UNIWERSYTET MEDYCZNY W POzZNANIU
WYDziAt LEKARSKI Il

ZNACZENIE WARIANTOW POLIMORFICZNYCH GENOW  UKLADU
TLENEK AZOTU -ENDOTELINA 1(NO-ET1) W STANIE
PRZEDRZUCAWKOWYM ORAZ NADCI SNIENIU Cl AZOWYM

LEK . MED. MICHAL PERLIK

KLINIKA PERINATOLOGIII CHOROB KOBIECYCH
UNIWERSYTET MEDYCZNY W POZNANIU

PROMOTOR:

PROF. DR HAB. KRZYSZTOF DREWS

KLINIKA PERINATOLOGII I CHOROB KOBIECYCH
UNIWERSYTET MEDYCZNY W POZNANIU

PoznaN 2012



SPIS TRESCI

1. WSTEP 6
1.1. Rola tlenku azotu (NO) w organizmie ludzkim

1.1.1. Historia badadotyczcych NO

1.1.2. Synteza NO

1.1.3. Syntaza tlenku azotu — NOS

1.1.4. Patofizjologia dziatania tlenku azotu

1.1.5. Czsteczki docelowe dla NO

1.2. Rodzina endoteliny

1.2.1. Fizjologiczne dziatanie uktadu NO-ET-1

1.2.2. Budowa genEDN1

2. CEL PRACY

3. MATERIAL | METODYKA 25
3.1. Grupy badanych pacjentek 26
3.2. Metodyka

3.2.1. Izolacja DNA

3.2.2. Oznaczanie jaka i ilosci preparatow DNA

3.2.3. PolimorfizmGIlu298Aspsyntazy tlenku azotu

3.2.4. Polimorfizm 786 T>Csyntazy tlenku azotu

3.2.5. Polimorfizmy-3A/4Ai Lys198AsmgenuEDN1

3.3. Analiza statystyczna

4. WYNIKI 36
4.1. Analiza danych klinicznych i laboratoryjnychbadanych grupach

4.1.1. Charakterystyka porownawcza badanych grbgeko

4.1.2. Analiza badanych parametrow biochemicznyarupie z nadénieniem w cizy
4.1.3. Analiza parametrow urodzeniowych noworodizdwadanych grup kobiet

4.2. Analiza cestasci wystepowania badanych polimorfizméw genetycznych

4.2.1. Analiza polimorfizm@&lu298AspgenuNOS3

4.2.2. Analiza polimorfizmu786T>CgenuNOS3

4.2.3. Analiza polimorfizmiLys198AsmgenuEDN1

4.2.4. Analiza polimorfizmul34delAgenuEDN1

4.3. Wspoétwysipowanie genotypow syntazy tlenku azotu oraz enuhgtedl w grupie kobiet z
nadcénieniem w cazy oraz w grupie kontrolnej

4.4. Analiza wartéci cisnienia skurczowego i rozkurczowego w zalesci od badanych
polimorfizméw geniNOS3orazEDN1

4.5. Analizasrednich parametréw klinicznych oraz biochemicznychadanych grupach w
zaleznosci od genotypu

4.6. Analiza cgstasci wysiepowania haplotypéw badanych polimorfizmow syntalenku
azotu i endoteliny-1



5. DYSKUSJA 79
5.1. Syntazdrodbtonkowa tlenku azotleNOS

5.1.1.Rola tlenku azotu w chorobach uktadazknia

5.1.2. Rola polimorfizmu genNOS3w rozwoju chorob uktadu k#enia

5.1.3. Badania dotygze polimorfizmu genurédbtonkowej syntazy NO u giarnych ze
stanem przedrzucawkowym

5.1.4. Implikacje kliniczne polimorfizmu gemMiOS3w stanie przedrzucawkowym

5.2. Endotelina-1

5.2.1. S¢zenie ET-1 we krwi kobiet ze stanem przedrzucawkowym

5.2.2. Znaczenie polimorfizmu geBEDN1w stanie przedrzucawkowym

5.2.3. Polimorfizm134delAgenuEDN1

5.3. Podsumowanie 98
6. WNIOSKI 100
7. Streszczenie 101
8. Summary 103
9. PSMIENNICTWO 105
10. SPIS TABEL, RYCIN | FOTOGRAFII 113



WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

ADP
AMP
ANP
ATP
cAMP
cGMP
EDRF

ET-1
EDN1
FAD
FMN
GH
GTN
BH4
HELLP

IUGR

L-NAME
LPS
NADPH

NO
NOS
nNOS
INOS
eNOS
NOS1

NOS2
NOS3

OD
OR
OUN
PCR
PDE V
PE
PGl,

adenozynodwufosforamafg. adenosine diphosphate

adenozynomonofosforaarfg. adenosine monophosphate

przedsionkowy peptyd natriuretyczrgn@.atrial natriuretic peptidég

adenozynotrojfosforarafg. adenosine thriphosphate

cykliczny adenozynomonofosforaan(g. cyclic adenosine monophosphate

cykliczny guanozylomonofosforamarig. cyclic guanosine monophosphate

srodbtonkowy czynnik wazodylatacyjny (arendothelium-dependent relaxing

facton

endotelina 1gng. endothelin 1

gen kodujcy endotelig 1 (@ng. endothelin eng

dinukleotyd flawinoadeninowyafig.flavin adenine dinucleotide

mononukleotydu flawinoadeninowsirgg. flavin mononucleotigle

nadcknienie cjzowe @ng. gestational hypertensipn

tréjazotanu gliceroluang. glyceryl trinitrate)

tetrahydrobiopterynaafig. tetrahydrobiopterin

zesp6t HELLP, hemoliza, zglszenie aktywng&i transaminaz,

trombocytopeniagng. Haemolysis, Elevated Liver Enzymes and LovelRla

Coun)

zahamowanie wzrastania westrzmacicznego ptodu afg. intrauterine

growth restrictior)

L-nitromonometyloargininaang.L-nitro-arginine methyl estgr

lipopolisacharydy&ng. lipopolysaccharidgs

zredukowany fosforanu dinukleotydu nikotynoamidoadewy

(ang. nicotinamide adenine dinucleotide phosphate

tlenek azotudng. nitric oxide

NO-syntaza (anqitric oxide syntase

neuronalna NO-syntazaar(g. neuronal nitric synthake

indukowana przez makrofagi NO-syntaaad. inducible nitric synthage

srodbtonkowa NO-syntazag. endothelial nitric synthake

genneuronalnej syntazy tlenku azoang. nitric oxide synthase 1 gene

neurona)

gen indukowanej przez makrofagi syntazy tlenku @afang. nitric oxide

synthase 2 gene, induciple

gensrodbtonkowej syntazy tlenku azotang. nitric oxide synthase 3 gene
endothelial cell

gestas¢ optyczna @ng. optical density

iloraz szans (angdds ratiQ

osrodkowy uktad nerwowygng. central nervous systém

tancuchowa reakcja polimerazy (anmplymerase chain reactipn

fosfodiesteraza Vang. phosphodiesterase typg V

stan przedrzucawkowyfg. preeclampsja

prostaglandyna |, prostacyklinagng. prostacycliin

4



PKG
RAA
RFLP

SD
SH
SOD
TNF
TXA >
VEGF

cGMP-zalena kinaza biatekahg. cGMP-dependent protein kinase, protein
Kinase G

ukiad renina-angiotensyna-aldosteromng. renin-angiotensin-aldosterone
system

metoda polimorfizmu diugei fragmentéw restrykcyjnych (angestriction
fragment length polymorphigm

odchylenie standardowe (arggjandard deviation

grupa tiulowa &ng. thiol group

dysmutaza ponadtlenkowan(g.super oxide dismutase

czynnik martwicy guzaang. tumor necrosis factpr

tromboksan A(ang. thromboxane A2

naczyniowysrodbtonkowy czynnik wzrostuafg.vascular endothelial growth
factor)



1. WSTEP

Stan przedrzucawkowy (egtas¢ wystpowania 6-8% w populacji ogoélnej kobiet
ciezarnych) uwaany jest za gtowan przyczyre zachorowalnéci i umieralngci matek,
ptodéw i noworodkoéw. St ciaggle prowadzone gs intensywne badania dotyce
mechanizméw rozwoju tego powikfania uezarnych. Zmiany zachodeze we wczesnym
okresie czy wpltywaja na zaburzenia rownowagi w wielu uktadach reguygh napicie
naczyr u kobiety c¢zarnej (97, 100, 108). Wwietle wielu bada zmiany prowadzce do
powstania choroby wyjaia st dysfunkcy srodbtonka ¢tnic spiralnych w taysku juz w
czasie inwazji komorek trofoblastu do tych nacg§7, 68, 103, 120). Konsekweadggo jest
wzrost s¢zenia tromboksanu A2 i spadekestnia prostacykliny oraz wzrostegénia
endotelin (szczegdlnie endoteliny 1) i spadekestia tlenku azotu (NO). Tromboksan A2
oraz endotelina 1lgsczynnikami dziatgjcymi silnie obkurczajco na m¢snidwke naczy
krwionosnych. Dodatkowo tromboksan A2 wykazuje dziatanigipdujace agregaej ptytek
krwi i wptywa na wzrost czynrigi skurczowej macicy. Zmiany te naag swoj pocatek we
wczesnym stadium rozwojuagly, nasila sie i aktywujg w drugiej potowie manifestag sk
pojawieniem si objawéw stanu przedrzucawkowego (33, 37, 50, 28).1

W licznych doniesieniach do uwagi péwieca s¢ znaczeniu zaburaew uktadzie
endotelina 1 (ET-1 — endothelin 1) — tlenek az™® (— nitric oxide). W ostatnich latach w
licznych pracach zasugerowano réwniedziat gendw kodgpych syntez NO oraz
endotelir 1 w patogenezie tej jednostki, a w szczegéiihoa maliwy zwigzek pomédzy
polimorfizmami genetycznymi tego ukladu a powstawanstanu przedrzucawkowego (66,
89, 110, 118).

1.1.ROLA TLENKU AZOTU (NO) W ORGANIZMIE LUDZKIM
1.1.1.HISTORIA BADA N DOTYCZACYCH NO

Jwz w drugiej potowie XIX wieku pojawity si doniesienia o pozytywnym dziataniu
nitrogliceryny w przypadku dusznicy bolesnej. AtfrBlobel, wynalazca dynamitu i fundator
nagrody Nobla, ktéry opracowywat formgutudziatu nitrogliceryny w materiatach
wybuchowych, sam chorowat na dusznbolesn. Czsto cytowany jest fragment jego listu
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do przyjaciela, gdzie wskazgj na lecznicze wkziwosci tej substancji, pisat:Q ironio! Mgj
lekarz powinien zale¢imi stosowanie nitrogliceryny wewtrenie!”

Wiasciwosci wazodiltacyjne nitrogliceryny zostaty doktadropisane dopiero 100 lat
paézniej. Wykazanoze nie dziata ona bezgednio, a przez produkgchitratow, ktore same w
sobie nie posiadajwiasciwosci wazodylatacyjnych, a wptyw na naczynia wywigrapprzez
labilny czynnik, zidentyfikowany naginie jako tlenek azotu (NO). Roéwnoczesne badania
doprowadzity do odkrycia rolisrédbtonka w procesie rozszerzania naczfpbadania
prowadzone w latach 80-tych XX-wieku). Wykazanae do uzyskania efektu
wazodylatacyjnego niegdna jest obecri® komorek srodbtonka oraz  zwgizku
posrednicacego megdzy srodbtonkiem a misnidwka gtadky naczy (10).

Czynnik hczacy endotelium z btonmkomorek mgsniowych gladkich zostat nazwany
EDRF —endothelium-dependent relaxing factdvkrotce potem pojawity sispostrzeenia,
7ze EDRF dziata poprzez wzrost produkcji cyklicznéggmlP w komdrkach mggni gtadkich
sciany naczynia i ten wiaie proces jest bezpednio odpowiedzialny za efekt
wazodylatacji. Wykazano rowniedziatanie NO poprzez liczne substancjerpdnie, jak
bradykinina, histamina, nukleaza adenylanowa, tiomisubstancja P, 5-hydroksytryptamina
i serotonina. Enzymy odpowiedzialne za syatBlO z argininy zostaty zidentyfikowane w
takich komérkach jak: komorki centralnego uktad wawvego, makrofagi czyrédbtonek.
Dzieki temu odkryciu tlenek azotu zostat uznany za agansmiter (61, 94, 125, 129).

W latach 90-tych pojawity si liczne doniesienia dotygee fizjologicznego i
patologicznego dziatania NO w adych ukiadach. Prowadzone badania w tym czasie
dotyczyly przede wszystkim zadeosci migdzy endogennym powstawaniem azotandw i
cytotoksycznécia reakcji zapalnej, wazodylatacyjnego dziatania poictych azotanéw oraz
roli komoreksrodbtonka.

Dzisiaj tlenek azotu uwany jest za jedngtownych substancji bigcych udziat w
przekazywaniu sygnalu w niektérych ukfadach biddagych organizmu. Jest on
neurotransmiterem wsodkowym uktadzie nerwowym, bierze udziat w regjilaomeostazy
w nerkach, w uktadzie sercowo-naczyniowym oraz fpestiiatorem reakcji zapalnej. Liczba
publikacji dotycaca tlenku azotu stale $wie. Jeeli w roku 1985 liczba prac na temat NO
wynosita tylko 55, w roku 1994 byto ich ponad 5itgy, a w 2009 liczba publikacji wzrosta
do ponad 12 tyscy w bazie PubMed.

Wzrastagce zainteresowanie NO spowodowate, w 1992 roku ta prosta molekuta
uznana zostata przez czasopisBwenceza ,czsteczk roku”. Odkrycie funkcjisrodbtonka
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w procesie dylatacji nacay okreslenie roli NO oraz cyklicznego GMP jako czynnikow
odpowiedzialnych za te reakcje oraz identyfikagjayenow odpowiedzialnych za produkcj
NO doprowadzito w 1998 roku do przyznania Nagroapl w zakresie medycyny (49).

1.1.2.SyNTEZA NO

Tlenek azotu (NO) powstaje w dwustopniowe] reakgtalizowanej przez syntaz
tlenku azotu NNOS - nitric oxyde synthgseDo przeprowadzenia reakcji nierime 3
substraty: arginina i tlen ggteczkowy (@), kofaktory: zredukowany fosforanu dinukleotydu
nikotynoamidoadeninowego (NADPH), dinukleotyd flawmadeninowy  (FAD),
mononukleotyd flawinoadeninowy (FMN) oraz hem i keks Ca-kalmodulina. Aktywr$o
syntazy tlenku azotu jest rownistymulowana przez ggteczk tetrahydrobiopteryny (BE).

Schemat omawianej reakcji przedstawia ryc. 1.

HN NHS HZN\/N—OH HzN\/ o)
NH NH NH
NgDF’H 1/2 NgDPH
2 2
> > +
eNOS eNOS -
H.NT CcOoO HNt coo” H.NT CcoOo”
3 3 3
L-arginina N°-hydroksy-L-arginina ’ L-cytrulina

f kofaktory eNOS )
L )

Ryc. 1.Reakcja powstawania NO z L-argininy.

Mechanizm reakcji polega na utlenianiu grupy guamadvej aminokwasu L-argininy.
Pierwszym etapem jest hydroksylacja L-argininy ziaigm O2 i NADPH do Rrhydroksy-
L-argininay a w drugim etapie powstaje L-cytrulinaadtlenkowy rodnik azotowy (NPIlub
anion nitroksylowy (NO. Do utworzenia 1 mola NO zywane § 2 mole Q i 1,5 mola
NADPH (64).



1.1.3.SYNTAZA TLENKU AZOTU -NOS
Reakcja powstawania gzteczki NO jest katalizowana przez enzym syntidenku
azotu NOS — nitric oxide syntas&C 1.14.13.39). Istnigjtrzy izoformy tego enzymu,
kodowane przez trzy #he geny:
* neuronalnaNOS - (NOS I, nNOS)kodowana przez geNOS1 znajdujcy Sk na
chromosomie 12 w pozycji 12q24.2-31; ulega aktywady zwicksza s¢ skzenie
jonéw wapnia np. w wyniku pobudzenia przez kwagaghinowy receptoréw NMDA

i otwarcia kanatow wapniowych

* indukowalnaNOS — (NOS II, iINOS)kodowana przez genNOS2 (17q11.2-12)

indukowana przez makrofagi, neutrofile, komorki Wroza — Kupfera, monocyty

» endotelialna grédbtonkowa) NOS — (NOS Ill, eNOSkodowana przez geNOS3
(7935-36), rownie jej aktywna¢ regulowana jest przeze¢genie jonéw wapnia.

Wykryta wsrddbtonku, kardiomiocytach, ptytkach krwi, neurohaenonocytach.

Izoformy neuronalna §rédbtonkowaNOSs3 konstytutywne i ich aktywnig zalezna jest
od ilosci wewmtrzkomorkowego kompleksu Ca-kalmodulina (70,17)ofdzmy NOS
wykazup znaczne podobistwo strukturalne, podobnorientacg i lokalizacg kofaktoréw
oraz podobne wkgiwosci stereochemiczne centrum aktywnego. Na poziomidAD
podobigstwo w strukturze fornrNOSu cztowieka wynosi ok. 55%. Wszystkie trzy izofgrm
NOSs zbudowane z dwoch dych, funkcjonalnych domen pmizonych w jeden polipeptyd
miejscem wazacym kalmodulig. Domena na C-ku jest reduktazowa i posiada miejsca
wigzania dla NADPH, FMN i FAD. Ta domena jest funk@brie podobna do cytochromu
P450. Domena N-k@owa jest domen oksygenazow taczy s¢ z prostetyczy grupm
hemowy, tetrahydrobipterysm i L-argining. Struktura domenNOS zostata okrdona na
podstawie badakrystalograficznych pod koniec lat 90-tych ubigmgiestulecia (2).

Dla aktywacji endotelialnej syntazy tlenku azotezticdne g§ nastpujace etapy:

* UmiejscowienieeNOSw kaweolach plazmalemmy komoréikddbtonka (odgbnych
mikrodomenach btony komorkowej). Wymaga potrangtasjy(zachodgcej jeszcze
wtedy gdy taécuch polipeptydowy jest zwzany z rybosomem i trwa jego
wydtuzanie), nieodwracalnej mirystynizacji (dokenie c3steczki kwasu

mirystynowego) jak rownie potranslacyjnej, odwracalnej palmitynizaciji.
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Przylhczenie palmitynianu do cysteiny regulowane jest eprz zmiany
wewnrgtrzkomoérkowego stenia C&" (zaleznego np. od bradykininy)

 Kaweolina-1 gtéwne biatko okrywage kaweolesrodbtonka 4czy st z eNOS
powodupc jego inhibicg w sposéb zalewy od C&'/CaM. Natomiast C&/CaM
oddysocjowuje cgsteczk eNOSod kaweoliny jednoczeie ja aktywupc.

* Fosforylacja Ser117@NOS(przez Akt kinag) zwigksza produke NO, fosforylacja
Ser486nNOS (przez kinaz zalezng od CaM) zmniejsza produkcNO. Aktywnas¢
eNOS jest regulowana rowni@rzez biatko szoku cieplnego 90 (Hsp90), ktoreldzi

jako modulator allosteryczny (2).

Do aktywacjiNOSniezlzdna jest ich dimeryzacja, a nawet mowg giich tetrameryzacji
(2 casteczki NOS i 2 casteczki kalmoduliny). W optymalnych warunkach @psiosci
wszystkich substratow i kofaktoréw niezimych do aktywnéri syntazy tlenku azotu (ryc.
2A) elektrony g przenoszone z NADPH do domeny reduktazowej. Tramsglektronow
przez § domer wymaga obecnimi C&*/CaM, ktére poprzez FAD i FMN przenoszoneds
domeny oksygenazowej innego monomeru, w ktérej ujgag zelazem hemu i BiHw
centrum aktywnym, katalizag¢ reakcg utleniania L-argininy. Bl ulega przejciowej
oksydacji do rodnika Bil ale szybko zostaje zredukowany do Bi€aM nasila transfer
elektronow z NADPH do domen flawinowych. Kluczowwktadnikiem dla przeprowadzania
efektywnej katalizy przeeNOSjest rownie BH,4. Niedobor BH (ryc. 2B) mae powodowa
,fozdzielenie” dimerueNOS i przeptyw elektronow z flawin do L-argininy stajsie
niezwigzany z jej oksydagj Wowczas zamiast produkcji przez enzym NO ¢mage synteza
nadtlenku (@) z tlenu (32). Mechanizm regulacji synteeMOSprzestawiony jest na ryc.2.
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%W%

A) B)

NADPH

MADPH Cx

Ryc. 2 Mechanizm regulacji synteaNOS A) w warunkach optymalnych oraz B) przy niedol@oBH, (wg George and Johnson 2010).

