przynosity
sprzeczne wyniki. RéZnice moga by¢ zwiazane z istnieniem interakcji z innymi czynnikami, w tym
genetycznymi, Srodowiskowymi, jak réwniez z plcia. Ostatnie doniesienia wskazuja na synergizm
polimorfizmu I/D genu ACE z polimorfizmem T148C genu p-fibrynogenu, ktéry podwyzsza ryzyko
niedokrwiennego udaru moézgu. Natomiast zwigzek stezenia fibrynogenu z polimorfizmem I/D genu
ACE u pacjentéw z miazdzyca tetnic wiencowych, nie byt do tej pory zbadany. Okreslenie powiazan
polimorfizmu I/D z przedwczesna miazdzyca tetnic wiencowych w zaleznosci od czynnikow ryzyka
CAD oraz plci, daje potencjalng mozliwos¢ modyfikacji fenotypu terapia przyczynows z uzyciem

inhibitoréw ACE lub antagonistéw receptora 1 angiotensyny II.

Cele pracy

1. Okreslenie zwigzku polimorfizmu I/D genu ACE z wystgpowaniem przedwczesnej miazdzycy
tetnic wiencowych.

2. Okreslenie zwiazku polimorfizmu I/D genu ACE z zaawansowaniem przedwczesnej miazdzycy
tetnic wiencowych.

3. Okreslenie ewentualnego, zaleznego od plci, zroznicowania zwigzku polimorfizmu I/D genu ACE
z zaawansowaniem przedwczesnej miazdzycy tetnic wiencowych.

4. Okreslenie zwiazku polimorfizmu I/D genu ACE ze stezeniem fibrynogenu we krwi u pacjentdw z
przedwczesng miazdzyca tgtnic wieficowych.

5. Okreslenie zwiazku polimorfizmu I/D genu ACE z klasycznymi czynnikami ryzyka CAD

u pacjentow z przedwczesna miazdzyca tetnic wieicowych.

Metodyka

Do grupy badanej zostato wlaczonych 417 pacjentow: 266 kolejnych kobiet w wieku <55 r.z.
przebadanych w Instytucie Kardiologii (IK) od stycznia 2004 do kwietnia 2007 roku (projekt
PRECADIW- PREmature Coronary Artery DIsease in Women) oraz 151 kolejnych megZczyzn w
wieku <45 r.z przebadanych od grudnia 2005 do kwietnia 2007 roku (praca statutowa IK badajaca
mezezyzn). Do kryteriéw wlaczenia do badania nalezalo stwierdzenie w koronarografii zwgzenia

>50% w przynajmniej jednej tetnicy wieficowej oraz oznaczenie polimorfizmu I/D genu ACE. Dla



przedwczesnej miazdzycy tetnic wiencowych przyjeto kryteria wieku <55 r.z dla kobiet oraz <45 r.z
dla mezezyzn.

Grupa kontrolna zostala dobrana dwukrotnie pod wzgledem plei i wieku (1 rok)
zdiagnozowania CAD w grupie badanej (grupa A) oraz wieku wykonania koronarografii w grupie
badanej (grupa B), w proporcji 1,5:1. Stanowito ja 626 kolejnych oséb (399 kobiet oraz 227
mezczyzn) z Wieloosrodkowego Ogdlnopolskiego BAdania Stanu Zdrowia Ludnosci- projekt
WOBASZ, z negatywnym wywiadem CAD i bez dolegliwosci dtawicowych oraz bez przebytego
udaru mézgu, u ktoérych oznaczono polimorfizm I/D genu ACE.

Do analizy zwiazku polimorfizmu I/D z nasileniem zmian miazdzycowych wiaczono 407

pacjentéw z dostepna dokumentacja zmian miazdzycowych w pierwszej koronarografii. Wyniki
potwierdzano w podgrupie 260 pacjentéw (162 kobiet i 98 mezezyzn) z CAD de novo, ktorzy mieli
wykonana koronarografi¢ z powodu anginy de novo <1,5 roku od wiaczenia do badania.

Istotne zwezenie w . koronarografii definiowano jako >75% zwezZenie w glownych tetnicach
nasierdziowych lub >50% zwezenie w pniu lewej tetnicy wieficowej (LTW). Ciasne zwezenie
definiowano >90%. Zaawansowanie miazdzycy oszacowano takze przy uzyciu Duke CAD Index,
ktory wazy stopien zwezen oraz ich umiejscowienie. Nadciénienie tetnicze zdefiniowano jako
ciénienie systemowe skurczowe >140mmHg i/lub rozkurczowe >90mmHg lub leczenie lekiem
hipotensyjnym; palacza- jako osobg aktualnie palaca >1 papierosa dziennie lub niepalaca <I rok;
hiperlipidemig- jako stezenie cholesterolu >200mg/dl lub LDL >120mg/dl lub leczenie lekiem
hipolipemizujacym. Cukrzyce stwierdzano na podstawie wczesniejszej diagnozy lekarskiej lub
stezenia glukozy na czczo w surowicy >126 mg/dl. Wywiad rodzinny dotyczyt zawatu serca lub
udaru mézgu u rodzica. Otyto$¢ stwierdzano przy BMI >30 kg/m’. Stezenie fibrynogenu oznaczano w
momencie wlaczenia do badania, za pomoca metody von Claussa.