11



Syntazasrodbtonkowa odpowiada zaagty produkcg niewielkich ilasci NO, co
warunkuje staty toniczny rozkurézian naczy. Pobudzanie wydzielania NO odbywa sa
skutek stymulacji komorekrodbtonka przez naczyniowe sifcinajgce, a ponadto przez
acetylocholir, bradykinirg i substang P. Poza komorkangrédbtonka synteza NO odbywa
sie w migsnidwce macicy oraz trofobdaie. NO stymuluje cyklaz guanylows, co prowadzi
do wzrostu stzenia cyklicznego 3,5-monofosforanu guanozyny (cGMPW cagu dalszych
przemian biochemicznych warunkuje rozkurczéniowki gtadkiej. Biologiczna rola tlenku
azotu nie ogranicza ¢ijedynie do efektu wazodylatacyjnego, dziala on maw
antyadhezyjnie, antyagregacyjnie, zmniejsza aktyémdazminogenu, hamuje przebudpw

scian naczy, a take petni wane funkcje w uktadzie nerwowym i odpogemowym (34,48).

GenNOS3kodupcy endotelialp syntaz tlenku azotu ztgony jest z 26 eksonéw i 25
intronow i koduje 1203 aminokwasy gcknej wielk@dci 133 kDa. Najcgscie] badanymi w
zwigzku z naddinieniem polimorfizmami geniNOS3 53 zamiana guaniny na tyminw
pozycji 894 (ekson 7) powodiga zmiag sekwencji aminokwasowe]j biatk&Gu298Asp
oraz zamiana tyminy na cytozyw promotorze genMOS3w pozycji -786. Schemat budowy

genuNOS3oraz badane w prezentowanej pracy polimorfizmygg@stzawionegna ryc. 3.

7q36
5:l M 3,
- ia 55?"&-.___#.19”';3 141516 171:51912&2122 232“525
1 2 34 567
-786T>C Glu298Asp

Ryc. 3.Schemat budowy oraz lokalizacja badanych w pratiynorfizmow genuNOS3
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Tlenek azotu hamuje aktywfio NOS na drodze ujemnego sSp¢enia zwrotnego
oddziatywupc na reszt hemows enzymu. L-cytrulina ulega przemianie do L-argininy
poprzez przyczenie atomu azotu. Arginina bierze udziat w kilkewntrzkomaorkowych
szlakach metabolicznych &ciezkach przekazywania sygnatu np. synteza NO, cykl
mocznikowy czy synteza kreatyniny. Tylko izoformelNOS posiada miejsce wiace
tancuchy kwasow ttuszczowych. Wigwos¢ ta umaliwia czasteczce enzymu zedanie s§ z
lipidowa btorg komérkows, podczas gdy pozostate dwie izoformiyOS pozbawione
lipidowego zakotwiczenia gsrozpuszczalne w wodzie. Dlatego izoforma nNOS QS
zawieszone sw cytozolu. Uwaa sk, ze zlokalizowanie cgsteczekeNOSw poblizu btony
komorkowej utatwia dyfuzj powstatego tlenku azotu do krwioobiegu i daatych w
sgsiedztwie komaorek miniowki gtadkiejsciany naczynia.

Mirystynizacja (dadczenie cgsteczki kwasu mirystynowego) oraz palmitynizacja
(dofgczenie czsteczki kwasu palmitynowego) doasteczkieNOSumazliwia wbudowanie
enzymu w bion fosfolipidows. Wykazano wysokie powinowactwo gsteczek eNOS
zakotwiczonych w btonie fosfolipidowe] do biatkavkeoliny. ZwigzanieeNOSz kaweolina
dezaktywuje czsteczk enzymu. Natomiast kompleks Ca-kalmodulina oddyseaje
czgsteczk eNOSod kaweoliny jednoczeie jg aktywupc. Fosforylacja oraz prawdopodobnie
mirystynizacja i palmitynizacja @zteczki eNOS dziata podobnie jak przygzenie do
kaweoliny.

Czgsteczka eNOS maze rownie uleg& fosforylacji na resztach tyrozynowych i
serynowych enzymu przy udziale odpowiednich kimapwadac tym samym do aktywacji
czasteczki enzymu. Najpierw dochodzi do mobilizacji pnga i uwolnienia eNOS z
kompleksu z kaweolm przez kompleks Ca-kalmodulina, a rastie reszty tyrozynoweas
fosforylowane przy udziale szeregu kinaz niezaike od obecn<i wapnia (13).

EndotelialnaNOS jest w ten sposéb poddawana cyklicznie zachoelnu procesowi
asocjacji i dysocjacji z @steczls kaweoliny, ktoéry to proces jest odpowiedzialny za
wzbudzanie cgsteczki enzymu. Belhassen i wsp. dowieii translokacja gsteczki enzymu
eNOSjak i jego fosforylacja w kardiomiocytach przy iale zalenej od CAMP kinazy biatka
A jest blokowana przez kwas palmitynowy. Pasgy mechanizm me br& udziat w
obserwowanej aktywacgNOSpod wptywem lekdéw zwkszapcych wewntrzkomorkowy
poziom cyklicznego AMP (9).

Syntetaza tlenku azotu me réwnie: braé udziat w powstawaniu nadtlenkéw {Q), ktére
powstaj przy niedoborze argininy. Powszy proces jest bardzo istotny w aspekcie
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wzajemnej zalenosci pomkdzy tlenkiem azotu a procesem oksydacji w ukladarowo-

naczyniowym (23).

1.1.4 PATOFIZJOLOGIA DZIALANIA TLENKU AZOTU

Endogenne powstawanie zwkdéw azotowych potwierdzono juna pocztku XX-
wieku. Wnioski te oparto na obserwaeg, ilos¢ wydalanych zwjzkéw azotowych z moczem
byla wiecksza ni ich poda. Co wkcej nawet catkowita eliminacja azotanow z diety nie
powodowata obrenia ich stzenia w moczu. Wzrost eliminacji azotanéw z ustroju
obserwowano ponadto w trakcie infekcji. ®oadczalne wstrzykgrie endotoksyn
bakteryjnych skutkowato wzrostem poziomu wydalangahoczem azotanow. W warunkach
in vitro stymulacja makrofagow lipopolisacharydami (LPSpwpadzita do uwolnienia
azotanow do podi@a hodowlanego. Jednak to zjawisko obserwowanetigiéo w przypadku
hodowli makrofagéw na podta wzbogaconym w argingn Zauwaono rownie, ze zdolng¢
makrofagéw do niszczenia komérek nowotworowych, téaknych oraz grzybéw zatg
wiasnie od dosjpncdici tego aminokwasu. Ponadto zdaleéda prowadzi do powstawania
cytruliny i maze zosta zablokowana przez pochodne argininy (np. L-
nitromonometyloarginipc, L-NAME). Obecnie zauwano, ze wiele substancji pobudza
srodbtonek do wydzielania NO (ATP, ADP, serotonirsybstancja P, stymulacja2-
adrenergiczna, bradykinina, angiotensyna Il, eriohaté., histamina) (65,113).

Gtowny mechanizm modyfikagy dziatanie uktadu kgenia w celu zaspokojenia
potrzeb tkanek obwodowych jest zalg od aktywnéci sroédblonka. Pozwala on na
specyficz adaptagj tozyska naczyniowego w obszarze aktywnych metabokci@nek. W
ten sposob dziatanie NO jest jednym z najwejszych mechanizmow wptywgjych na

regulacg napecia naczy (26,78,80,84).

Rola tlenku azotu w sercu jest bardziejzoioa ni w naczyniach krwionimych. W
narzdzie tym obecnegswszystkie trzy izoformyNOS Tlenek azotu wywiera ujemny efekt
inotropowy na serce. Pogtkowo zauwaono, podobnie jak w przypadku ukfadu
naczyniowego,ze usungcie srodbtonka lub zablokowanie dziatania NO potencigéz
mobilizacg wapnia w komérkach serca. Jednak tlenek azotutadzapetnie inaczej na
kardiomyocyty nt na komorki mgsniowe gtadkie (126). Od dziatania neuronalpPS

zalezne jest rownie unerwienie autonomiczne naézwyiencowych serca.
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Tlenek azotu w tym przypadku wspotdziata w regulgogeptywu krwi wraz z
mechanizmem zateaym od zapotrzebowania metabolicznego orazzmgta od przeptywu

Krwi.

W nerkach obecnegswszystkie trzy izoformyNOS Tlenek azotu syntetyzowany w
nerce bierze udziat w regulacji wydalania sodu drrglania reniny. Ze wzgtlu na obecnig
poszczegolnych izoforrlNOS w réznych czsciach nerki §rodbtonek naczynia, nablonek
kicbuszkéw, nabtonek cewek) bardzo trudno jest dokéadvkreli¢ rolg odpowiednich
izoform NOS w funkcji wydalniczej sodu i wydzielniczej reningraz w dziataniu
kiebuszkéw i cewek nerkowych. In vivo wzrost sekrddfD wydaje s} zwicksz& sekreag
reniny, jednak zjawisko to jest trudne do wykazawiavarunkachin vitro. Fizjologiczry
odpowiedza na dug dawke antagonistow argininy|NO) jest spadek przeptywu nerkowego,
spadek filtracji kébuszkowej, zmniejszenie wydalania sodu i pojawieske znacznej
proteinurii. K&de zaburzenie w uktadzie tlenku azotwga@ st ze zwekszeniem retenciji
sodu i wody, mimoz dokfadna zalenos¢ migdzy tlenkiem azotu a powgzym efektem nie
jest doktadnie poznana. W nagtdeniu ttniczym, gdzie obserwowany jest niedobér NO,

dochodzi réwnie do zaburzonego wydalania sodu.

1.1.5.CzASTECZKI DOCELOWE DLA NO

Tlenek azotu jest przyklademasteczki odmiennego sposobu przekazywania sygnaitu,
ktory zdecydowanie tdi sie od standardowego procesu polggago na syntezie,
wydzieleniu do przestrzeni zewtrzkomoérkowej i pajczeniu z odpowiednim receptorem
komorki docelowej. Jest to biochemicznie prostgsterzka gazu (rodnik tlenowy), ktora z
tatwoscig wigze sk kowalencyjnie z kilkoma molekutami docelowymi, mads gdy
standardowe przekaiki posiadag $cisle okrelong struktug i wymagaj obecndci
specyficznych dla siebie miejscag@icych na casteczce receptorowej. Tlenek azotu nie jest
magazynowany w wakuolach wegtrekomorkowych i swobodnie dyfunduje z miejsca
syntezy, a ponadto jest rozpuszczalny zaréwngaslowisku wodnym jak i lipidowym, co
umazliwia mu wolne przechodzenie z jednej komaorki dogiej (53).

Tlenek azotu ma wiele ggteczek docelowych: wie st kowalencyjnie z reszt
hemowy biatek, reaguje z wolnymi rodnikami twaiz nadtlenki azotu, reaguje z atomami
zelaza lub miedzi zawartymi w ggteczkach enzymow oraz aie wolne grupy tiolowe«SH

licznych biatek.
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Glébwng czsteczly docelos NO w ukiladzie sercowo-naczyniowym jest reszta
hemowa cyklazy guanylowej (GC -guanylate cyclase EC 4.6.1.2) (gtbwny
wewngtrzkomorkowy wtérny przekanik NO). Enzym ten jest heterodimerem utworzonym
przez dwie podjednostkyl i B1. Tlenek azotu wize st kowalencyjnie z atomemelaza
zawartym w reszcie hemowej cyklazy guanylowej, acow@duje rozrywanie wzania
pomkdzy zelazem i histydya piericienia protoporfirynowego, allosteryczne przemiesnie
czesci histydynowej i zmiag konformacyjm czasteczki cyklazy guanylowej (91).

Cyklaza guanylowa zdolna do syntezy cGMP wpysje w dwdch postaciach,
rozpuszczalnej (sGCsoluble guanylate cyclagestatej. Forma rozpuszczalna, jak to zostato
opisane powiej jest wraliwa na stzenie tlenku azotu. Forma stata natomiast jest
transmembraln proteirg z jedry domen zewrgtrzkomorkowy bedacag miejscem wizacym
dla przedsionkowego peptydu natriuretycznego (ANRtral natriuretic peptid¢ oraz z
domera wewmtrzkomorkows regulupca aktywnaé cyklazy guanylowej. W momencie
zwigzania ANP z statforma cyklazy guanylowej cGMP jest syntetyzowany i datdiodo

wzrostu wydalania sodu przez nerki.

W gtéwnej mierze NO wywiera swoje dziatanie wetvakomorkowe poprzez cGMP.
Podobnie jak w przypadku cAMP, wewtrekomorkowy metabolizm cyklicznego GMP
odbywa s¢ przy udziale fosfodiesterazy. Komorki ¢émi gtadkichéciany naczynia zawiergj
typ V fosfodiesterazy specyficzny dla cGMP. Jej dedaosci zmniejszajce
wewngtrzkomorkowe sfzenie cGMP potencjalizuje dziatanie efektorowe tepsteczki
(cGMP), a tym samym miorelaksacyjne dziatanie tleakotu. Oprocz typu V obecny jest w
tych komorkach rownietyp 11l fosfodiesterazy, dla ktérego cAMP i cGMRB substratami
kompetycyjnymi. Biatkiem efektorowym dla cGMP w kérmoe megsniowe] gladkiej jest
cGMP-zalegna kinaza biatek (PKG, kinaza G, izoforma I). Kiaata fosforyluje kilka
specyficznych dla siebie protein wywalaj efekt miorelaksacyjny komoérki. PKG jest
enzymem specyficznym dla komorki ¢ggmiowe]j gtadkiej i wystpuje w niej w duej ilosci.
Obecnaé¢ PKG stwierdza giw cytozolu take przy braku cGMP, ale pozostaje ona w formie
niezaktywowanej. Po przdzeniu cGMP do asteczki PKG dochodzi do zmiany
allostruktury enzymu i odtzenia pseudosubstratu od miejsca katalityczneggnem, ktory
przechodzi w forra zaktywowan. Przyhczenie cGMP do gateczki enzymu jest odwracalne
(53,82).
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Receptory dla zwzkow wazoaktywnych obecng sarowno na powierzchni komorek
srodbtonka, jak i mgsniowych gtadkich. Interakcja ligandu ze specyficanyla siebie
receptorem prowadzi do zgkiszenia uwalniania NO i geednio do rozszerzenia naczynia,
interakcja tego samego ligandu z receptorem na kwentnesniowej gtadkiej wywotuje
bezpdredni efekt skurczowy naczynia (122). Zjawisko &stj wynikiem aktywacji przez
peptyd lub amia tej samej wewsgtrzkomaorkowejsciezki przewodzenia sygnatu w obydwu
komorkach. Zwizki wazoaktywne gcza si¢ z receptorem zawierggym 7 domen
transbtonowych (7-transmembrane domain receptoijcponym z uktadem fosfolipazy C
przez biatko G. Enzym ten Kkatalizuje powstawanie bfonowych fosfolipidow
rozpuszczalnego w cytoplazmie fosfatydyloinozytatwaz lipofilnego diacyloglicerolu.
Fosfatydyloinozytol jest wtornym przeka@kiem pobudzajcym mobilizacg wapnia
wewnmngtrzkomorkowego z siateczki sarkoplazmatycznej wadzi do otwarcia zalmych od
napecia dokomorkowych kanatébw wapniowych. Aktywacja degzlaku w komorce
srodbtonka zwgksza aktywnéc zaleznej od kompleksu Ca-kalmodulina syntazy tlenku azot
(NOS),natomiast w komorce wriiniowej gtadkiej prowadzi do zateego od wapnia skurczu
komoérki. W tym mechanizmie peptyd, amina lub innzbsancja wazoaktywna e
wywotywat efekt pdredni rozkurczowy (przezrodbtonek) lub bezpwedni skurczowy na
migsnidwke gtadlg naczynia. Inne typy tego receptoratakze zdolne aktywowasyntez
NO w érédbtonku (29, 30).

PKG, jak to bylo ja wspomniane wczaiej, posiada wiele biatek docelowych w
komdrce mgsniowej gtadkiej, spé&rod ktérych czs¢ na pewno nie zostata jeszcze
zidentyfikowana. Jednym z biatek docelowych PKGt jesfolamban powizany z Ca-
ATPaz reticulum sarkoplazmatycznego. Biatko to po ufogfowvaniu przy udziale PKG
odpowiedzialne jest za aktywacfCa-ATPazy, ktéra nasila aktywny transport jonow £a

cytozolu. Prowadzi to w konsekwencji do alamia poziomu wapnia wewtriz komorki (53).
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Ryc. 4.Schemat relaksacji komorek ggmiowych pod wptywem dziatania NO.

1.2.RODZINA ENDOTELINY

Endotelina (ET -endothelin jest hormonem parakrynnym wygptijacym w trzech
izoformach — ET1, ET2 oraz ET3aigcych s¢ od siebie struktur Jest syntetyzowana w
komodrkachsrédbtonka naczy, mozgu, nerek, jelita, gruczotach wydzielania wetranego,
w komodrkach endometrium i 4gska, hepatocytach, pneumocytach typu II, komdrkach
Sertoliego oraz w odpowiedzi na zapalenie rowpiezez komorki krwi. Ekspresja endoteliny
jest regulowana przez wieleaorodnych czynnikow. Wzrost jej wydzielania zachioplad
wptywem stymulacji hormonalnej (katecholaminy, amgnsyna I, kortyzol, insulina,
wazopresyna), czynnikow fizykochemicznych  (hipoksjahiperkapnia, kwasica,
niedokrwienie) oraz przy udziale trombiny, glukozyzynnikdw wzrostu i endotoksyn.

Natomiast za hamowanie jej syntezy odpowiadajadykinina, prostacyklina, heparyna,
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tlenek azotu, prostaglanyna E2 oraz przedsionkoegtyal natriuretyczny. Miejscem ich
metabolizmu g w gtéwnej mierze ptuca orazatvoba i nerki (36,48,79).

Endoteliny g peptydami zbudowanymi z 21 aminokwasow. Ich sti&ichemiczna
jest podobna do sarafotoksyny — sktadnika jagaawhctractaspis engaddenensieptydy te
silnie zwezajg naczynia krwionéne, a efekt naczynioskurczowy jest znamiennie diwgay
I utrzymuje s¢ przez 45-60 minut. Farmakologicznie reakcje wywetgrzez endotelin
mozna podziek na dwie klasy. Pierwszy typ reakcji obejmuje¢zenie naczf, oskrzeli i
stymulacg wydzielania aldosteronu. W tym typie reakcji ®indziataj ET-1 i ET-2. Drugi
typ reakcji obejmuje przé&giowe rozszerzenie naazya wszystkie trzy rodzaje ET maj
prawie rown site dziatania. Endotelina 1 jest najsilniejszym jakadozidentyfikowanym
czynnikiem zwzajacym naczynia. Wydaje §ize zyty bardziej ni tetnice g wrazliwe na
dziatanie ET-1. Zrénicowary wrazliwos¢ magy takze wykazywé tozyska naczyniowe
poszczegolnych nagdow organizmu ludzkiego. Endotelina wyizolowana tatas po raz
pierwszy w warunkach hodowli komérekrédbtonka naczy. Nie znaleziono rinic
gatunkowych midzy izoformami ET ludzkiej, wieprzowej, szczurzejptowej czy psiej.
Uwaza sk, ze u cziowieka najbardziej znagym fizjologicznie izopeptydem jest ET-1
produkowana przede wszystkim przez komdrkidbtonkdw naczyniowych, obecna zakw
komorkach mozgu, nerkach, ptucach.

Receptor ET-A odpowiada za pierwszy typ reakcjiestj dominujcym typem
receptora na méniowce gtadkiej nacay Receptor ET-B odpowiada za drugi typ reakcji i
znajduje s} miedzy innymi na komorkachsrodbtonkowych (27, 41). Kolejro
powinowactwa dla receptora ET-A to: EPHAT-2>ET-3. Receptory ET-B mpjednakowe
powinowactwo do wszystkich trzech izoform endote(jh02).

Produkcja prepro-ET-1 jest pobudzana przez wielgnmikéw takich jak:
angiotensyna Il, wazopresyna, adrenalina, czymwikiostu, interleukig 1, TNF, insulir,
niedotlenienie, stres, endotoksyny, trombinPrekursor nie jest magazynowany w
ziarnistgciach wewatrzkomorkowych, z& czynna biologicznie ,,dojrzata” ET-1 jest
efektem dziatlania enzymu btonowej metaloproteazpacZenie ET-1 jako k#acego
hormonu pozostaje jeszcze nie w peini wygjane, lecz na pewno wykracza poza
oddziatywanie na uklad sercowo-naczyniowy. Obecmi@domo,ze ET-1 bierze udziat w
utrzymywaniu przeptywu krwi w matych, peryferyjnyetaczyniach oporowych w sposoéb
parakrynny i mee odgrywa role w utrzymywaniu hemodynamicznej homeostazy poprzez
zmiare dystrybucji krwi w ustroju (71, 96). Endotedirl naley uzna raczej za miejscowy
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czynnik regulycy niz za hormon kzacy, poniewa ET-1 mae by uwalniana
preferencyjnie w kierunku rggniéwki gtadkiej naczynia, a nie kierunkawiatta naczynia.
Stanowi to powzny dowdd,ze krizace stzenia ET-1 nie odzwierciedigjrzeczywistego,
miejscowego stzenia tego peptydu wscianie naczynia krwiorimego. Istotnie, w
hodowanych komorkacKrodbtonka dwa razy wcej ET-1 jest uwalniane pozawiatto

naczynia nt do jego wetrza (31, 124). Wydaje gize zyty bardziej nk tetnice g wrazliwe

na dziatanie endoteliny 1.

Produkcja endotelin przebiega w kilku etapach. syntetyzowane pod postaci
nieaktywnych preproendotelin (ppET) zbudowanych 12 2reszt aminokwasowych.
Wewmntrzkomoérkowo ulegaj przeksztatceniu w proendoteliny (tzw. b endoteliny”,
bigT) zawierajce 38-39 (ET-1), 37-38 (ET-2), 41 (ET-3) aminokwasd&ndotelina 1
powstaje w wyniku proteolizy wkania 21-Trp i 22-Val. Przemiana ,dich endotelin”
zachodzi wewstrz- i zewrgtrzkomorkowo przy udziale enzymu konwesitggo endoteliny
(endothelin-converting enzymeCE) zalenego od jondw cynku. Synteza endotelin przebiega
juz po okoto 10-15 minutach od pobudzenia komorki,r&tdie maj zdolnagci do jej
gromadzenia (36, 79).

Endoteliny dziataj poprzez dwa rodzaje receptorow gmanych z biatkami G: ET-A
oraz ET-B. Gen dla receptora ET-A znajduje rs& chromosomie 4 (4g31.2), natomiast dla
receptora ET-B na chromosomie 13 (13g22).a€z@nie z receptorem ET-A prowadzi do
wzrostu srodkomorkowego skenia jondw wapnia i warunkuje skurcz komaorkigemiowej
gtadkiej. Natomiast aktywacja receptora ET-B stymmilsyntez tlenku azotu i zmniejsza
wewngtrzkomorkowe sgzenie jondw wapnia, jednak w dalszymagui przewaa efekt
wazokonstrykcyjny endotelin. Ekspresja receptoréA: jest najwiksza w komorkach
miesni gtadkich i sercu, natomiast ET-B w komork&cbdbtonka i komorkach msniowych,

a take w nerce. Ponadto receptory dla endoteliny zlakalano w ptucach, spodkowym
uktadzie nerwowym, nadnerczach oraz skérze (4843,

Najlepiej poznaa izoformy jest endotelina-1. Bierze ona udziat w proliferaicj
réznicowaniu komorek, utrzymywaniu réwnowagi kwasovasadowej, funkcjonowaniu
uktadu kgnzenia, jest zaangawania w procesy zapalne, hemosgtaraz proces gojenia ran.
Sugeruje s jej udziat w patogenezie licznych chordb. Zk&zone sizenie tego biatka
obserwuje € u chorych z zawalem serca, pierwotnym n&deniem gtniczym, ostg
niewydolnGciag nerek, astmp oskrzelow, ostrym zapaleniem trzustki, nabytymi wadami
serca, cukrzyg zespotem rozsianego krzegria wewntrznaczyniowego oraz twardazin
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uktadowy. Ponadto endotelina bierze udziat w progresji mizdia zigliwego. Niewgtpliwa
jest rownie rola tego peptydu w patogenezie nadinia indukowanego gia (12, 79, 48,
36).

W pocztkowym okresie aizy tetnice spiralne przeksztatgagic z naczy o grubej
miesnidwce w naczynia o elastyczngianie, ulegaj wydtuzeniu i poszerzeniu. Trofoblast
niszczy ich warste migsniowsg. Ma to na celu zmian systemu wysokooporowego w
niskooporowy, zapewniggy prawidtows perfuzg tozyskows. W cigzy prawidtowej migracja
trofoblastu odbywa siw dwoch etapach. W drugim etapie fala migracjidbtastu obejmuje
naczynia spiralne w obbbie doczesnej, jak i w obszarzeefmiowym. W etiopatogenezie
nadcénienia indukowanego g¢ia tetnice spiralne nie ulegaj przebudowie, inwazja
trofoblastu jest ograniczona jedynie do naczyoczesnej. Ostatecznie prowadzi to do
niedotlenienia tgyska. Niedotlenienie skutkuje uszkodzenignddbtonka naczy, co zaburza
rownowag  produkcji  czynnikbw  wazodylatacyjnych  (NO, prostena) i
wazokonstrykcyjnych (endotelina, tromboksan A2),tyan samym zwgksza s¢ opoOr
naczyniowy i rozwija nadénienie. Ponadto w nadaieniu indukowanym a@ig zwraca
uwag zmniejszona wrdiwos¢ naczy na substancje rozszergeg naczynia, w tym przede
wszystkim na NO. Niedotlenienie Agska prowadzi do hipoksji, co wzmaga uwalnianie
czynnika martwicy guza oraz interleukiny-1 — subsja te znacznie hamujaktywnacé
syntetazy NO, pogbia to nieprawidiow przewag czynnikbw naczyniokurezych.
Towarzyszy temu wzrost ekspresji receptora dla VEGI jednoczanie spadek jego
stezenia, prowadzi to do ugledzenia tayskowej angiogenezy i jeszcze bardziej ogranicza
przeptyw maciczno — fyskowy 95).

W cigzy aktywna¢ uktadu syntetyzuarego tlenek azotu (L-arginina — NO — cGMP)
jest bardzo dia, co hamuje skurcze macicy. W miablizania s¢ terminu porodu aktywric
tego ukfadu spada, ma to prawdopodobnie znaczenmeewhanizmie rozpoeeia porodu.
Wzrost syntezy tlenku azotu w przebiegarygijest wynikiem dziatania syntazy NO wykrytej
W migsniu macicy i syncytiotrofobkxie, ktdéra to jest pobudzana wysokimezgniem
estradiolu (8).

Endotelina-1 wptywa réwnie na skurcz naczZy w czasie porodu. Wykazano jej
obecnd¢ w doczesnej toyska, trofoblacie kosméwkowym i pozakosméwkowym, a zakw
pozanaczyniowych tkankach endometrium, co ma igtpiviazek z obkurczaniemgnaczy
spiralnych. Nie do kéca okrélone jest pierwotnezrodio endoteliny w tych tkankach.
Przypuszczalniegsto naczynia ptodu, a nie naczyniayeka, poniewa wykazano wysze

21



stezenie endoteliny-1 wzyle pepowinowej ni we krwi matki. Prawdopodobnie sam ptéd
syntetyzuje to biatko w odpowiedzi na hemodynamgczzmiany zachodze w czasie
czynnaci skurczowej macicy. Potwierdza to fakt #8yego stzenia endoteliny wzyle
pepowinowej u kobiet z rozpoely czynndcig skurczovs macicy né u kobiet, u ktorych
Cigze rozwigzano elektywnym e¢ciem cesarskim (przed rozpeceEm czynnéci
skurczowej), jednate we krwi obwodowej gkenie to pozostaje takie samo w obu grupach
kobiet. Pewnym jest natomiast fakie endotelina-1 reguluje przeptyw krwi w jednostce
lozyskowo-ptodowej (8, 124).

1.2.1.F1ZJOLOGICZNE DZIALANIE UKLADU  NO-ET-1

Uktad krewsrodbtonek, w aspekcie fizjologicznym i farmakolagigm, stanowi
funkcjonalry jednostke komunikupca sie z przedziatem efektorowym, ktérym jest
miesnidwka sciany naczyniaSrodbtonek, jako najbardziej wewtnzna warstwa naczynia
stanowi powierzchgi przez ki6g przekazywanesssygnaty do krwioobiegu lub do komorek
miegsni gladkichsciany naczynia. Komunikacja w ukladzie sercowo-ga@avym odbywa si
m. in. przy udziale c¢gsteczek sygnatowych, ktdre dana komorka przetwiageaeruje nowy
molekuk przekazujca sygnat do nagpnej komorki, a cgsteczki o dziataniu endokrynowym
lub parakrynowym odgrywajw nim istotra rolg. Intensywné¢ napezenia moduluje iléé
wytwarzanego przegrdédbtonek NO, ktéry odgrywa wviaa rolg w regulacji podstawowego
napkecia sciany naczynia oraz w jej adaptacji do ek@zonego zapotrzebowania
energetycznego tkanek otacajch.

Tlenek azotu (NO), endotelina oraz naczyniowpdbtonkowy czynnik wzrostu
(VEGF, vascular endothelial growth factpsy czynnikami w istotny sposob warunkaymi
niepowikiany przebieg gty i optymalne wzrastanie ptodu, ¢dzy innymi poprzez wptyw na
prawidtowy rozwdj jednostki macicznodgskowej, angiogenez napecie misni macicy
podczas azy i tuz przed jej zakaAczeniem oraz obkurczaniegsnaczy pepowinowych w
czasie porodu. Zaburzenie rownowagi ich dziatandgrgwa bardzo wang role w
etiopatogenezie railzy innymi stanu przedrzucawkowego(54, 69, 29, 96)pracy Baksu i
wsp. wykazanoze wana role patogenetycznw rozwoju preeklampsji petni nie tylko samo
zwiekszone stzenie endoteliny-1, ale réwrieobnizone s¢zenie tlenku azotu, a tym samym
zaburzona réwnowaga tych dwoch substancjicgachych w stanie przedrzucawkowym. Do

podobnych wnioskéw sktaniggie rowniez autorzy pracy Khetsuriani i wsp. (5, 51) (ryc. 5).
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Ryc. 5.Schemat dziatania uktadu NO-ET-1.

Schemat przedtawiggy wspotdziatanie uktadu tlenek azotu — endotelil®dO-ET-1)
przedstawia ryc. 6. W uktadzie naczyniowym NO beémpdnio aktywuje rozpuszczaln
cyklaz guanylanow (sGC) prowadzc do powstawania cyklicznego GMP (cGMP). Wzrost
wewngtrzkomorkowego cyklicznego GMP powoduje redgkeyewmtrzkomorkowej puli
cd’, jak réwnie aktywacg kinazy biatkowej G (PKG). W klasycznym szlaku
sygnalizacyjnym ET-1, endotelina 1 stymuluje pragekNO w komdrkach endotelialnych
poprzez aktywaejeNOS Zachodzi to poprzez aktywaagjeceptorow ETB i szlak PI13-K/Akt,
ktéry z kolei stymuluje fosforylagj eNOSz dalsz produkcy NO. ET-1 hczac sk z
receptorem ETA aktywuje fosfolipaz C (PLC), ktora katalizuje hydrokz
fosfatydyloinozylo-4,5-bisfosforanu (PJPtworzac inozytolo-1,4,5- trifosforan (IP3) i 1,2-
diacyloglicerol (DAG). IP3 dyfunduje do specyficahyreceptorow na powierzchni reticulum
endoplazmatycznego i uwalnia zmagazynowany' @ cytoplazmy. Natomiast DAG w
obecndci jondw wapnia aktywuje kingzdiatkowg C (PKC) (47).

Stan hemodynamiczny w preeklampsji w przechstevie do cizy prawidiowe]
charakteryzuje si mah objtoscia krwi, wysokim cknieniem i wysokim oporem
naczyniowym. Ginienie ttnicze mae wzrastd w wyniku zmniejszonego uwalniania
zZwigzkbéw rozszerzapych naczynia i/lub poprzez zgwiszenie produkcji czynnikdw
Zwezajagcych naczynia. Zmiany we wzajemnej proporcji PGITXA, oraz NO i ET-1 w
wyniku zaburzonej funkcji srodblonka naczy, mog przybr& post&g zmian

hemodynamicznych, jakie obserwuje i preeklamps;ji (14, 81).
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1.2.2.BUDOWA GENU ET-1

Izoformy endoteliny (ET-1, ET-2, ET-3p kodowane przez trzy ogline geny. Gen
dla ET-1 znajduje gina 6 chromosomie (6p23-p24), sktadazsipicciu egzonow o diugami
6,84 kb mRNA, dla ET-2 na chromosomie 1 (1p34.2ggondw o diugai 5,9 kb mRNA),
natomiast gen dla ET-3 jest zlokalizowany na chreonae 20 (20913.2-q13.3, 6 egzonow 0
dhugcéci 25,5 kb mRNA).

Polimorfizm inercyjno-delecyjny3A/4A znajduje s w regionie niepodlegagemu
translacji (5’'UTR) eksonu 1. Natomiast polimorfizepowodowany zamianguaniny na
tymine w pozycji nukleotydowej 5665, powodgly zmiare sekwencji aminokwasowej biatka
(Lys198Ash zlokalizowany jest w eksonie 5. Schemat budowgugeDN1 oraz badane w

prezentowanej pracy polimorfizmy przedstawioa®&a ryc. 6.

6p24.1

ATG TGA

) N §

1 . TR 3 4 T § 5

-134delA | ‘ Lys198Asn

{1 8 w0 0

.

- >
preproET-1

bigET-1
-+
ET-1

Ryc. 6.Schemat budowy oraz lokalizacja badanych w pratiynorfizmow genuEDN-1

24



2. CEL PRACY

Celem pracy byla ocena gstdici wyskpowania polimorfizmoéw genetycznych
wybranych genéw uktadu tlenek azotu (NO) — endoteli (ET-1) i ich znaczenia w rozwoju

stanu przedrzucawkowego i hagienia cgzowego.

Cel ten realizowano poprzez:

1. Analize czstasci wystepowania genotypow i alleli genu syntazy tlenku aZdtOS3)
w zakresie polimorfizmuGIlu298Asp oraz -786T>C w grupie badanej kobiet z
nadcénieniem w cizy oraz grupie kontrolnej zdrowychegarnych,

2. Analiz¢ czstasci wyskpowania genotypow i alleli genu endoteliny (EDN1) w
zakresie polimorfizmuLys198Asn oraz -134delA w grupie badanej kobiet z
nadcénieniem w cizy oraz grupie kontrolnej zdrowychegarnych,

3. Analiz¢ wspotwysepowania poszczegoélnych genotypow w grupie badaobjek z
nadcénieniem w cazy oraz grupie kontrolnej zdrowychegarnych,

4. Analize wybranych parametréw biochemicznych w grupie kbhi@madcinieniem w
ciazy

5. Analiz¢ korelacji badanych w pracy polimorfizmow genetygzm z parametrami

biochemicznymi w grupie kobiet z nagizcieniem w cizy.
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3. MATERIAL | METODYKA

3.1.GRUPY BADANYCH PACJENTEK

Do grupy badanej i kontrolnej pacjentkezarne kwalifikowano w olgbie Oddziatu
Porodowego Ginekologiczno-Paticzego Szpitala Klinicznego nr 3 ul. Polna 33 vziRaniu
oraz Oddziatu Potmiczego | i lll Kliniki Perinatologii i Choréb Kolgicych Uniwersytetu
Medycznego im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniwkvesie od stycznia 2006 roku do
kwietnia 2009 roku. Wszystkie afpg badaniem pacjentki zostaty poinformowane o ¢elu
zakresie badaoraz wyrazity na nie pisemnzgod:. Na przeprowadzenie badaizyskano

rowniez akceptagj Komisji Bioetycznej UM w Poznaniu nr 902/03.

GRUPA BADANA

W grupie badanej analjzobjgto 110 kobiet z nadgnieniem w cizy (Sredni wiek
29,46x4,54 latsredni wiek cjzowy 36,88+3,50 tyg.srednie skurczowe @mienie ttnicze
167,82+16,87 mmHg). Klasyfikacja kobiet do grupylaaej zostata przeprowadzona wedtug
kryteriow zalecanych przez Amerytekie Towarzystwo Polmikow i Ginekologow (ACOG —
American College of Obstetrician and Gynecologist®/ tej grupie kobiet wartei
skurczowego d@nienia ttniczego wynosity> 140/90 mmHg, potwierdzone co najmniej
dwukrotnym pomiarem w sgeiogodzinnym odspie czasu, biatkkomocz 30 mg% w
przypadkowej probce moczu lub 300 mg w dobowej zbiérce moczu. W badanej grupie
wyodrebniono cezarne prezentgge objawy nadénienia cgzowego (GH) w liczbie 69 oraz
ci¢zarne z rozwirgtym stanem przedrzucawkowym (PE) w liczbie 41. xystkich kobiet z
tej grupy potwierdzono pojawienie¢swyzszego dnienia tetniczego i biatkomoczu po 20
tygodniu czasu trwania gidy. Pomiar cinienia ttniczego przeprowadzano po co najmniej 30
min. odpoczynku, w pozycji sieglzej lub lezacej na lewym boku. U wszystkich kobiet z tej
grupy potwierdzono eie¢ pojedynca. Z bada zostaly wykluczone pacjentki z aep

wieloptodow, cukrzy@, zmianami naczyniowymi oraz powiktaniami zakrzegow
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W grupie badanej odnotowywano: wakbd cisnienia ttniczego, oznaczenia
laboratoryjne w surowicy krwi (war§é mocznika, kwasu moczowego, azotu mocznikowego
— BUN, biatka catkowitego, poziomu elektrolitéw:dsg potasu, chloru), waro biatka w
moczu, wzrost, mgsciata i wskanik masy ciala (BMI —body mass indgx Ponadto
odnotowywano stan urodzeniowy noworodka, dane dgtgcwywiadu poteniczego oraz

przebiegu cizy i porodu.

GRUPA KONTROLNA

Jako grup kontrolrg przeanalizowano 150 zdrowych kobietzeirnych §redni wiek
28,29+4,40 lat, sredni wiek cazowy 39,06+1,28 tyg.,srednie cénienie skurczowe
112,07+£10,75 mmHg). Do grupy kontrolnej kwalifikom@akobiety z prawidtowym énieniem
tetniczym <140/90 mmHg, bez obedao chordb internistycznych, nieprawidtowm
chromosomalnych lub wad wrodzonych u ptodu, z petddorn cigza pojedynca.

W grupie kontrolnej odnotowywano: waéto cisnienia ttniczego, wzrost i mas
ciata, wskanik masy ciatla. Po porodzie zbierano dane deggzstanu urodzeniowego
noworodka, dane dotygee wywiadu poteniczego oraz przebieguagy i porodu.

U wszystkich badanych kobiet z obydwu grup wied¢awy potwierdzano w oparciu o
dat ostatniej miesiczki, regularné¢ cykli miesecznych, daf pierwszych ruchéw ptodu
podawan przez cgzarmg, badanie ultrasonograficzne przeprowadzane wréstrze czy,
jak rowniez kolejne badania ultrasonograficzne w Il potowigzgi Odnotowane warkgi
wskanika BMI przed ciza byly oparte na masie ciata podawanej przezacg. Wskanik
BMI kalkulowano jako iloraz masy ciata do kwadrawzrostu i podawano w kg/m
(niedowaga <19,9, prawidtowa masa ciata 20,0-2dz@lwaga 25,0-29,9 oraz ot§#$0>30,0
kg/m?).