Polimorfizm I/D genu ACE w grupie badanej byt oznaczony za pomoca reakcji faficuchowej
polimerazy (PCR), przy uzyciu startera sensowego: 5'-CTGGAGACCACTCCCATCCTTTCT-3' oraz
antysensowego: 5-GATGTGGCCATCACATTCGTCAGT-3'. Zamplifikowane fragmenty DNA byty
rozdzielone za pomoca elektroforezy w 2% zelu agarozowym. Ze wzglgdu na trudnosci zwiazane z
oznaczeniem polimorfizmu I/D genu ACE, w praktyce wykorzystuje si¢ oznaczanie substytucji
2350A>G, $cisle zwiazanej z polimorfizmem I/D. Metoda ta zostata uzyta w grupie kontrolnej.

Analiza statystyczna: W analizie poréwnawczej zmiennych ilosciowych zastosowano odpowiedni test:

t-Studenta, Mann-Withney lub Kruskal-Wallis. W analizie poréwnawczej zmiennych jakosciowych
stosowano test ¥ lub test doktadny Fishera. [loraz szans wystgpowania punktu koncowego wyliczono
przy pomocy modelu logistycznego. Warto$¢ p wynoszaca <0,05 uznano za kryterium Znamiennosci
statystycznej. Synergizm genotypu DD z tradycyjnymi czynnikami ryzyka CAD oceniono w modelu
addycyjnym (wspotczynnik synergii-SI) oraz multiplikatywnym (SIM). Statystyczna analizg
przeprowadzono przy pomocy pakietu SPSS (SPSS Inc., Chicago, Illinois) oraz SAS 9.2.



Wyniki

Srednia wieku grupy badanej w momencie diagnozy CAD A) wynosila 45,4 (+6,3) lat, a w
momencie wykonania koronarografii B) 46,6 (+6,2) lat. Grupa badana i kontrolna nie réznity si¢
istotnie wiekiem (grupa A) p=0,6; grupa B) p=0,26). Rozklad czgstosci genotypéw w calej badane;
grupie pozostawal w réwnowadze Hardy’ego-Weinberga: grupa A) 11-24,8%, 1D-49%, DD-26,2%,
p=0,52; i zostal potwierdzony w grupie B) (p=0,48).

Stwierdzono istotnie czestsze wystepowanie genotypu DD u 0s6b z przedwczesng miazdzyca
tetnic wiencowych w momencie rozpoznania CAD (129/417; 30,9%) w poréwnaniu z grupa kontrolng
A) (144/626; 23%, p=0,005) oraz w momencie wykonania koronarografii (gr. B) (129/417; 30,9% vs
142/626; 22,7%, p=0,003). W wieloczynnikowej analizie regresji logistycznej uwzgledniajacej
genotyp DD oraz tradycyjne czynniki ryzyka CAD (wiek, ple¢, nadcisnienie tetnicze,
hipercholesterolemie, cukrzyce, palenie tytoniu, BMI, wywiad rodzinny CVD), stwierdzono istotny
wzrost szansy przedwczesnej miazdzycy tetnic wiencowych zwiazanej z genotypem DD w grupie A)
oraz B) (odpowiednio: OR 1,398; p=0,037 oraz OR 1,42; p=0,026).

W badanej grupie z dostepnymi wynikami pierwszej koronarografii (n=407) obserwowano
stopniowy wzrost czestosci wystgpowania genotypu DD wraz ze wzrostem liczby zwezonych tetnic
(1. 2. 3 tetnice zwezone >50%): 47/195, 24,1% vs 49/138, 35,5% vs 27/74, 36,5%; p=0,036. Po
podziale na pteé, zwiazek okazal sig istotny jedynie w grupie mezczyzn (n=150): 14/70, 20% vs 19/51,
37,3% vs 12/29, 41,4%; p=0,041. Genotyp DD wystepowal istotnie czgéciej w grupie pacjentow z >2

zwezonymi tetnicami >50% w poréwnaniu z 1 tetnica wieficowa: 76/212, 35,8% vs 47/195, 24,1%,;

p=0,013 (w analizie wieloczynnikowej: OR 1,7; p=0,018). Po podziale w zaleznosci od pici, jedynie w
grupie mezezyzn zwiazek ten okazal sig istotny: 31/80, 38,8% vs 14/70, 20%; p=0,013; OR 2,4,
p=0,027.