Cisnienie ttnicze krwi w grupie badanej 1 kontrolnej mierzonéyto
sfigmomanometrem zgodnie ze standaryzowanym pregokoMankiet sfigmomanometru
dobierany byt takzeby stanowit 40%redniego obwodu konczyny gérngjddnio szeroksxi
12-14 cm), zakladany byt na wysako serca 2-3 cm nad zgiem tokciowym. Za @inienie
skurczowe przyjmowano | faz Korotkowa (pierwszy styszalny ton serca). sSi@énie
rozkurczowe byto odczytywane zgodnie z V gakorotkowa (moment zaniketia tonéw
serca). U niektérych ekarnych przy cdinieniu hiperkinetycznym énienie rozkurczowe
odczytywano zgodnie z IV fagKorotkowa (momengciszenia tondéw serca).
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Dane kliniczne i wartéi cisnienia ttniczego skurczowego i rozkurczowego

obydwu grupach etarnych zostaty zebrane w tabeli 1.

Tab. 1. Dane kliniczne pacjentek z grupy badanej i koniepl

Nadciknienie w cigzy Grupa kontrolna p
Wiek cigzarnej (lata)
srednia +SD 29,46+4,54 28,29+4.40 ns
mediana 29 28
min/max 18/38 17/41
Tydziei zakaiczenia cizy
(tydz.)
srednia +SD 36,88+3,50 39,06+1,28 <0,0001
mediana 38 39
min/max 27142 37/42
RR skurczowe (mmHg)
srednia +SD 167,82+16,87 112,07+10,75 <0,001
mediana 170 110
min/max 140/220 85/140
RR rozkurczowe (mmHg)
srednia +SD 104,32+11,62 70,62+9,13 <0,001
mediana 100 70
min/max 70/140 50/95
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3.2.METODYKA

Do oznaczenia badanych w pracy polimorfizmow ggrmtych pobrano od kdej z
pacjentek 3-4 ml krwi zyly odtokciowej do probowek S-Monovette (Sarstddiemcy) z
YEDTA (sl
etylenodiaminotetraoctowego). Probdwki z kywbyly przechowywane do czasu izolacji

zelem zawierajcym antykoagulant dwupotasow  kwasu

zamraone w temperaturze -20.

W grupach badanej i kontrolnej o0znaczonoest&é wyskpowania czterech
polimorfizméw genetycznych: dwoch w genie kaghym enzym syntaz tlenku azotu
(NOS3 oraz dwdéch w genie endoteliny EN1). Charakterysty& badanych polimorfizmow

przedstawiono w tabeli 2.

Tab. 2. Charakterystyka polimorfizméw badanych w pracy.

Gen Pozycja genu Zmiana Zmiana sekwencji dbSNP
na nukleotydu biatka
chromosomie
NOS3 7p35-36 894G>T Glu298Asp rs1799983
-786T>C — rs2070744
EDN1 6p23-24 -134delA — rs10478694
5665G>T Lys198Asn rs5370

Do bada zastosowano reakcfancuchowej polimerazy (PCR polymerase chain reactijpn
oraz metod polimorfizmu dtugdci fragmentow restrykcyjnych (RFLPrestriction fragment

length polymorphisin

3.2.1.1zoLAcIA DNA

DNA otrzymywano z leukocytéw krwi za pompezestawu do izolacji QlIAamp DNA
Blond Mini Kit (QIAGEN Inc., Niemcy). W probéwce ueszczano 20 pl enzymu -
proteinazy K, do ktérego dodawano 200 pl krwi polejana EDTA oraz 200 ul buforu do
lizy oznaczonego przez figrsymbolem AL. Cat& inkubowano w temperaturze %5 przez
10 minut, wirowano i przenoszono do probowki zawjigrej kolumre ze zi@em
krzemionkowym. Nasgpnie probowik wirowano 1 minu przy obrotach 8000 rpm. Kolurgn
przenoszono do nowej probowki, a prgs odrzucano. Dwukrotnie przemywano kolumn

500 pl buforéw oznaczonych Al (po czym wirowanoeard minug 8000 rpm) oraz A2 i
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wirowano przez 3 minuty 14000 rpm, w celu oczysnia DNA. Na koluma naktadano
nastpnie 200 pl buforu do elucji i po 5 minutach inkajpav temperaturze pokojowej
wirowano 1 minug 8000 rpm. Po tym wirowaniu uzyskiwanajaczyszczone DNA, gotowe

do wycia w dalszej analizie genetycznej.

3.2.2.0ZNACZANIE JAKO SCI I ILO SCI PREPARATOW DNA

Istotne dla dalszej analizy genetycznej jestestie i czyst&¢ wyizolowanego DNA,
ktore sprawdzano spektrofotometrycznie oraz popedektroforez w zelu agarozowym.
Stgzenie otrzymanego preparatu DNA obliczano z pomabsorpciji przy diugai fali 260
nm okrelanej jako gstas¢ optyczna (ODang. optical densily
Przyjmuje s¢, ze gdy A260 réwna gil to stzenie dwuniciowego DNA (dsDNA) wynosi
okoto 50 pg/ml. Jest to wakd przyblizona, poniewa wartags¢ wspotczynnika ekstynkciji
zalezy od skfadu zasad azotowych w DNA.

Stezenie DNA = absorbancja przy 260 nm x rozcigczenie x 50

Stosunek A260/A280 jest natomiaststo stosow:n miarg czystdci roztworu DNA, ascislej
miarg zanieczyszczenia DNA biatkami (maksimum absorpgfidla biatek wynosi 280 nm).
Ogodlnie preparat DNA uznajegsta czysty, jeeli A260/A280 wynosi 1,8-2,0. deli probka
DNA zanieczyszczona jest RNA to waitoA260/A280 jest blisza 2,0 natomiast gdy
biatkami to warté¢ ta jest nisza ni 1,8. W przypadku przekroczenia opisanych zakreséw
absorbancji DNA izolowano ponownie.

Otrzymany DNA sprawdzano rowrie poprzez elektroforez na 0,8% zelach

agarozowych, w ktérych uzyskiwano pojedynczyzpk genomowego DNA.

3.2.3.POLIMORFIzM GLU298ASPSYNTAZY TLENKU AZOTU

Do przeprowadzenia reakcji PCR o gbgci koncowej 25l pobierano 25 ng DNA,
2,5 ul buforu 10 x Taq Bufor z (Nf.SO, (Fermentas, Litwa), 2,5 mM Mgg(Fermentas,
Litwa), 0,25 mM dNTP (GeneCraft Niemcy), 0,4M startera F i R (TibMolBiol, Polska),
ktérych sekwencja zostata przedstawiona w tabelz dtU Taqg polimerazy (TibMolBiol,
Polska). Warunki reakcji PCR dla tego polimorfizioyty nastpujace: denaturacja wgina

95°C 4 minuty, nagpnie 35 cykli obejmujcych denaturag¢j wtasciwag 95°C 1 minuta,
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wigzanie starterow 64°C 1 minuta, syrte2°C 1,5 minuty, po nich nggtowata synteza
koncowa 72°C 10 minut. Reakcje przeprowadzangywajac termocykler PTC200
Programmable Thermal Controller, (MJ Research I0&A). Uzyskany produkt wiellai
248 par zasad hydrolizowano enzymem restrykcyjrivibol. W tym celu pobrano 19
uzyskanego po PCR produktu, @,Buforu 10 x R Bufor (Fermentas, Litwa), gl5terylnej
wody oraz ll enzymuMbol. Mieszanina byta inkubowana w cieplarce (MemmbBigmcy)
przez cad noc w temperaturze 37°C. Po inaktywacji enzymu @ przez 20 minut
dodawano bufor obgtajgcy (30% glicerol w wodzie destylowanej, 0,25% brdemo| blue,
0,25% ksylencjanol FF) i nanoszono probki na 28b agarozowy (TiBMolBiol Universal
Agarose, Polska). Po wybarwienkelu w bromku etydyny odczytywano genotypy wedtug
wielkosci fragmentéw uzyskanych po trawieniu zgodnie 2kaB.

Tab. 3. Startery ayte do reakcji PCR.

Gen Polimorfizm Sekwencja starterow Literatura
NOS3 894G>T F5° AAg gCA ggA gAC AgT ggA Tgg A 3° Yoshimura
R5 CCC AgT CAATCC CTT Tgg TgC TCA 3" | i wsp. 1998
-786T>C F5° CCA CCC TgT CAT TCAgTg AC 3° Seremak-
R5 TCT CTg Agg TCT CgA AAT CA3’ Mrozikiewicz
I wsp. 2005
EDN1 -134delA F5 TTg TCT ggg gCT ggA ATA AAg TCg3’ Rajput
R5 CgAgCg TgC CTACCT gTTTCT g 3’ i wsp. 2006
5665G>T | F5'TCA TgA TCC CAA gCT gAA Agg CTA3’ Castro
R5'ACC TTT CTT ggA ATg TTT TgA AC3’ i wsp. 2007

3.2.4.POLIMORFIZM -786T>CSYNTAZY TLENKU AZOTU

Do amplifikacji fragmentu genu syntezy tlenku azatawieragcego miejsce tego
polimorfizmu w reakcji PCR pobierano: 25 ng genorager DNA, 2,5ul buforu, 10 x Taq
Bufor z (NH,),SO, (Fermentas, Litwa), 2,5 mM Mgg(Fermentas, Litwa), 0,25 mM dNTP
(GeneCraft Niemcy), 0,42M startera F i R (TibMolBiol,Polska), 1U Taq polinagy
(TibMolBiol, Polska) i uzupetniano steryyrwods do kaxcowej obgtosci 25ul.
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Reakcje przeprowadzanozywajgc termocykler Dyad DNA Engine, (BioRad. USA).
Warunki dla tej reakcji PCR to: denaturacja ¢psta 95°C 4 minuty, naginie 30 cykli
(denaturacja 95°C 30 sekund,amanie starteréw 56°C 30 sekund, synteza 72°C 1 tajinu
oraz synteza kacowa 10 minut w temperaturze 72°C. Uzyskany produikikosci 296 par
zasad hydrolizowano enzymem restrykcyjniuil. W tym celu pobrano 18 uzyskanego po
PCR produktu, 2,4 buforu 10 x Bufor Tango (Fermentas, Litwa), |d,Sterylnej wody oraz
1ul enzymu restrykcyjneg®dil. Mieszanirg inkubowano w cieplarce (Memmert Niemcy)
przez ca noc w temperaturze 37°C. Po czym inaktywowano enay65°C przez 20 minut i
dodawano bufor obgiajacy. Elektroforez prowadzono w 2%elu agarozowm (TiBMolBiol
Universal Agarose, Polska) w buforze 1 x TBE (90 mihk-base, 90 mM kwas borowy,2
mM EDTA, pH 8. przy nagiciu 250V przez 1 godzini 30 minut. Po wybarwienigelu w
bromku etydyny odczytywano genotypy zgodnie z talel

Tab. 4. Wielkosci fragmentow po reakcji hydrolizy oraz stosowaneyny restrykcyjne przy
oznaczeniu polimorfizmow genetycznych badanych geno6

mutacja enzym rozpoznawana wielkos¢ wielkos¢
restrykcyjny sekwencja produktu fragmentu po
(producent) PCR trawieniu
894G>T Mbol . . 248 pz GG 248pz
5...]|GATC...3
NOS3 (Fermentas, . . GT 248, 158, 90 pz
) 3....CTAG!..5
Litwa) TT158, 90 pz
-786T>C Pdil . . 296 pz TT 296 pz
5...GCCGGC...3
NOS3 (Fermentas, . . TC 296, 220, 76 pz
_ 3...CGGCCG...5
Litwa) CC 220, 76 pz
-3A/4A Bsill 434 pz -3A 222, 212 pz
EDN1 (Fermentas, | 5° CCNNNNN|NNGG 3° -3A/4A 434, 222,
Litwa) 3" GGNNTNNNNNCC 5 212 pz
-4A 434 pz
Lys198Asn Nhd . . 228 pz GG 203, 25pz
5...G|CTAGC...3
EDN1 (Fermentas, . GT 248, 203, 25 pz
_ 3" CGATCG...5
Litwa) TT 228 pz
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3.2.5.PoLIMORFIZMY -3A/4AI LYS198AsSNGENU EDN1

Przygotowujc reakcje PCR dla polimorfizmovBA/4Ai Lys198Asrgenu endoteliny
1 pobierano po 25 ng genomowego DNA, gl%uforu 10 x (TibMolBiol, Polska), 2,5 mM
MgCl, (TibMolBiol, Polska), 0,25 mM dNTP (GeneCraft Niew), 0,45uM kazdego ze
starterow dla tych reakcji (TibMolBiol, Polska) lfela 3) oraz 1U Taq polimerazy
(TibMolBiol, Polska). Suma skladnikéw kadej z reakcji PCR wynosita a6 Warunki
reakcji PCR, ktére przeprowadzangywajac Dyad DNA Engine, (Biorad, USA) byly takie
same dla tych dwoch polimorfizméw genu endotelingdnaturacja wgpna 95°C 4 minuty,
po czym naspowato 30 cykli (denaturacja 94°C30 sekundgaanie starterow 60°C 30
sekund, synteza 72°C 1 minuta). Syntezackava trwata 10 minut w temperaturze 72°C.
W polimorfizmie -3A/4A EDN1 uzyskiwano produkt o wielkoi 343 par zasad, ktory
poddawano hydrolizie enzymem restrykcyjnym FastBigsll (Fermentas, Litwa). Do 19
uzyskanego w reakcji PCR produktu dodawanopl2Buforu 10 x FastDigest Bufor
(Fermentas, Litwa), 2i8 sterylnej wody oraz dl enzymuBsll. Po 5 minutowej inkubacji
mieszaniny w temperaturze 37°C w cieplarce (Memmirémcy) dodawano bufor
obcigzajacy i naktadano probki na 2%el agarozowy (TiBMolBiol Universal Agarose,
Polska). Elektroforezprowadzono w buforze 1 x TBE przy ngpu 250V przez 1 godzéni
30 minut.Zel barwiono bromkiem etydyny i odczytywano genotygpdnie z tabel
Otrzymany w przypadku polimorfizmiuys198AsrgenuEDN1 produkt PCR o wielki 228
par zasad hydrolizowano enzymem restrykcyjmyhd. Do reakcji uywano 1%l produktu
PCR, 2,5l buforu 10 x Tango (Fermentas, Litwa), @,Sterylnej wody oraz dl enzymu. Po
catonocnej inkubacji mieszaniny w temperaturze 3%fCcieplarce (Memmert Niemcy)
inaktywowano enzym 20 minut w 65°C. Po dodaniu hufobcihzajgcego naktadano prébki
na 2%zel agarozowy (TiBMolBiol Universal Agarose, PolskB)ektroforez prowadzono w
buforze 1 x TBE przy nagtiu 250V przez 1 godzini 30 minut.Zel barwiono bromkiem
etydyny przez 20 minut, genotypy odczytywano zgedniabed 4, wyniki dokumentowano
za pomog systemu UVI-KS4000i/ImagePC (Syngen Biotech, USA).

33



3.3.ANALIZA STATYSTYCZNA

Uzyskane w pracy wyniki ¢stosci wyskepowania genotypow i alleli badanych gendéw
analizowano stosgf oprogramowanie do statystycznej analizy danycBSR4.0 PL dla
Windows. Na pocgku utworzono w Edytorze Danych SPSS 14.0 PlLe¢bax ktérej
zamieszczono dane kliniczne badanych pacjentek avcazstaicig wystpowania genotypow
analizowanych polimorfizméw.
Nastpnie analizujc dane kliniczne pacjentek obliczano wacigrednie arytmetyczne, czyli
sune wszystkich wartéci podzielone przez ich liczloraz odchylenie standardowe (SD ang.
standard deviatio)) ktére mowi, jak szeroko walai jakiejs wielkosci s3 rozrzucone wokot
jej éredniej. Im mniejsza wargé odchylenia tym obserwacje $ardziej skupione wokot
sredniej. Obliczano tale zakres obserwowanych wautd i podano w pracy warfoi
minimalne i maksymalne.

Dla wszystkich badanych polimorfizméw waito obserwowane poréwnywano z
wartasciami oczekiwanymi (W.O), ktore obliczano na podséa czstasci wysiepowania
alleli danego genu. Proporcje genotypow dla locasva allelach A i a, ktorych frekwencje

wynosz odpowiednio p i q zgodnie z prawem Hardy ego- Weiga wynios:

A (p) a(q)
A (p) AA (p?) Aa (pq)
a (q) Aa(pq) aa (9

A% +2Aa + £=1, of +2pq + o =1

Otrzymane rezultaty podawano z 95% przedzialem sefndPU) zaréwno dla
otrzymanych alleli, jak i genotypdw, ktéry obliczadzigki uzyciu programu Clinical Trials
Design Program wersja 1.0. Przy wszystkich otrzyyohnczstasciach wysgpowania
genotypow i alleli obliczano wspotczynnik ryzyka RV - wspoétczynnik ryzyka lub iloraz
szans, ang.odds ratiQ. Za statystycznie istodnprzyjeto wartad¢ p < 0,05. Rozkiad
genotypow w badanych grupach porownywano testerkwhdrat z poprawk Fishera. Po
oznaczeniu wszystkich badanych polimorfizméw getmtych wyznaczono ich wzajemne
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korelacje, ktére porownywano za pomaogspotczynnika korelacji Pearsona oraz testem chi-
kwadrat.

Do analizy statystycznej zyto pakietu SigmaStat 3.5. Analizrozkiadu uzyskanych
pomiarow danej cechy przeprowadzono w oparciu b Kedmorov-Smirnova. Do analizy
istotncici  statystycznej rinic cech ildciowych grupy badanej i grupy kontrolnej
zastosowano test t-Studenta dla cech o rozktaderainym oraz test Manna-Witney'a.

Dla cech, ktérych rozktad #ait sic od rozkladu normalnego zastosowano test Rank $uim.
analogicznej sytuacji, przy analizie istofnpbroznic cech w trzech grupach zastosowano test
one way-ANOVA (jednoczynnikowa analiza wariancjybl Kruskall-Wallis ANOVA on
Ranks wraz z testem wielokrotnych porowrlaunn'a. Do analizy statystycznej zalesci
cech niepoliczalnych i niemierzalnych (j@ktowych) zastosowano test chi-kwadrat lub

doktadny test Fishera. Za statystycznie znamiemmggbo wartcci p<0,05.
Do przeprowadzenia analizy ¢staéci wystepowania haplotypow badanych w pracy

polimorfizméw zastosowano program PHASE wersja ,2Ktory wykorzystuje metagd

statystyczp Bayesa.
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4. WYNIKI

4.1. ANALIZA DANYCH KLINICZNYCH | LABORATORYJNYCH W BADAN YCH
GRUPACH

4.1.1.CHARAKTERYSTYKA POROW NAWCZA BADANYCH GRUP KOBIET

W pierwszym etapie pracy obydwie grupy bagankontrolrg poroéwnano pod
wzgledemsrednich wartéci wieku matek, wzrostu, masy ciata przed i w traktgzy, BMI
przed i w trakcie ary, przyrostu BMI podczas giy, cisnienia ttniczego oraz tygodnia
zakaiczenia cazy.

Srednia wieku w catej grupie kobiet z naddeniem w cizy wynosita 29,46+4,54
lata, z czego w grupie kobiet z naghteniem cizowym 29,56+4,57 lata, a z preeklamypsj
29,34+4,54 lata. Natomiast w grupie kontroldsgdnia wieku kobiet wynosita 28,29+4,40
lata. Ré@nice$redniego wieku w badanych grupach nie byly statgmtie istotned=ns).

Srednia wieku cizowego w momencie zakozenia cizy w grupie badanej (GH +
PE) wynosita 36,88+3,50 tygodnia, w grupie kobietadcgnieniem cyzowym 38,48+2,37
tygodnia, z preeklampsj34,19+£3,48 tygodnia. Natomiast w grupie kontrolmejnosita
39,06+1,28 tygodnia. Waroi te r&nily si¢ statystycznie istotnie pogdzy grum z
nadcénieniem w cizy a grup kontrolrg (p<0,001) oraz pomgdzy grup z preeklampsgj a
grupa z nadcinieniem cjzowym (p<0,001).

Poréwnujc srednie wartéci cisnienia ttniczego skurczowego i rozkurczowego
zaobserwowano znaczniezsy ich poziom w grupie kontrolnej w poréwnaniu gaipy
kobiet z nad@nieniem w cazy. W grupie kontrolnegrednia warté¢ cisnienia skurczowego
wynosita 112,07£10,75 mmHg, natomiast w grupie baflal67,82+16,87 mmHg.
Odnotowane rinice byty istotnie statystycznig<0,001). Podobnie idica medzy srednim

rozkurczowym dnieniem ¢tniczym w grupie zdrowych etarnych (70,62+9,13 mmHg) a
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srednim rozkurczowym énieniem gtniczym w grupie badanej (104,32+11,66 mmHg) byta
statystycznie istotngp€0,001). W grupie kobiet z nadoienim cigzowym s$rednia warté¢
skurczowego @énienia ttniczego wynosita 162,54+14,49 mmHg, rozkurczowego
103,48+11,48 mmHg. Natomiast w grupie z preeklampdpowiednio 176,71+17,02 mmHg
oraz 105,73+11,97 mmHg. Rdica mkgdzy cknieniem skurczowym w grupie z

nadcénieniem cazowym i w grupie z preeklampspyta statystycznie istotn@<0,001).

Nie wykazano rénicy statystycznie istotnej, porownajwzrost w obydwu grupach
kobiet (w grupie badanej 165,72+6,58 cm, w grupatkolnej 166,51+5,67 cnp=0,277).
Zaobserwowano natomiagke masa ciata przed i w trakciezy u pacjentek z nadgiieniem
cigzowym byta wysza w poréwnaniu do zdrowychegzarnych. W grupie badanéjednia
masa ciata przed gia wynosita 68,44+14,86 kg, w trakcieazy 85,11+16,35 kg, w grupie
kontrolnej odpowiednio 59,71+8,86 kg oraz 75,74820,kg. PorOownujc te wartdci
wykazano istotn@ statystycza (p<0,001).

Srednia warté¢ BMI przed i w trakcie eizy kobiet z grupy badanej wynosita
odpowiednio 24,87+5,01 kg/oraz 30,91+5,26 kg/fm a w grupie kontrolnej 21,53+3,03
kg/m? oraz 27,34+3,9 kg/fm Odnotowane rinice byly istotne statystycznigp<0,001).
Natomiast przyrost BMI w @iy nie r&nit sic znacznie pomgdzy grup kobiet z
nadcénieniem cizowym i grum zdrowych cgzarnych (odpowiednio 6,04+2,39 kgiroraz
5,81+2,46 kg/rfy p=0,112).

Ponadto odnotowanae srednia masa ciata i BMI przedaey orazsrednia masa ciata
i BMI w cigzy byly wicksze w grupie z nadaiieniem cizowym niz z preeklampsgj R&znice
te byly istotne statystycznie. U kobiet z ndda@niem ciazowym srednia masa ciata przed
ciaza wynosita 71,04+14,83 kgrednia warté¢ BMI przed ciza 25,74+5,07 kg/th, srednia
masa ciata w gizy 88,42+16,74 kgsrednia warté¢ BMI w ciazy 32,0145,43 kg/rh W
grupie kobiet z preeklampsjvartasci te wynosity odpowiednio 64,05+14,02 kg=0,011),
23,40+4,59 kg/rh (p=0,021), 79,54+14,19 kgp£0,005), 29,07+4,46 kg/m (p=0,006).
Przyrost BMI w trakcie @zy nie r&nit sie statystycznie istotnie pogdzy grup z

nadcénieniem cyzowym i z preeklampgj(p=0,185).
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Przeprowadzono rownieanaliz porownawcg wynikow morfologii krwi w obydwu
badanych grupach (hemoglobina, hematokryt, erytyodgukocyty, ptytki krwi). Srednia
wartas¢ leukocytozy w grupie kontrolnej wynosita 16,62#3,6ys/pl, natomiast w grupie
badanej 12,35+4,08 tys/ul. Odnotowano istéinestatystycza tej rd&nicy (p<0,001).
Zaobserwowano wagzg wartas¢ sredniego sizenia hemoglobiny w grupie badanej
(7,26£1,95 g/dL) i w grupie kontrolnej (6,60+0,98 g/dL). Rdica ta byla istotna
statystycznie §=0,040). W trakcie analizsrednich wartéci hematokrytu, iléci ptytek krwi

oraz erytrocytow w obydwu badanych grupach nie wgka znamiennych #aic.

Dane kliniczne, wartii cisnienia ttniczego skurczowego i rozkurczowego oraz dane

dotyczce wzrostu, masy ciata i wskaka BMI zebrano i przedstawiono w tabeli 5.
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Tab. 5. Poréwnnanie danych klinicznychgienia ttniczego, masy ciata oraz wskeka BMI pomidzy badanymi grupami.

Nadcinienie Grupa Grupa Grupa kontrolna p
W Cigzy GH PE

Wiek cizarnej (lata)
srednia £ SD 29,46 + 4,54 29,46 + 4,59 29,34 + 4,54 28,29 + 4,40 ns
mediana, min/max 29, 18/38 29, 18/38 29, 18/38 28, 17/41
Tydzier zakaiczenia cigzy
(tydz.) <0,0001
srednia £ SD 36,88 + 3,50 38,43 2,35 34,20 + 3,48 39,06 £ 1,28
mediana, min/max 38, 27/42 39, 31/42 35, 27/39 39, 37/42
RR skurczowe (mmHgQ)
srednia £ SD 167,82 + 16,87 162,48 + 14,53 176,71 £ 17,02 112,07 £ 10,75 <0,001
mediana, min/max 170, 140/220 160, 140/200 170, 150/220 110, 85/140
RR rozkurczowe (mmHgQ)
srednia £ SD 104,32 £ 11,62 103,35 + 11,57 105,73 £ 11,97 70,62 £ 9,13 <0,001
mediana, min/max 100, 70/140 100, 80/140 110, 70/120 70, 50/95
Wzrost
srednia £ SD 165,72 + 6,58 166,04 + 6,39 165,22 + 6,91 166,51 + 5,67 ns
mediana, min/max 165, 149/179 165, 150/179 166, 149/176 166, 150/180
Masa przed @jzg
srednia £ SD 68,44 + 14,86 71,84 + 15,58 71,84 + 15,58 59,71 + 8,86 <0,001
mediana, min/max 66, 42/113 70, 48/113 70, 48/113 58, 39/90
Masa ciata po apzy
srednia £ SD 85,11 + 16,35 89,14 + 17,35 89,14 + 17,35 75,74 + 10,92 <0,001
mediana, min/max 85, 55/128 88, 60/128 88, 60/128 73,5, 48/111
BMI przed cigzg
srednia £ SD 24,87 +5,01 26,03 +5,41 26,03 +5,41 21,53 + 3,03 <0,001
mediana, min/max 23,45, 16,14/42,15 24,24, 18,42/42,15 24,24, 18,42/42,15 20,63, 17,15/33,20
BMI po cigzy
srednia £ SD 30,91 £ 5,26 32,27 £5,72 32,27 £5,72 27,34 + 3,90 <0,001

mediana, min/max

30,42, 21,61/47,80

31,25, 21,61/47,80

31,25, 21,61/47,80

26,43, 21,33/42,58
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4.1.2. ANALIZA BADANYCH PARAMETROW BIOCHEMICZNYCH W GRUPIE z
NADCISNIENIEM W CI AZY

W pracy analizowano parametry biochemiczne (mogzkikas moczowy, poziom
biatka w surowicy krwi, obecrs¢ biatka w moczu, poziom elektrolitéw — Na, K, Clkaezdej
pacjentki z grupy badanej z nagdeniem w cizy, jak rowniez u kobiet w poszczegdlnych

podgrupach — z nadgeiieniem izolowanym (GH) oraz ze stanem przedrzucawykn (PE).

Zaobserwowano istotne statystycznieniée wsrednich s¢zeniach mocznika, kwasu
moczowego oraz biatka catkowitego pedry grum z nadcinieniem cazowym a grup
kobiet z preeklampsgj Zdecydowanie wisze wartéci mocznika zaobserwowano w grupie
kobiet ze stanem przedrzucawkowym (29,60 mg/dLpvownaniu do grupy z nadciieniem
izolowanym (20,68 mg/dL) p<0,001). Ta sama obserwacja dotyczylgzestia kwasu
moczowego — wszy poziom odnotowano w grupie kobiet z PE (6y805,38 mg/dL w
grupie z GHp<0,001). Natomiast poziom biatka w surowicy krwi byniejszy u kobiet z PE
(5,85 mg/dL) w poréwnaniu do kobiet z GH (6,39 mg/¢<0,001). Réwnig zdecydowanie
wyzszy biatkomocz zaobserwowano w grupie kobiet z lgamepsp (271,34vs. 6,61 mg/dL)
(p<0,001) (ryc. 4,5, 6, 7).

Nie odnotowano rinic w poziomie sodu w surowicy w obydwu badanyahpgich PE
oraz GH (136,22vs. 136,99 mEg/L) g=ns). Odnotowano bardzo niewielkieznice w
poziomie potasu oraz chloru pggdezy badanymi grupami (statystycznie nieistotpens).
Najwicksze wartéci tych elektrolitbw zaobserwowano w surowicy kdhzepreeklampgj—
dla potasu 4,44 mEg/L oraz dla chloru 106,57 mEtltyskane wyniki dla badanych grup —
kobiet z nadd@nieniem ciazowym, stanem przedrzucawkowym oraz obydwu gagzrie
przedstawiono w tabeli 6.
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Tab. 6. Parametry biochemiczne w grupie kobiet z n@adeniem w cizy.

Nadcisnienie w

Nadcisnienie cigzowe

Preeklampsja

Cigzy (GH) (PE)
n=110 n=69 n=41
mocznik (mg/dL)
srednia £SD 23,77 £ 11,09 20,68 + 6,45 29,60 + 14,52
mediana 22,33 20,46 27,88
min/max 8,53/2,52 9,64/35,91 10,30/92,52
kwas moczowy (mg/dL
srednia £SD 583+1,37 538+1,19 6,60 + 1,32
mediana 5,64 5,20 6,67
min/max 3,52/9,16 3,52/8,98 3,57/9,16
biatko w surowicy
(g/dL) 6,18 + 0,73 6,39 + 0,52 5,85+0,85
srednia £ SD 6,27 6,40 577
mediana 4,34/8,76 4,45/7,33 4,34/8,76
min/max
biatko w moczu
(mg/dL) 105,23 + 175,67 6,61 +11,11 271,34 + 196,97
srednia +SD 25 0 150
mediana 0/500 0/25 75/500
min/max
Na (mEqg/L)
srednia +SD 136,70 + 2,27 136,99 + 2,07 136,22 + 2,53
mediana 136,40 136,65 136,00
min/max 130,40/144,00 133,30/144,00 130,50/142,00
K (mEg/L)
srednia +SD 4,25 +0,44 4,14 + 0,38 4,44 + 0,47
mediana 4,21 4,10 4,36
min/max 3,35/6,26 3,35/5,13 3,70/6,26
Cl (mEg/L)
srednia +SD 105,31 +9,12 104,55 + 2,27 106,57 + 14,67
mediana 104,80 104,80 104,37
min/max 97,00/197,00 97,00/109,00

100,3/197,00
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Na poniszych schematach przedstawiono poréwnanie w@r&izenia mocznika, kwasu
moczowego, biatka w surowicy krwi oraz biatkomocru grupie badanej kobiet z
nadcénieniem w cazy (ryc. 7 ryc. 8 ryc. 9 ryc. 10).

Stezenie mocznika w badanych grupach (PE, GH)

30-
o5,
20-
mg/dl 15
10
5
PE | GH |

Ryc. 7 Stzenie mocznika w grupie kobiet z preeklampgPE) oraz nadénieniem
izolowanym (GH).

Stezenie kwasu moczowego w badanych grupach
(PE, GH)

mg/dI

O B N W h OO

PE GH

Ryc. 8 Stzenie kwasu moczowego w grupie kobiet z preeklam@3E) oraz nadénieniem
izolowanym (GH).
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Poziom biatka w surowicy krwi w badanych grupach
(PE, GH)

6,4

6,21

mg/dl
5,8+

5,6+

54

PE GH

Ryc. 9 Poziom biatka w surowicy krwi w grupie kobiet zepklampsj (PE) oraz
nadcénieniem izolowanym (GH).

Biatkomocz w badarnych grupach (PE, GH)

mg/dl 150

1001 6,61

PE GH

Ryc. 10. Paiom biatkomoczu w grupie kobiet z preeklamp$PE) oraz nadénieniem
izolowanym (GH).
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4.1.3.ANALIZA PARAMETROW URODZENIOWYCH NOWORODKOW Z BADANY CH
GRUP KOBIET

W kolejnym etapie pracy przeprowadzono araligarametrow urodzeniowych
naoworodkow (urodzeniowa masa ciata, gazometria kpowinowej, ilg¢ punktow w
skali Apgar w 1 i 5 minuciezycia) w grupie kobiet z nadagiieniem cjzowym, stanem

przedrzucawkowym i w grupie zdrowyclezarnych.

Sredni tydzié zakaiczenia cizy byt najnizszy w grupie kobiet z PE (34,2+3,5 tc.) w
poréwnaniu do czasu zakczenia cizy w grupie z GH (38,5+2,4 tc.) oraz w grupie
kontrolnej (39,1+1,3 tc.). Raice te byty statystycznie istotne<0,001) (tab. 7).

Srednia urodzeniowa masa ciata noworodkéw kobiettejgrupy badanej (GH + PE)
bylta znacznie mnsza nik w przypadku noworodkéw kobiet z grupy kontrolnej
(2809,00+985,77 gs.3491,133+406,28 g), axnica ta byta statystycznie istotna<(Q,001).
Podobniesrednia masa ciata noworodkow kobiet z preeklam(®)38,5+ 07,6 g) byta asza
niz kobiet z nadénieniem cazowym (3242,8+825,5 gpk0,001) (tab. 7).

Poréwnujc srednie wartéci gazometrii krwi gpowinowej pomgdzy cah grupm
badan, a grup kontrolrg odnotowano zalaos¢ istotry statystycznie jedynie w przypadku
pH krwi zylnej. W grupie noworodkow z gt powiktanych nadénieniem ¢tniczym wartd¢
pH krwi zylnej wynositasrednio 7,30 + 0,10, a w grupie kontrolnej 7,29+0,460,006.
Srednia warté¢ pH z etnicy pepowinowej byta poréwnywalna w obu grupaghs0,227.
Poréwnujc sredng wartas¢ pH z zyty pepowinowej u noworodkow z g& powiklanych
preeklampsj (7,29+0,10) i noworodkéw kobiet z naéigieniem cjzowym (7,30+0,09) nie
wykazano istotnej statystyczniezricy (p=0,687). Réwnie pH z ttnicy pepowinowej
noworodkow kobiet z nadalieniem cizowym i z preeklampsgjnie r&nito sie znamiennie
(7,23+0,09vs.7,25+0,10p=0,098) (tab. 7).

Analizasredniej punktacji w skali Apgar w 1 i 5 minucigcia wykazataze byta ona
istotnie nzsza w grupie noworodkow matek z nadaeniem w cizy niz w grupie kontrolnej.

W pierwszej minuciezycia wynosita srednio 8,2+2,4vs. 9,4+1,5 w grupie kontrolnej,
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p<0,001. Podobnie pmica ta byta istotna statystycznie watej minuciezycia (9,3+1,3 w
grupie badaneys. 9,9+0,4 w grupie kontrolnep<0,001). Porownuagc noworodki urodzone
przez kobiety z nadanieniem cazowym oraz te urodzone przez pacjentki z preeklagnps;j
odnotowano znamiennie asizg Sredng wartg¢ punktacji w skali Apgar zaréwno w 1

(p<0,001), jak i w 5¢<0,001) minuciezycia w grupie z preeklamps(tab. 7).

Srednia masa foyska z ciz powiktanych nadénieniem w cizy byta znamiennie
nizsza nk z cigz prawidtowych. W grupie badanej wynoséie@ednio 562,6+178,7 g, natomiast
w grupie kontrolnej 629,7+115,3 g. Roca ta réwnie byta istothna pod wzgtlem
statystycznym ¢=0,001). Ponadto zaobserwowanze srednia masa foska z ciz z
nadcknieniem cizowym byta wysza nk z cigz z towarzysaca preeklampsj, a r&nica ta
byla istotna pod wzgtlem statystycznym (614,5+16%6.475,1+161,1p<0,001) (tab. 7).
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Tab. 7. Parametry urodzeniowe noworodkéw z badanych grup.

Nadciknienie w cyzy Grupa GH Grupa PE Grupa kontrolna
n=110 n=69 n=41 n=150

Masa noworodka (g)
srednia £SD 2809,0 £ 985,0 3242,8 + 825,5 2038,5 + 807,6 3491,1 + 406,3
mediana 2920 3265 2000 3440
min/max 620/5110 890/5110 620/3930 2560/4580
Agar 1 min. 5 min. 1 min. 5 min. 1 min. 5 min. 1 min. mif.
srednia £SD 82+24 9,3+1,3 8,7+19 9,6 +0,7 7,327 8,717 93+1,5 99+04
mediana 9 10 10 10 8 9,5 10 10
min/max 1/10 3/10 1/10 8/10 1/10 3/10 1/10 9/10
pH zyta pepowinowa
srednia £ SD 7,30 +0,10 7,30 £ 0,09 7,29 +0,10 7,29 £ 0,46
mediana 7,31 7,32 7,31 7,34
min/max 6,80/7,50 7,01/7,50 6,80/7,42 3,37/7,53
pH tet. pepowinowa
srednia £ SD 7,24 +0,10 7,23 +0,09 7,25+0,10 7,26 + 0,08
mediana 7,26 7,23 7,27 7,27
min/max 6,69/7,43 6,96/7,43 6,69/7,36 7,01/7,43
Tydz. zakécz. cygzy (tyg.)
srednia £ SD 36,9+3,5 385+24 34,2+35 39,1+1,3
mediana 38 39 35 39
min/max 27/42 31/42 27/39 37/42
Masa tayska (g)
srednia £ SD 562,6 +178,7 614,5 +169,0 475,1+161,1 629,7 +115,3
mediana 550 610 500 620
min/max 220/1060 240/1060 220/840 360/1100
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4.2. ANALIZA CZ ESTOSCI WYSTEPOWANIA BADANYCH POLIMORFIZMOW
GENETYCZNYCH

4.2.1 ANALIZA POLIMORFIZMU GLU298AsPGENU NOS3

W wyniku hydrolizy enzymem restrykcyjnymbol (Fermentas, Litwa) fragmentu
genu syntazy tlenku azotu o wieflcd 248 par zasad zawiegapgo miejsce polimorfizmu
894G>T uzyskiwano od 1 do 3 fragmentédw o zm@ wielkasici. W genotypie
homozygotycznym niezmutowany@®G (typ dziki) otrzymywano jeden @gtek, poniewa w
sekwencji dwoch alleli zanalizowanego fragmentu migstepuje miejsce hydrolizy
rozpoznawane przez enzym restrykcyppol. W przypadku genotypu homozygotycznego
zmutowanego TT) enzym ten hydrolizowat produkt PCR geNOS3 na dwa mniejsze
fragmenty o wielkéci 158, 90 pz poniewaw tym przypadku w dwoch allelach wypbwata
transwersja guaniny na tyminW genotypie heterozygotycznyn®A), ktéry posiada oba
allele uzyskiwano wszystkie trzyqiki (248, 158, 90) (fot. 1).

€& 248 pz
€& 158 pz
€ 90pz

Fot. 1. Na zdgciu przedstawiono fragmenty hydrolizy enzyménbol produktu PCR genu
NOS3 dla polimorfizmu Glu298Asp Prizki 1 — marker DNA, pazki 2, 3, 4 — genotyp
homozygotycznyGG, prazek 5 - genotyp homozygotyczny zmutowahy, prazek 8 - genotyp
heterozygotyczngT.