W przypadku pacjentéw z istotnym zwezeniem >75%, jedynie w calej badanej grupie
zaobserwowano czestsze wystgpowanie genotypu DD u pacjentow z =2 tetnicami zwezonymi:

54/146, 37% vs 59/236, 25%; p=0,015 (OR 1,75; p=0,016). Zwiazek okazal sig silniejszy w grupie
P

pacjentéw z ciasnym zwezeniem >90% w >2 tetnicach wienicowych lub >50% w pniu LTW: 43/107,
40,2% vs 57/248, 23%; p=0,001; OR 2,2; p=0,0018. Po podziale w zaleznosci od plci, istotnos¢

statystyczna stwierdzono w przypadku mezezyzn: 19/43, 44,2% vs 22/99, 22,2%; p=0,015 (OR 2,87;
p=0,01). W grupie mezczyzn stwierdzono takze istotnie czestsze wystgpowanie genotypu DD u
chorych z wartosciag Duke CAD Index wigksza i réwna medianie (>37) w poréwnaniu z nizszymi
wartosciami: 36/101, 35,6% vs 9/49, 18,4%; p=0,037 (OR 2,41; p=0,046).
Wyniki otrzymane w catej grupie badanej potwierdzono w podgrupie pacjentéw z CAD de novo
(n=260) w zakresie:
1. Czgstszego wystepowania genotypu DD u mezczyzn z ciasnym zwezeniem >90% w >2 tetnicach
wieficowych lub >50% w pniu LTW (40% vs 18,8%; p=0,041; OR 3,48; p=0,032);



2. Czgstszego wystgpowania genotypu DD u mezczyzn z Duke CAD Index >medianie (33,8% vs
10%; p=0,014; OR 4,1; p=0,048).

Zwiazek polimorfizmu I/D genu ACE ze stezeniem fibrynogenu we krwi

Jedynie w grupie kobiet (n=257) najwyzsze stezenie fibrynogenu wystgpowato w grupie
genotypu DD i bylo istotnie wyZsze w pordwnaniu z pozostatymi genotypami: 572,25 (£190,5) mg/dl
vs 518,03 (£174,6) mg/dl; p=0,011. Ponadto, stwierdzono istotnie czgstsze wystgpowanie genotypu
DD w grupie kobiet ze stgzeniem fibrynogenu powyzej mediany: 50/127, 39,4% vs 28/130, 21,5%;
p=0,003. Zwiazek pozostawatl istotny po uwzglednieniu tradycyjnych czynnikéw ryzyka CAD oraz
menopauzy (OR 2,46; p=0,0025).

Wyniki zwigzku genotypu DD ze stezeniem fibrynogenu potwierdzono w podgrupie
pacjentow z CAD de novo m.in. w zakresie:

1. wystepowania najwyzszego stezenia fibrynogenu w podgrupie kobiet z genotypem DD (597,2
(198,6) mg/dl vs 518,98 (£182,6) mg/dl; p=0,007);

2. czestszego wystgpowania genotypu DD w podgrupie kobiet z wartoscia fibrynogenu powyzej
mediany w calej podgrupie (43,2% vs 19,8%; p=0,002; OR 3,33, p=0,003).

Interakcie genotypu DD z klasycznymi czynnikami ryzvka CAD i miazdzycy

Stwierdzono istotny synergizm genotypu DD z nadcisnieniem tetniczym zaréwno u kobiet, jak
i u mezczyzn z przedwczesna miazdzyca tetnic wiencowych w momencie rozpoznania CAD (grupa
A): u kobiet SI=1,77, SIM=1,17; u mezczyzn: SI =1,71, SIM=1,23. W grupie kobiet synergizm
stwierdzono dodatkowo z wywiadem rodzinnym CVD (SI1=5,8, SIM=2,18), hiperlipidemia (SI1=3,0,
SIM=1,49) i otyloscia (SI=1,65, SIM=1,21). Wyniki potwierdzono w grupic B) w momencie

wykonania koronarografii.

Whioski

1. Genotyp DD genu ACE ma istotny, niezalezny od klasycznych czynnikéw ryzyka, zwiazek z
wystepowaniem przedwczesnej miazdzycy tetnic wieicowych w calej badanej grupie.

2. Genotyp DD genu ACE jest niezaleznym czynnikiem ryzyka wplywajacym na nasilenie
przedwczesnej miazdzycy tgtnic wienicowych gtéwnie u mezczyzn.

3. Genotyp DD genu ACE jest zwiazany z wyzszym stezeniem fibrynogenu w grupie kobiet
z przedwezesng miazdzyca tetnic wienicowych, zwlaszcza w podgrupie CAD de novo.

4. Genotyp DD genu ACE wykazuje istotny synergizm z nadcisnieniem tetniczym zaréwno w grupie
kobiet, jak i mezczyzn z przedwcezesna miazdzyca tetnic wiencowych.

5. Genotyp DD genu ACE wykazuje istotny synergizm z wigksza iloscia tradycyjnych czynnikow
ryzyka choroby wiericowej w grupie kobiet w poréwnaniu z grupa mezczyzn

(dodatkowo z: wywiadem rodzinnym choréb sercowo-naczyniowych, hiperlipidemia i otytoscia).

Ko noinne, ZUW