47



W pierwszym etapie pracy zbadano polimorfizmy gaane z genenNOS3 W

stosunku do polimorfizm&lu298Aspprzy poréwnaniu obydwu badanych grup stwierdzono

przewag CzeStaici

wyskpowania genotypu homozygotyczneg&G w grupie z

nadcknieniem w cizy (54,6 vs. 48,7% w grupie kontrolnej, brak adicy statystycznie

istotne)).

Zaobserwowano rownienieznacznie wiszy frekwencg zmutowanego genotypUT

w grupie kontrolnej 8,7% w poréwnaniu do calej grup nadcinieniem 5,4% (WR=0,61,

p=ns).

nadcénieniemvs.30,0% w grupie kontrolnej, WR=0,785ns) (tab. 8).

Tab. 8. Czestas¢ wyskepowania genotypow i alleli polimorfizm@lu298AspgenuNOS3
w grupie badanej oraz w grupie kontrolnej.

Podobne obserwacje dotyczyly zmutowanegolaalle (25,5% w grupie z

NOS3 Grupa z nadainieniem Grupa kontrolna WR 95% PU p
Glu298Asp W Cigzy n=150
(894G>T) n=110
Genotypy wartsé¢ wartasé wartasé wartasé
obserw. oczekiw. obserw. oczekiw.
n (%) (%) n (%) (%)
GG 60 (54,6) 55,6 73 (48,7 49,0 1,26 0,75-2,13 0,21
GT 44 (40,0) 37,9 64 (42,6 42,0 0,89 0,52-1,62 0,38
TT 6 (5,4) 6,5 13 (8,7) 9,0 0,61 0,18-1,78 0,23
Suma 110 (100,0 100,0 150 (100,0) 100,0 - - -
Allele
G 164 (74,6) - 210 (70,0 - 1,2% 0,83-1,89 0,15
T 56 (25,4) - 90 (30,0) - 0,79 0,52-1,19 0,15
Suma 220 (100,0 - 300 (100,0 - - - -
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Analizujgc polimorfizm GIlu298Asp genu NOS3 w dwdch podgrupach kobiet z
nadcénieniem cazowym oraz ze stanem przedrzucawkowym zaobserwoweadobr czestasé
wystepowania genotypu homozygotycznego zmutowan&gow grupie z PE oraz w grupie
kontrolnej (12,2/5.8,7% w grupie kontrolnej, WR = 1,46+ns).

Ciekawg obserwagj byto natomiast odnotowanie wygpbwania tylko jednego genotypu
homozygotycznegd T (n=1/69) w grupie z GH w poréwnaniu do grupy koiej (1,4vs.8,7%

w grupie kontrolnej, WR=0,16, 95%CL 0,01-1,08).7Ri¢a ta byla statystycznie znamienna
(p=0,033). ROwnig czestas¢ wyskpowania zmutowanego alleld byta wyzsza w grupie
kontrolnej (30%) w poréwnaniu do grupy PE (26,8%ns) oraz w porownaniu do grupy GH
(24,6%,p=ns).

Czestaé¢ wystpowania zmutowanego genotypldl pomkdzy grup GH oraz PE (1,4s.
12,2% w grupie kontrolnej, WR=0,11, 95%CL 0,01-1,820,026) (tab. 9).

Tab. 9. Czstas¢ wyskepowania genotypow i alleli polimorfizm&Glu298Aspgenu NOS3w
podgrupie GH oraz PE oraz w grupie kontrolnej.

NOS3 Grupa z nadainieniem w cigzy
Glu298Asp Grupa GH Grupa PE Grupf‘l:klc)sn(;rolna
(894G>T) n=69 n=41
wartasé wartasé wartasé wartasé wartosé wartasé
Genotypy obserw. oczekiw. obserw. oczekiw. obserw. oczekiw.
n (%) (%) n (%) (%) n (%) (%)
GG 36 (52,2) 56,8 24 (58,5) 53,5 73 (48,7) 49,0
GT 32 (46,4) 37,1 12 (29,3) 39,3 64 (42,6) 42,0
TT 1(1,4) 6,1 5(12,2) 7,2 13 (8,7 9,0
Suma 69 (100,0) 100 41 (100,0 100,0 150 (100,0) 100,0
Allele
G 104 (75,4) - 60 (73,2) - 210 (70,D) -
T 34 (24,6) - 22 (26,8) - 90 (30,0) -
Suma 138 (100,0) - 82 (100,0) - 300 (100,0) -

Na poniszych schematach przedstawiono proceatowzestasé

wyskpowania

genotypow polimorfizmuGlu298AspgenuNOS3w grupie kontrolnej (ryc. 11), grupie PE (ryc.
12) oraz grupie GH (ryc. 13).
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8,7

48,7 |DGG
OGT
42.6 oTT

Ryc. 11.Czstas¢ wystepowania genotypow polimorfizm@lu298AspgenuNOS3w grupie
kontrolnej (%).

12,2

O GG
OoGT
29,3 58,5 oTT

Ryc. 12.Czestas¢ wystepowania genotypow polimorfizm@lu298AspgenuNOS3w podgrupie
PE (%).

1,4

0 GG
O GT
522 oTr

Ryc. 13.Czstas¢ wyskepowania genotypdw polimorfizm@Glu298AspgenuNOS3w podgrupie
GH (%).

50



4.2.2 ANALIZA POLIMORFIZMU -786T>CGENU NOS3

W wyniku hydrolizy enzymem restrykcyjnyiispl (Eurx, Polska) fragmentu genu
NOS3o wielkasci 297 par zasad, zawiegaggo miejsce wyspowania polimorfizmu
-786T>C, uzyskiwano od 2 do 4 fragmentow azm@j wielkasci. W przypadku homozygot
niezmutowanychTT (typ dziki) uzyskiwano dwa fragmenty 264 i 33 parsad. Genotyp
zmutowanyCC, powoduje dodatkowe miejsce hydrolizy dla enzyMsp i powstap trzy
prazki o wielkosci 218, 46 i 33 par zasad. Heterozygotyczny genoiyp powoduje
wystgpienie wszystkich czterech mavych miejsc ceécia dla enzymu restrykcyjnego w tym

fragmencie gendOS3i uzyskuje st prazki wielkosci 264, 218, 46 i 33 par zasad (fot. 2)

+— 264 pz
| «— 218 pz

+— 46 pz
+— 33 pz

Fot. 2. Na zdgciu przedstawiono fragmenty hydrolizy enzyménisp produktu PCR genu
NOS3dla polimorfizmu 786T>C. Przki 1 — marker wielkéci DNA (50 pz), pszki 2, 3, 4 —
genotyp homozygotycznyT, prazki 5, 6 - genotyp heterozygotycziyC, prazek 7 - genotyp
homozygotyczny zmutowangC.
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Analiza nasgpnego polimorfizmu786T>CgenuNOS3w catej grupie z nadanieniem w
cigzy oraz w grupie kontrolnej zdrowychegarnych pokazata brak xnic statystycznie istotnych
pomiedzy tymi grupami w ogstasci wyskpowania powyszego wariantu genetycznego. W
pracy odnotowano podobnczestas¢ wyskpowania genotypu zmutowanedoC w obydwu
grupach kobiet z nadgiieniem i kontrolnej (13,&s. 15,3%,p=ns), jak rOwni¢ zmutowanego
allelaC (37,3vs.38,0%,p=ns) (tabela 10).

Tab. 10. Czstas¢ wystpowania genotypow i alleli polimorfizmu786T>C genu NOS3w
grupie badanej oraz w grupie kontrolne;.

NOS3 Grupa z nadainieniem Grupa kontrola WR | 95% PU p
-786T>C W Cigzy n=150
n=110
Genotypy wart&é wartasé wartasé wartosé
obserw. | oczekiw. obserw. oczekiw.
n (%) (%) n (%) (%)
TT 43 (39,1) 39,4 59 (39,4) 38,4 0,98 0,58-1,69 0,54
TC 52 (47,3) 46,7 68 (45,3) 47,1 1,08 0,64-1,83 0,43
CC 15 (13,6) 13,9 23 (15,3) 14,5 0,87 0,40-1,85 0,42
Suma 110 (100,0) 100,0 150 (100,0 100,0 - - -
Allele
T 138 (62,7 - 186 (62,0) - 1,03 0,71-1,51 0,47
C 82 (37,3) - 114 (38,0) - 0,97 0,66-1,41 0,47
Suma 220 (100,0) - 300 (100,0) - - - -

Poréwnujc badane podgrupy GH oraz PE pod wdghm prewalencji poszczegoélnych
genotypow i alleli stwierdzono podobiezestasé wystepowania wszystkich trzech rodzajow
genotypow w grupach oraz w grupie kontrolneje€a¢ wystepowania heterozygdC byta
podobna we wszystkich trzech badanych grupach kdBig8 vs. 46,3 vs. 45,3%, p=ns).
Czestas¢ wyskpowania genotypu homozygotycznego zmutowan€gd polimorfizmu -
786T>C genuNOS3wynosita 18,8vs. 4,9vs. 15,3% p=ns) odpowiednio w grupach: z GH,

PE oraz kontrolnej. Frekwencja zmutowanych alleynesita natomiast w grupach z
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nadcénieniem cjzowym, stanem przedrzucawkowym i ggugontrolrg 43,5 vs. 28,0 vs.

38,0%,p=ns (tabela 11).

Tab. 11.Czstas¢ wystpowania genotypow i alleli polimorfizri786 T>C genuNOS3
w podgrupie GH, PE oraz w grupie kontrolne;j.

NOS3 Grupa z nadainieniem w cigzy Grupa kontrolna
-786T>C Gl‘upa GH Grupa PE n=150
n=6¢ n=41
wartosé wartasé wartasé wartosé wartosé wartosé
Genotypy obserw. oczekiw. obserw. oczekiw. obserw. oczekiw.
n (%) (%) n (%) (%) n (%) (%)
TT 23 (33,4) 32,8 20 (48,8) 51,7 59 (39,4) 38,4
TC 33 (47,8) 48,9 19 (46,3) 40,4 68 (45,3) 47,1
CcC 13 (18,8) 18,3 2(4,9) 7,9 23 (15,3) 14,5
Suma 69 (100,0) 100,0 41 (100,0) 100,0 150 (100,0) 100,0
Allele
T 79 (56,5) - 59 (72,0) - 186 (62,0) -
C 59 (43,5) - 23 (28,0) - 114 (38,0) -
Suma 138 (100,0) - 82 (100,0) - 300 (100,0) -
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15,3

39,4 oTT
OoTC
occ

45,3

Ryc. 14 Czstas¢ wyskpowania genotypow polimorfizmu786T>C genu NOS3 w grupie
kontrolnej (%).

4,9

OoTC
46,3 occ

Ryc. 15 Czstas¢ wyskepowania genotypow polimorfizmer86T>C genuNOS3w podgrupie
PE (%).

18,8
33,4

oTT
aTC
acc

47,8

Ryc. 16 Czstas¢ wystepowania genotypow polimorfiznur86T>C genuNOS3w podgrupie
GH (%).
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4.2.3.ANALIZA POLIMORFIZMU LYS198AsSNGENU EDN1

W celu zbadania polimorfizmuys198AsmgenuEDNL1 przeprowadzono amplifikagj
genomowego DNA ze starterami przedstawionymi w ltabe uzyskano produktu PCR o
wielkosci 228 pz. Po hydrolizie restrykcyjnej enzymeidhd (Fermentas, Litwa)
odczytywano genotypy z 2%eli agarozowych, ktorych jeden, przyktadowy przadsa
fot.3. Obraz przkdw o wielkasci 203 i 25 pz odczytywano jako homozygota typukidzjo
GG. W genotypie heterozygotyczny@iT uzyskiwano trzy fragmenty o wielka 228, 203 i
25 par zasad, a w homozygotycznym zmutowanyihi nie wystpowalo miejsce
rozpoznawane przez enzym restrykcyjNipd i pozostawat fragment o wielko 228 par
zasad (fot.3).

~—— 25pz

Fot. 3. Na zdgciu przedstawiono fragmenty hydrolizy enzymedhd produktu PCR genu
EDNL1 dla polimorfizmuLys198AsnPrzki 1 — marker wielkéci DNA (50 pz), pazki 2, 5 —

genotyp homozygotyczn@G, prazki 3, 4 - genotyp heterozygotycziyT, prazek 6 - genotyp
homozygotyczny zmutowanyT.
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Nastpnie w pracy przeprowadzono analifunkcjonalnego polimorfizmiuLys198Asn
genu EDN1 W catej badanej grupie kobiet z naseeniem w cizy obserwowany rozkiad
czestasci wystepowania genotypéw polimorfizmuys198AsngenuEDN1 wynosit: GG : GT
TT=67,3:28,1:4,6% i byt podobny do rozktadu aggpow w grupie kontrolnesG : GT : TT
= 68,0 : 28,0 : 4,0%. Nie odnotowaradnej r@nicy statystycznie istotnej w wygtowaniu
genotypow pomidzy badanymi grupami - z nadicieniem w cizy oraz kontrolg. ROwniez
czestas¢ wystkpowania alleliG (81,4vs. 82,0%,p=ns) orazT (18,6vs. 18,0%,p=ns) w obydwu
grupach byta podobna (tabela 12).

Tab. 12 Czstas¢ wystpowania genotypow i alleli polimorfizmuys198Asngenu EDN1 w
grupie badanej oraz w grupie kontrolnej.

EDN1 Grupa z nadainieniem Grupa kontrola WR | 95% PU p
Lys198Asn W Cigzy n=150
n=110
Genotypy wartgé wartosé wartosé wartos¢é
obserw. oczekiw. obserw. oczekiw.
n (%) (%) n (%) (%)
GG 74 (67,3) 66,2 102 (68,0) 67,3 0,97 0,55-1,&950
GT 31 (28,1) 30,3 42 (28,0) 29,5 1,01 0,56-1,8154
TT 5 (4,6) 3,5 6 (4,0) 3,2 1,14 0,27-4,668,53
Suma 110 (100,0 100,0 150 (100,0 100,0 - - -
Allele
G 179 (81,4) - 246 (82,0) - 0,96 0,59-1,68,47
T 41 (18,6) - 54 (18,0) - 1,04 0,65-1,00,47
Suma 220 (100,0 - 300 (100,0) - - - -
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Analizujac czstas¢ wyskepowania genotypow i alleli w poszczegodinych podgalp

kobiet — z nadénieniem cizowym (GH) i preeklampsgj (PE) nie wykazano #dic

statystycznie

istotnych poguzy badanymi

grupami.

W podgrupie GH ¢sti¢

wystepowania genotypd T polimorfizmuLys198Asnwynosita 4,4%, natomiast w podgrupie

z PE wynosita 4,9% w porownaniu do kontroli 4,0%. pdgrupie GH dla poréwnania
stosunku genotypoW T : GT+GG wspétczynnik ryzyka WR wynosit 1,09, 95% PU 0,17
5,29,p=ns, w podgrupie PE natomiast wspotczynnik ryzyka Wynosit 1,23, 95% PU 0,11-
7,23,p=ns (tabela 13).

Tab. 13. Czstaé¢ wysiepowania genotypow i alleli polimorfizmuys198Asngenu EDN1 w
podgrupie GH, PE oraz w grupie kontrolnej.

Grupa z nadainieniem

EDN1 Grupa kontrolna
Lys198Asn Grupa GH Grupa PE n=150
n=6¢ n=41
wartosé wartosé wartosé wartosé wartosé wartosé
Genotypy obserw. oczekiw. obserw. oczekiw. obserw. oczekiw.
n (%) (%) n (%) (%) n (%) (%)
GG 47 (68,1) 67,0 27 (65,8) 64, 8 102 (68,0 67,3
GT 19 (27,5) 29,7 12 (29,3) 31,4 42 (28,0) 29,5
TT 3(4,4) 3,3 2(4,9) 3,8 6 (4,0) 3,2
Suma 69 (100,0) 100,0 41 (100,0 100,0 150 (100)0) 100
Allele
G 113 (81,9) 66 (80,5) 246 (82,0)
T 25 (18,1) 16 (19,5) 54 (18,0)
Suma 138 (100,0) 82 (100,0) 300 (100,0)

.0
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B GG
O GT
BTT

Ryc. 17. Czstaé¢ wystgpowania genotypow polimorfizmuys198AsngenuEDN1 w grupie
kontrolnej (%).

29,3 B GG

@ GT
BTT

Ryc. 18.Czstaé¢ wystepowania genotypow polimorfizmiys198AsrmgenuEDN1w podgrupie
PE (%).

B GG
@ GT
BTT

Ryc. 19.Czstas¢ wystepowania genotypdw polimorfizmiys198AsrgenuEDN1 w podgrupie
GH (%).
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4.2.4 ANALIZA POLIMORFIZMU -134DELA GENU EDN1

Po hydrolizie enzymemBsll produktu PCR fragmentu gefiDN1 o wielkasci 434 par
zasad oskrzydlagego miejsce polimorfizmul34delAmazliwe byto uzyskanie od jednego
do trzech mniejszych fragmentéw DNA. W przypadkaagpu homozygotyczneg@A/-3A
uzyskiwano dwa peki o wielkosci 222, 212 par zasad. W genotypie heterozygotyozn
-3A/-4Auzyskiwano trzy fragmenty o wielka 434, 222 i 212 par zasad. Genotyg\/-4A,
ktory nie wysg¢powat w badanej grupie kobiet bytby widoczny jalagalynczy pgzek réwny
produktowi PCR (434 pz) (fot. 4).

1 2 3 4 5§ 6

<434 pz

- 222pz
<~ 212pz

Fot. 4. Na zdgciu przedstawiono fragmenty po hydrolizie enzymBsi produktu PCR genu
EDNL1 dla polimorfizmu-134delA Przki 1 — marker wielkéci DNA (50 pz), pgzki 2, 3, 6 —
genotyp heterozygotyczn@A/-4A,prazki 4, 5 - genotyp homozygotyczny niezmutowany
-3A/-3A.
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Porownujc grug kobiet z nadsénieniem w cizy oraz grugp kontrolrp w zakresie

polimorfizmu -134delAgenuEDN1 pod wzgédem czstasci wystepowania genotypow i alleli

nie stwierdzono rinic statystycznie istotnych pogoizy tymi grupami. Cgstas¢ wyskepowania

genotypu homozygotycznego typu dzikieg®A/-3A wynosita 57,3% oraz 60,7%, natomiast

genotypu heterozygotycznege3A/-4A 42,7%

oraz 39,3%

odpowiednio w grupie z

nadcénieniem wys§pujacym w przebiegu gizy oraz w grupie zdrowych giarnych (tabela 12.).

Zwraca uwag fakt braku obecri@i genotypu homozygotycznego zmutowanegi®/-4A

polimorfizmu -134delAgenuEDN1 zaréwno w grupie kobiet z nadoieniem w cizy, jak i w

grupie kontrolnej (tabela 14.).

Tab. 14.Czstas¢ wystpowania genotypow i alleli polimorfizrmid 34delAgenuEDN1
w grupie badanej oraz w grupie kontrolnej.

EDN1 Grupa z naddainieniem Grupa kontrola WR | 95% PU p
-134delA W Cigzy n=150
n=110
Genotypy warts¢ wartos¢é wartosé wartosé
obserw. | oczekiw. obserw. oczekiw.
n (%) (%) n (%) (%)
-3A/-3A 63 (57,3) 61,8 91(60,7) 64,5 0,87 0,51-1,48 0,3
-3A/-4A 47(42,7) 33,6 59(39,3) 31,6 1,15 0,68-1,96 0,3
-4A/-4A 0 (0,0) 4.6 0(0,0) 3.9 - - -
Suma 110 (100,0) 100,0 150 (100,0 100,0 - - -
Allele
-3A 173(78,6) - 241(80,3) - 0,90 0,57-1,42 0,36
-4A 47(21,4) - 59(19,7) - 1,11 0,70-1,74 0,36
Suma 220 (100,0) - 300 (100,0) - - - -
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Przy poréwnaniu podgrupy z GH oraz PE z gripntrolrg nie stwierdzono rinic

statystycznie

istotnych  w  egtdsci

pojawiania s} obserwowanych genotypéw

homozygotycznege3A/-3Aoraz heterozygotyczneg8A/-4Aoraz alleli-3Ai -4A.

W grupie z GH w poréwnaniu do grupy z PE obserwaweny;sz czestas¢ wysiepowania
heterozygot3A/-4A(44,9%) w porownaniu do grupy z PE (39,0%, WR=13%%6 PU 0,54-
3,03,p=ns). Natomiast w grupie z PEgstas¢ homozygot3A/-3Abyta odpowiednio wisza

(61,0vs 55,1%, WR=0,78, 95% PU 0,33-1,86ns) (tabela 15).

Tab. 15.Czstas¢ wysiepowania genotypow i alleli polimorfizrid34delAgenuEDN1
w grupie badanej oraz w grupie kontrolnej.

Grupa z nadainieniem w cigzy

EDN1 Grupa kontrolna
_134delA Grupa GH Grupa PE n=150
n=6¢ n=41
wartosé wartosé wartosé wartosé wartosé wartosé
Genotypy | obserw. oczekiw. obserw. oczekiw. obserw. oczekiw.
n (%) (%) n (%) (%) n (%) (%)
-3A/-3A 38 (55,1) 60,1 25 (61,0) 64,8 91 (60,7 64,5
-3A/-4A 31 (44,9) 34,8 16 (39,0) 31,4 59 (39,3 31,6
-AA-4A 0(0,0) 51 0(0,0) 3,8 0(0,0) 3,9
Suma 69 (100,0) 100,0 41 (100,0 100,0 150 (100,0) 100,0
Allele
-3A 107 (77,5) - 66 (80,5) - 241 (80,3 -
-4A 31 (22,5) - 16 (19,5) - 59 (19,7) -
Suma 138 (100,0) - 82 (100,0) - 300 (100,0) -

Poréwnanie procentowe] €#tcsci wyskpowania genotypow polimorfizmul34delA

genuEDN1 ww grupie kontrolnej, grupie GH oraz grupie PE pstadiap odpowiednio ryciny
20, 21 oraz 22.
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m-3A/-3A
W -3A/-4A
O -4A/-4A

Ryc. 20. Czstas¢ wyskepowania genotypow polimorfizmul34delA genu EDN1 w grupie
kontrolnej (%).

o -3A/-3A
m-3A/-4A
O -4A/-4A

Ryc. 21.Czstas¢ wystepowania genotypow polimorfizmil34delAgenuEDN1 w podgrupie
PE (%).

@-3A/-3A
m-3A/-4A
5.1 |o-4a/-aA

44,9

Ryc. 22.Czstas¢ wystepowania genotypow polimorfizmil34delAgenuEDN1 w podgrupie
GH (%).
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4.3. WSPOLWYSTEPOWANIE GENOTYPOW SYNTAZY TLENKU AZOTU ORAZ
ENDOTELINY 1 W GRUPIE KOBIET Z NADCI SNIENIEM W CI AZY ORAZ W GRUPIE
KONTROLNEJ

W tym etapie najpierw analizowano wspoéiwyxiwanie uzyskanych w pracy
genotypow polimorfizméw genu kodigego syntagtlenku azotu.

Poréwnujc genotypy polimorfizmowGIlu298Aspz polimorfizmem-786T>C genu
NOS3 pomkdzy grum 110 kobiet z nadé&nieniem w cizy, a grup kontrolrg 150
zaobserwowano ¢€stsze wysfpowanie w grupie kontrolnej ztonych genotypow
homozygotycznych niezmutowany@G/TT (24,55 vs. 26,00%p=ns), heterozygotycznych
GT/TC (19,09 vs. 24,67%,p=ns). Istotnie rénity sie rowniez ztozone genotypy
homozygotyczne zmutowang@T/CC (0,90 vs 6,67% w grupie kontrolnejp=0,019).
Wystepowanie pozostatych genotypow porownywanych polfimorow genu NOS3 byto
nieznacznie gstsze w grupie kobiet z nadiieniem w cizy (p=ns).

Pozostale amtasci wspotwysepowania genotypdw polimorfizméw gendOS3
pomidzy grup kontrolm oraz podgrupami PE i GH, pomimo obserwowanychrraeznych
roznic co do cgstasci procentowego wyspowania, nie rénity sie statystycznie istotnie
(tab. 16).
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Tab. 16. Wspotwystpowanie genotypow polimorfizmowslu298Asporaz -786T>C genu
NOS3pomidzy badanymi grupami kobiet.

NOS3 Glu298As(§894G>T)

GG GT TT Ogotem
Nadcinienie | NOS3 | TT 27 (24,55) | 14 (12,73) 2(1,82) | 43 (39,10)
W Cigzy -786T>C TC 28 (25,45) | 21(19,09) 3(2,73) | 52 (47,27)
cC 5(455) | 9(8,18) |1(0,90)* |15 (13,63)
suma 60 (54,55) | 44 (40,00) 6 (5,45) | 110 (100,0(
GH NOS3 |TT 13(18,84) | 10 (14,49) 0(0,00) | 23(33,33)
-786T>C/ TC 19 (27,54) | 14 (20,29) 0 (0,00) | 33 (47,83)
cC 4(580) | 8(11,59) | 1(1,45) | 13(18,84)
suma 36 (52,18) | 32(46,37) 1(1,45) | 69 (100,00)
PE NOS3 | TT 14 (34,14) | 4(9,76) | 2(4,88) | 20 (48,78)
-786T>C TC 9(21,95) | 7(17,07) | 3(7,32) | 19 (46,34)
CC 1(244) | 1(2,44) | 0(0,00) | 2(4,88)
suma 24 (58,53) | 12 (29,27) 5 (12,20)] 41 (100,00)
Grupa NOS3 | TT 39 (26,00) | 19 (12,67) 1(0,67) | 59 (39,34)
kontrolna | -786T>C TC 29 (19,33) | 37 (24,67) 2(1,33) | 68 (45,33)
cC 5(3,33) | 8(533) |10 (6,67)* | 23(15,33)
suma 73 (48,66) | 64 (42,67) 13 (8,67)| 150 (100,0(

*p=0,019
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Analizujgc wspotwysgpowanie genotypow polimorfizmévilys198Asni -134delA

genu EDN1 obserwowano podobne czestio wysipowania badanych wariantéw we

wszystkich podgrupach kobiet — kontrolnej, PE de&t. Wszystkie obserwowaneztice nie

byly statystycznie istotne. W grupie kontrolnej otbwano niewielk tylko przewag

wspotwystpowania genotypow3A/-3Aoraz TT (4,00vs 2,73 w grupie z nadiiieniem,

p=ns).

Interesujca obserwacgj byto

spostrzeenie  wspolwysfpowania genotypu

heterozygotycznege3A/-4A z genotypem homozygotycznym zmutowanyii u dwoch

pacjentek z grupy kobiet z naéilmieniem w cizy (1,82%).

wspotwystpowaty uzadnej z pacjentek grupy kontrolnej (tab. 17).

Tab. 17. Wspotwystpowanie genotypowys198Asroraz-134delAgenuEDN1 micdzy cah

grups badan kobiet z nadénieniem w cizy oraz grup kontrolrg.

Genotypy te nie

EDN1 Lys198Asn Ogotem
GG GT TT
Nadcisnienie | EDN1 [ -3A/-3A |39 (35,45) | 21 (19,09) 3(2,73) 63 (57,27)
W Cigzy -134delA[ .3a/4A [ 35(31,82) | 10(9,09) | 2(1,82) 47 (42,73)
-4A/-4A |0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00)
suma 74 (67,27) | 31(28,18) 5 (4,55) | 110 (100,0¢
GH EDN1 [-3A/-3A  [23(33,33)| 13(18,84) 2 (2,90) 38 (55,07)
-134delA| -3A/-4A | 24 (34,78) | 6 (8,70) 1 (1,45) 31 (44,93)
-4Al-4A | 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00)
suma 47 (68,11) | 19 (27,54)] 3(4,35) 69 (100,00)
PE EDN1 |-3A/-3A [16(39,02) | 8(19,51) | 1 (2,44) 25 (60,97)
-134delA| -3A/-4A | 11 (26,83) | 4 (9,76) 1 (2,44) 16 (39,03)
-4Al-4A | 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00)
suma 27 (65,85) | 12 (29,27) 2 (4,88) 41 (100,00)
Grupa EDN1 [-3A/-3A [58(38,67) | 27(18,00) 6 (4,00) 91 (60,67)
kontrolna | -134delA| -3A/-4A | 44 (29,33) | 15 (10,00) 0 (0,00) 59 (39,33)
-4Al-4A |0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00)
suma 102 (68,00) 42 (28,00) | 6 (4,00) 150 (DO
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4.4. ANALIZA WARTO SCI CISNIENIA SKURCZOWEGO | ROZKURCZOWEGO W
ZALE ZNOSCI OD BADANYCH POLIMORFIZMOW GENOW NOS30rAZ EDN1

Przy porownywaniusrednich wartéci cisnienia skurczowego i rozkurczowego w
podgrupach GH oraz PE w zahsci od rozkladu badanych genotypow polimorfizmu
Glu298Aspgenu NOS3 nie zaobserwowano istotnych zalesci tej badanej zmiennej od
poszczegolnych wariantow genetycznych. Ciekaatomiast obserwagjpyto odnotowanie
w grupie PE wyranej tendencji do zdecydowanie #gzego dnienia skurczowego
(205,0+21,2 mmHg) u kobiet
polimorfizmu -786T>C genu NOS3 w poréwaniu do kobiet nosicielek genotypu

z genotypem homozygotyoz zmutowanym CC
homozygotycznego niezmutowane@d (177,0+17,8 mmHg) oraz heterozygotycznelfo
(173,4+£13,5 mmHg)pEns) (tab. 18).

Tab. 18. Wartasci cisnienia skurczowego i rozkurczowego w badanych pauirh GH oraz
PE w zalenosci od polimorfizméw geniNOS3

GH (n=69) PE (n=41)
RR RR RR RR
skurczowe | rozkurczowe| skurczowe rozkurczowe
(mmHg) (mmHg) (mmHg) (mmHg)
NOS3 GG n=36 n=36 n=24 n=24
Glu298Asp srednia +SD| 161,8 + 13,6| 105,1 +12,7 | 177,9+ 17,4 | 105,8 +12,6
mediana 160 100 175 110
(894G>T) zakres 140-200 80-140 150-220 70-120
GT n=32 n=32 n=12 n=12
srednia +SD| 162,7 + 15,6/ 100,8 +9,6 | 177,1 +15,7 | 104,6 +12,7
mediana 160 100 175 100
zakres 140-190 90-130 150-200 90-120
TT n=1 n=1 n=5 n=5
srednia +SD| 180 120 170,0 £20,0 | 108,0+8,4
mediana 160 110
zakres 150-200 100-120
NOS3 TT n=23 n=23 n=20 n=20
786T>C s’redr_1ia +SD| 164,6 +13,4| 101,7 +10,2 | 177,0+17,8 | 107,3+ 11,2
mediana 160 100 175 110
zakres 145-190 80-130 150-210 80-120
TC n=33 n=33 n=19 n=19
srednia +SD| 160,6 + 14,1| 104,0 £+ 11,7 173,4 + 13,5 | 103,7 £12,9
mediana 160 100 170 100
zakres 140-180 90-130 150-200 70-120
cC n=13 n=13 n=2 n=2
srednia £SD| 163,5 + 18,0| 104,6 + 13,9| 205,0 +21,2 | 110,0 £14,1
mediana 160 100 205 110
zakres 140-200 90-140 190-220 100-120
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Réwniez w obydwu badanych podgrupach GH oraz PE analizowamartGci
cisnienia skurczowego i rozkurczowgo dla polimorfizrhys198Asn oraz -134delA genu
EDN1 Odnotowano tutaj w grupie PE wsze cénienie skurczowe u gtarnych nosicielek
genotypu homozygotycznego niezmutowan&s@ (180,7+15,9 mmHg) w porownaniu do
pozostatych genotypu heterozygotyczn&gb (169,6+18,1 mmHg) oraz homozygotycznego
zmutowanegoTT (165,0+7,1 mmHg) g=ns) polimorfizmu Lys198Asn EDNI1Pozostate
wartasci cisnienia zarbwno skurczowgo i rozkurczowego w anakiych podgrupach przy
poréwnywaniu nie wykazywaty takichzdic (tab. 19).

Tab. 19. Wartasci cisnienia skurczowego i rozkurczowego w badanych paulgrh GH oraz
PE w zalenosci od polimorfizmow gentEDNL

GH (n=69) PE (n=41)
RR RR RR RR
skurczowe | rozkurczowe| skurczowe rozkurczowe
(mmHg) (mmHg) (mmHg) (mmHg)

EDN1 GG n=47 n=47 n=27 n=27
Lys198Asn |srednia+SD| 160,8 +13,7| 101,6 +10,3| 180,7 + 15,9 | 107,6 + 12,4

mediana 160 100 180 110

zakres 140-180 80-130 160-220 70-120

GT n=19 n=19 n=12 n=12

srednia +SD| 165,8 + 14,3| 107,1 £+ 10,8| 169,6 + 18,1 | 102,1 + 11,6

mediana 170 100 167,5 100

zakres 140-190 95-130 150-210 80-120

TT n=3 n=3 n=2 n=2

srednia £SD| 168,3 + 28,4| 106,7 + 28,9/ 165,0+ 7,1 | 102,5+3,5

mediana 160 90 165 102,5

zakres 145-200 90-140 160-170 100-105
EDN1 -3A/-3A n=38 n=38 n=25 n=25
-134delA srednia +SD| 164,1 +14,7 | 105,3+ 12,8/ 178,6 + 18,0 | 104,8 + 11,3

mediana 160 100 180 100

zakres 140-200 80-140 150-220 80-120

-3A/-4A n=31 n=31 n=16 n=16

srednia +SD| 160,5 + 14,3/ 101,0+9,6 | 173,8 +15,4 | 107,2 + 13,2

mediana 160 100 170 110

zakres 140-180 90-130 150-200 70-120

-4A/-4A n=0 n=0 n=0 n=0

srednia £SD| 0 0 0 0

mediana

zakres
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Nastpnie w pracy analizowano rozkiagednich wartéci cisnienia skurczowgo i
rozkurczowgo w zaleosci od wspotwysipowania wariantdw genetycznych obydwu
badanych genéWNOS3 oraz EDN1 W grupie GH istotyp obserwacgj byto odnotowanie
wyzszego dnienia skurczowego (169,5+22,2 mmHg) przy wspohepstvaniu genotypow
GG GIlu298Asp / CC -786T>GenuNOS3w poréwnaniu do pozostatych wadtd cisnienia
skurczowego dla innych kombinacji genotypduers). JednocZaie obserwowano wgze
wartasci cisnienia rozkurczowego (112,5+22,2 mmHg) przy wsp@&iggowaniu genotypow
GG GIlu298Asp / CC -786T>GenuNOS3w poréwnaniu do pozostatych wadtd cisnienia
rozkurczowego dla innych kombinacji genotyp@weiis) (tab. 20).

Tab. 20. Wartasci cisnienia skurczowego i rozkurczowego w grupie kolzetGH w
zaleznosci od wspoétwystpowania polimorfizmow genNOS3

NOS3 GIlu298As§894G>1)
GG GT TT
RR NOS3 TT n=13 n=10 n=0
skurczowe 786T>C srednia +SD | 160,4 +10,9|165,0+14,9| 0
(mmHg) mediana 160 160
w grupie zakres 145-180 150-190
GH TC n=19 n=14 n=0
(n=69) srednia+SD | 161,6 + 13,7 | 159,4 +149 | O
mediana 160 160
zakres 140-180 140-180
CcC n=4 n=8 n=1
srednia+£SD | 169,5 + 22,2 | 159,4 +16,6 | 180
mediana 165 157,5
zakres 150-200 140-180
RR NOS3 TT n=13 n=10 n=0
rozkurczowe 786T>C srednia +SD | 100,4 +8,8 | 103,5+12,0 |0
(mmHg) mediana 100 100
w grupie zakres 80-110 90-130
GH TC n=19 n=14 n=0
(n=69) srednia+SD | 106,8 +12,2| 100,21 +10,3|0
mediana 100 100
zakres 90-130 90-120
CcC n=4 n=8 n=1
srednia +SD | 112,5+ 22,2 | 98,8 +3,5 120
mediana 110 100
zakres 90-140 95-105
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W grupie kobiet z PEsrednie wartéci cisnienia skurczowego byly najwgze
(179,3+17,3 mmHg) dla wspotwygtowania genotypousG GIlu298Asp / TT -786T>Genu
NOS3 Nie odnotowano natomiastariic statystycznie istotnych pogoizy obserwowanymi
wartgsciami  cknienia skurczowego i rozkurczowego dla badanych IkKoatji
wspotwystpowania genotypowpEns). Wartdci cisnienia rozkurczowego byty podobne dla
wszystkich badanych konfiguracji wspohwgsbwania genotypow badanych polimorfizmow
genu eNOS Analiza wartéci cisnienia rozkurczowego nie pokazata zalesci od

wspotwystpowania genotypow polimorfizméw getNOS3(tab. 21).

Tab. 21.Wartcci cisnienia skurczowego i rozkurczowego w grupie kohi®E w zalenaosci

od wspoétwystpowania polimorfizmow genNOS3

NOS3 Glu298As§894G>T)
GG GT TT
RR NOS3 TT n=14 n=4 n=2
skurczowe 786T>C srednia+SD | 179,3+17,3 | 177,5+22,2| 160,0+0,0
(mmHgQ) mediana 180 180 160
w grupie PE zakres 150-210 150-200 160-160
(n=41) TC n=9 n=7 n=3
srednia+SD | 171,1+10,5|175,0+ 13,2 | 176,7 + 25,2
mediana 170 170 180
zakres 160-190 160-200 150-200
CcC n=1 n=1 n=0
srednia +SD | 220 190 0
mediana
zakres
RR NOS3 TT n=14 n=4 n=2
rozkurczowe 786T>C srednia+SD | 108,9+11,5|102-5+12,6| 1050+ 7,1
(mmHgQ) mediana 110 100 105
w grupie PE zakres 80-120 90-120 100-110
(n=41) TC n=9 n=7 n=3
srednia+SD | 101,7+14,1 | 103,6 + 13,1 | 110,0 £10,0
mediana 100 100 110
zakres 70-120 90-120 100-120
CcC n=1 n=1 n=0
srednia +SD | 100 120 0
mediana
zakres
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Analiza rozktadwredniego dinienia skurczowego i rozkurczowego w podgrupie GH

w zaleznosci od wspotwystpowania obydwu badanych polimorfizmdwys198Asroraz

-134delAgenuEDN1 pokazata wyrzng tendencgj do wyzszych wartéci cisnienia zaréwno
skurczowgo, jak i rozkurczowego przy wspotwygiwaniu genotypOdw T Lys198Asn

-3A/-3A -134delAgenu EDN1 (cisnienie skurczowe 180,0+28,3 mmHg oraznanie
rozkurczowe 115,0+35,4 mmHg), nie odnotowano jedndknic statystycznie istotnych
wargoiami

pomidzy obserwowanymi cisnienia dla wspotwygbowania badanych

genotypow (tab. 22).

Tab. 22. Wartasci cisnienia skurczowego i rozkurczowego w grupie GH Wez#sci od

wspoétwystpowania polimorfizméw genEDNL

EDN1 Lys198Asn
GG GT TT

RR EDN1 -3A/-3A n=23 n=13 n=2
skurczowe _134delA srednia+SD | 161,1+12,0| 166,9 £+ 16,5 | 180,0 + 28,3
(mmHg) mediana 160 170 180
w grupie zakres 140-180 140-190 160-200
GH -3A/-4A n=24 n=6 n=1
(n=69) srednia+SD | 160,5+15,4| 163,3+8,2 | 145

mediana 155,5 165

zakres 140-180 150-170

-4A/-4A n=0 n=0 n=0

srednia+SD | O 0 0

mediana

zakres
RR EDN1 -3A/-3A n=23 n=13 n=2
rozkurczowe -134delA srednia+SD | 102,4 + 11,2 | 108,8 +11,2 | 115,0+ 35,4
(mmHg) mediana 100 100 115
w grupie zakres 80-130 100-130 90-140
GH -3A/-4A n=24 n=6 n=1
(n=69) srednia +SD | 100,9+9,6 |103,3+£9,8 |90

mediana 100 100

zakres 90-130 95-120

-4A/-4A n=0 n=0 n=0

srednia+SD | 0 0 0

mediana

zakres
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W grupie kobiet cizarnych z PE najwiszesrednie wartéci cisnienia skurczowego
obserwowano przy wspotwygtowaniu genotypowsG EDN1/ -3A/-3A EDN1183,1+16,6
mmHg). Wartdci srednie cénienia rozkurczowego byly podobne dla wszystkichargch
konfiguracji wspétwysipowania genotypow. Obserwowaneznite pomédzy wartgciami
cisnienia skurczowego i rozkurczowego dla badanych tkoectji wspotwysgpowania

genotypow nie byty statystycznie znamienne (ta). 23

Tab. 23. Wartdsci cisnienia skurczowego i rozkurczowego w grupie PE \ezenici od

wspoétwystpowania polimorfizméw genEDNL

EDN1 Lys198Asn
GG GT TT
RR EDN1 -3A/-3A n=16 n=8 n=1
skurczowe _134delA srednia +SD | 183,1+16,6 | 170,6 £19,7 | 170
(mmHgQ) mediana 180 167,5
w grupie PE zakres 160-220 150-210
(n=41) -3A/-4A n=11 n=4 n=1
srednia+SD | 177,3+14,9 | 1675+ 17,1 | 160
mediana 180 165
zakres 160-200 150-190
-4A/-4A n=0 n=0 n=0
srednia+SD | O 0 0
mediana
zakres
RR EDN1 -3A/-3A n=16 n=8 n=1
rozkurczowe -134delA srednia +SD | 107,2 + 10,9 | 100,0 £12,0 | 105
(mmHg) w mediana 110 100
grupie PE zakres 90-120 80-120
(n=41) -3A/-4A n=11 n=4 n=1
srednia +SD | 108,2 + 14,7 | 106,3 + 11,1 | 100
mediana 110 105
zakres 70-120 95-120
-4A/-4A n=0 n=0 n=0
srednia+SD | O 0 0
mediana
zakres
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4.5.ANALIZA SREDNICH PARAMETROW KLINICZNYCH ORAZ BIOCHEMICZNYCH w
BADANYCH GRUPACH W ZALE ZNOSCI OD GENOTYPU

W kolejnym etapie pracy podzielono gabadal grupe kobiet z nadénieniem w
cigzy (n=110) w zalénos¢i od wystpowania genotypdéw dla badanych polimorfizmow:
Glu298Asp -786T>C genu NOS3 oraz Lys198Asn -134delA genu EDNL1 Kolejno
poréwnywano warteci badanych parametrow klinicznych i biochemicznpamiedzy grup
kobiet nosicielek genotypu homozygotycznego a grumbiet nosicielek genotypu
heterozygotycznego i homozygotycznego zmutowanego.

W zakresie tej analizy dla polimorfizmGlu298Aspgenu NOS3 zaobserwowano
istotne statystycznie zéice w wartdci pH zylnego w grupie noworodkéw (7,288 + 0,107 vs.
7,344 + 0,162,p=0,013). Dla polimorfizmu -786T>C genu NOS3 zaobserwowano istotne
statystycznie rinice w wartdci stezenia chloru {04,0 + 2,57 vs. 106,0 + 11,450,014).

Podczas poréwnywania pozostatych parametréw niskano ranic istotnych pod wzgbem
statystycznym (tab. 24, 25, 26, 27).
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Tab. 24. Analiza poréwnawcza parametrow Klinicznych i biotleznych w catej grupie badanej
pacjentek z nadamieniem w cizy (n=110) w zalenosci od poszczegolnych genotypow polimorfizmu

Glu298Asp(894G>T) genuNOS3

GG GT+TT p
(n=60) (n=50)
wiek (lata) 30,267 £ 4,632 28,4 £4,271 p=ns
wiek cigzowy (tydzié) 36,583+ 3,806 37,18 + 3,055 p=ns
RR skurczowe (mmHgQ) 168,25 + 17,07 162,22 + 16,857 p=ns
RR rozkurczowe (mmHgQ) 105,417 + 12,531 102,82 + 10,627 p=ns
mocznik (mg/dl) 24,221 £ 12,135 23,155 £ 9,757 p=ns
kwas moczowy (mg/dl) 5,901 £1,464 5,764 £ 1,265 p=ns
biatko catkowite (g%) 6,211 £ 0,775 6,165 + 0,686 p=ns
Na (mEq/l) 136,748 + 2,294 136,695 + 2,315 p=ns
K(mEg/l) 4,286 + 0,434 4,234 + 0,461 p=ns
Cl (mEq/l) 106,132 + 12,173 104,368 * 2,225 p=ns
BMI przed cigzg (kg/nT) 25,358 * 5,366 24,682 + 5,156 p=ns
BMI w cigzy (kg/nf) 31,365 + 5,636 30,729 + 5,343 p=ns
przyrost BMI (kg/nf) 6,007 + 2,459 6,047 + 2,322 p=ns
masa noworodka (g) 2695,167 + 1056,18] 2950,62 + 886,31 p=ns
Apl 7,897 £ 2,587 8,592 + 2,061 p=ns
Ap 5 9,158 + 1,412 9,42 + 1,052 p=ns
pH zylne 7,288 +0,107 7,344 + 0,162 p=0,013
pH tetnicze 7,226 £ 0,105 7,269 £ 0,149 p=ns
masa tgyska (g) 535,5 £ 193,693 600,22 + 158,643 p=ns
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Tab. 25. Analiza porbwnawcza parametréw klinicznych i biesticznych w calej grupie badanej
pacjentek z nadamieniem w cizy (n=110) w zalenosci od poszczegolnych genotypdw polimorfizmu

-786T>CgenuNOS3
TT TC+CC p
(n=43) (n=67)

wiek (lata) 29,4 +475 29,4 +£4,45 p=ns
wiek cigzowy (tydzié) 36,8+ 3,09 36,9+ 3,74 p=ns
RR skurczowe (mmHgQ) 170,0 + 16,6 166,0+ 17,0 p=ns
RR rozkurczowe (mmHg) 104,0 £ 10,9 104,0+12,3 p=ns
mocznik (mg/dl) 22,4 +6,78 246 £13,1 p=ns
kwas moczowy (mg/dl) 5,97 £1,33 5,77+1,4 p=ns
biatko catkowite (g%) 6,18 £ 0,85 6,19 £ 0,66 p=ns
Na (mEqg/l) 136,0 + 2,16 137,01 2,34 p=ns
K(mEg/l) 4,24 + 0,36 4,28 + 0,49 p=ns

Cl (mEqg/l) 104,0 £ 2,57 106,00+ 11,4 p=0,014
BMI przed cigzg (kg/nP) 24,5 + 4,47 25,4 +5,71 p=ns
BMI w cigzy (kg/nf) 30,9 5,16 31,2+5,73 p=ns
przyrost BMI (kg/nf) 6,38 +2,32 5,82 + 2,44 p=ns
masa noworodka (g) 2733,0£997,0 2862,0 £ 997,0 p=ns
Ap 1 8,22 +2,24 8,21 + 2,47 p=ns
Ap 5 9,33 +1,37 9,25+1,2 p=ns
pH zylne 7,29+0,1 7,33+0,16 p=ns
pH tetnicze 7,24+£0,11 7,25+0,14 p=ns
masa tgyska (g) 571,0+£178,0 561,0 £ 184,0 p=ns
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Tab. 26. Analiza porbwnawcza parametréw klinicznych i biesticznych w calej grupie badanej
pacjentek z nadamieniem w cizy (n=110) w zalenosci od poszczegolnych genotypdw polimorfizmu

Lys198AsigenuEDNL
GG GT+TT p
(n=74) (n=36)
wiek (lata) 29,0 £4,79 30,3 +£3,93 p=ns
wiek cigzowy (tydzié) 36,8+3,6 37,0+ 3,28 p=ns
RR skurczowe (mmHgQ) 168,0+ 17,4 167,0+ 16,1 p=ns
RR rozkurczowe (mmHg) 104,0+ 11,4 1050+ 12,5 p=ns
mocznik (mg/dl) 246 +£11,7 22,0+9,62 p=ns
kwas moczowy (mg/dl) 5,97+1,44 5,61+1,19 p=ns
biatko catkowite (g%) 6,26 £ 0,78 6,04 £ 0,61 p=ns
Na (mEqg/l) 137,0+ 2,3 137,0+ 2,31 p=ns
K(mEg/l) 4,31 + 0,46 4,16+04 p=ns
Cl (mEq/l) 106,0 + 11,0 104,0 + 2,45 p=ns
BMI przed cigzg (kg/nT) 25,6 +5,61 24,0 +4,33 p=ns
BMI w cigzy (kg/nT) 31,6 +5,61 30,0 £5,13 p=ns
przyrost BMI (kg/nf) 6,06 + 2,47 5,96 + 2,24 p=ns
masa noworodka (g) 2832,0£982,0 2770,0 £ 1008,0 p=ns
Ap 1 8,03 £2,53 8,62 +£1,97 p=ns
Ap 5 9,15+1,42 9,58 +0,71 p=ns
pH zylne 7,32+0,16 7,31+0,09 p=ns
pH tetnicze 7,25 0,15 7,24 £0,08 p=ns
masa tgyska (g) 567,0 £ 188,0 561,0 £ 168,0 p=ns
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Tab. 27. Analiza poréwnanwcza parametréw Klinicznych i iemicznych w catej grupie badanej
pacjentek z nad@mieniem w cazy (n=110) w zaleénaosci od poszczegdlnych genotypdéw polimorfizmu

-134delAgenuEDNL
-3A/-3A -3A/-4A + -4A/-4A p
(n=63) (n=47)
wiek (lata) 29,6 £4,68 29,5+ 4,65 p=ns
wiek cigzowy (tydzien) 37,1+3,28 36,6 + 3,68 p=ns
RR skurczowe (mmHgQ) 168,0+ 17,4 165,0 + 15,8 p=ns
RR rozkurczowe (mmHg) 104,0+ 11,9 103,0+ 11,2 p=ns
mocznik (mg/dl) 22,9 +£8,59 25,0+ 13,5 p=ns
kwas moczowy (mg/dl) 6,02 +£1,35 571 +1,46 p=ns
biatko catkowite (g%o) 6,18 +0,76 6,24 £ 0,65 p=ns
Na (mEq/l) 137,0+ 2,23 137,0 + 2,38 p=ns
K(mEg/l) 4,22 +0,38 4,37 +0,52 p=ns
Cl (mEg/l) 105,0 + 2,09 106,0 + 13,8 p=ns
BMI przed ciaza (kg/m?) 24,9 +5,05 25,6 + 5,64 p=ns
BMI w ciazy (kg/m?) 31,0+ 4,99 31,4+5,95 p=ns
przyrost BMI (kg/m ?) 6,08 2,15 5,82 +2,72 p=ns
masa noworodka (g) 2855,0+871,0 2815,0 £ 11220 p=ns
Ap 1l 8,38 2,21 7,98 £ 2,67 p=ns
Ap 5 9,38+£1,15 9,22 +1,32 p=ns
pH zylne 7,3+0,09 7,33+0,19 p=ns
pH tetnicze 7,23 £0,09 7,27 £0,17 p=ns
masa tazyska (g) 562,0 £ 153,0 580,0 £ 213,0 p=ns

76




4.6. ANALIZA CZ ESTOSCI WYSTEPOWANIA HAPLOTYPOW BADANYCH
POLIMORFIZMOW SYNTAZY TLENKU AZOTU | ENDOTELINY -1

Wykorzystugc program PHASE (wersja 2.1) analizowan@st@&é wystpowania
haplotypow badanych polimorfizméw gendéw syntazykle azotu i endoteliny-1. W toku

bada stwierdzono wysfpowanie czterech haplotypow dlazkego z dwoch gendw.

Dla badanych polimorfizmow genNOS3stwierdzono wysipowanie nasgpujacych
haplotypow: TG, CG, CT, TT Zaobserwowano egtsze wysfpowanie haplotypuCG w
grupie badanej (0,23489%&. 0,184909 p=ns), natomiast haplotypGT w grupie kontrolnej
(0,137836vs 0,195091 p=ns). Uzyskane wyniki dla badanych polimorfizméwngeNOS3
przedstawiono w tabeli 28.

Tab. 28.Czstas¢ wystepowania poszczegoélnych haplotypéw badanych polimodw genu
NOS3 oszacowana za pomgpcprogramu PHASE. Zapis haplotypow: pierwsza litera
polimorfizm-786T>C, druga894G>T (Glu298As).

Haplotyp Cata grupa Grupa badana Grupa kontrolna
(n=260) (n=110) (n=150)
CZegStasé¢ bigd CZeStas¢ bigd CZeStasé¢ bigd
wyskpowania | standardowy| wysgpowania | standardowy| wysgpowania | standardowy
TG 0,513177 0,011359 0,510563 0,012112 0,515091 032 33

CG 0,206054 0,011359 0,234892 0,012112 0,184909 032133

CT 0,170869 0,011359 0,137834 0,012112 0,195091 037133

TT 0,109900 0,011359 0,11671( 0,012112 0,104909 0327133

p-value for testing HO: cases ~ controls = 0.2
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Dla genuEDN1 zsobserwowano wygtowanie nastepagych haplotypow3AT, 3AG,

4AT, 4AG W tym zakresie odnotowano podobne waitoczestaéci wyskpowania
haplotypoéw w grupie badanej i kontrolnej(haplot@AT: 0,155944 vs. 0,15755Ip=ns,
haplotyp 3AG: 0,630420 vs. 0,645783=ns, haplotyp4AT: 0,030420 vs. 0,02244%=ns,
haplotyp 4AG: 0,183217 vs. 0,17421f=ns). Wyniki anlizy haplotypéw dla badanych

polimorfizméw genltEDN1 przedstawiono w tabeli 29.

Tab. 29.Czstas¢ wystepowania poszczegolnych haplotypéw badanych polimmdw genu
EDN1 oszacowana za pompcprogramu PHASE. Zapis haplotypow: pierwsza litera
polimorfizm -134delA drugaLys198Asn.

Haplotyp Cata grupa Grupa badana Grupa kontrolna
(n=260) (n=110) (n=150)
CZgStasé¢ bigd CZeStas¢ btgd CZegStasé¢ bigd
wyskpowania | standardowy| wysgpowania | standardowy| wyskpowania | standardowy

3AT 0,156871 0,006260 0,155944 0,007661 0,157351 073081
3AG 0,639283 0,006260 0,63042( 0,007661 0,645783 0081
4AT 0,025822 0,006260 0,03042( 0,007661 0,022449 0081
4AG 0,178024 0,006260 0,183217 0,007661 0,174217 0081

p-value for testing HO: cases ~ controls = 0,89
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5. DYSKUSJA

Pomimo licznych hipotez etiopatogeneza n&denia cizowego 1 stanu
przedrzucawkowego nie zostata jednoznacznie dmygaa. Prawdopodobnie jest to zémy
proces wieloczynnikowy prowagzy do rozwoju objawdw w drugiej potowieaely. Obecnie
sugeruje si dwuetapowy model rozwoju tej jednostki chorobowkgjmupcy w pierwszym
etapie nieprawidtowinwazg komorek trofoblastu do Kkmowych odcinkowdtnic spiralnych
co w korelacji z pewnymi czynnikami matczynymi pmxei do hipoperfuzji toyska,
aktywacji neutrofili, produkcji wolnych rodnikéweahowych czyli tzw. stresu oksydacyjnego
i rozwoju drugiego etapu w etiopatogenezie chorgikim jest uszkodzenie komorek
srodbtonka naczyniowego (92, 93). Jednymi z wielyncekOw prowadzcymi do rozwoju
stanu przedrzucawkowegg swarunkowania genetycznesndd ktorych dominuje koncepcja
gendéw kandydugcych tzn. takich dla ktérych udokumentowana jestidgiczna funkcja i
ktérych dziatanie warunkuje rozwdj procesow pafofzgicznych (105). Obecnie uwa sk,
ze rozwdj preeklampsji uwarunkowany jest wspoétdzisen wielu genow i ich
polimorfizméw (ponad 60 gendw kandydaych) wsrod ktorych wymierd nalery: geny
zwigzane z regulagjcisnienia ttniczego tj. geny ukfadu renina- angiotensyna, daskady
krzepngcia i fibrynolizy, geny odpowiedzialne za angiogepegeny uktadu cytokin, stresu

oksydacyjnego i metabolizmu lipidow oraz genygzane z funkgj srodbtonka (115, 87).

5.1.SYNTAZA TLENKU AZOTU (ENOS)

5.1.1.ROLA TLENKU AZOTU W CHOROBACH UKLADU KR AZENIA

Wiele informacji dotycacych roli NO w uktadzie sercowo-naczyniowym pochiaziz
obserwacji jego dziatania w przebiegu chordb tekjadu. Niedobdr NO wize sk z takimi
zaburzeniami jak nadgaiienie, cukrzyca, mialzyca i niewydolné¢ serca (86)

Jak wspomniano wcgeiej gwattowne wstrzykgicie antagonistow syntazy tlenku
azotu lub przewlekta inhibicja syntezy NO prowadaispadku rzutu serca i wzrostdérgenia
tetniczego krwi. Przewlekte zablokowanMOS prowadzi bardzo szybko do rozwinia sk

wszystkich  konsekwencji  organicznych towarzygsch wieloletniemu, eizkiemu
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nadcénieniu ttniczemu (masywna midzyca prowadgzca do znacznych zaburze
unaczynienia OUN, nerek i sercaghtiszki nerkowe ulegajzniszczeniu i rozwija i 8i
niewydolng¢ nerek, w sercu obserwuje¢sirozsiane zmiany zawatowe a rgstie
bliznowacenie tkanki sercowej). Cogeej sytuacja ta prowadzi do remodelinguniczek, ich
przerostu i zwgkszenia potencjatu agregacji ptytek krwi. Jednaktaldny mechanizm i rola
tych ostatnich zjawisk nie jest jeszcze dada poznany (25)Powyzsze wyniki obserwacji
klinicznych jasno dowodg ze NO uczestniczy w regulacjisaienia ttniczego krwi, a jego
brak mae by przyczym nadcsnienia. Specyficzne zablokowanie gendw odpowiedzialnych
za synteg NO w endotelium skutkuje wzrostedmedniego dinienia ttniczego o 15-20
mmHg.

Wzrost oporu obwodowego, ktory pojawig 8 niewydolngci serca mge by tylko
czesciowo ttumaczony aktywagjuktadu katecholamin czy uktadu RAA. Sugeruje 4e,w
przebiegu tej choroby obecny jest defekt odpowigidadaptacji naczy obwodowych do
zwickszonych potrzeb metabolicznych okolicznych tkanéiburzenie to jest pgdzone z
obwodowym procesem patofizjologicznym, w ktérym N@grywa istotg role. Jednake
zjawisko to jest na pewno zone i r&ne zmiany dotycze syntezy NO zachogzv krazeniu
ptucnym i kgzeniu duym. R&nice obserwowanegdakze w profilu syntazy indukowalnej i
srodbtonkowej komérek msniowych gtadkich w krwioobiegu matym i dym (83).

Nadcgnienie ttnicze prowadzi do hipertrofii btongrodkowej sciany naczynia i
nadmiernej syntezy wiokien kolagenowych. Tlenek tazbierze udziat w utrzymaniu
prawidtowej strukturysciany naczynia. Powstrzymuje proliferadkomérek mgsniowych
gtadkich i zwekszasrednie swiatla naczynia. Kade lekarstwo, ktore stymuluje syngel®O
zmniejsza ryzyko stenoZyviatta naczynia (72).

Zwigkszeniu s wymiaru naczynia towarzyszy wzrost aktywoiosyntazy tlenku
azotu, skutkuyjc wzrostem stzenia cGMP wécianie naczynia, a §& stymulacja ta utrzymuje
si¢ dtuzej, to dochodzi tale do wzmaenia syntezy NOS IIl. Wzrosirednicy naczynia
hamowany jest w obecka antagonistow argininy. Regularriviczenia fizyczne jak i
diugotrwaly wzrost aktywriwi metabolicznej otaczggych tkanek take powoduj wzrost
aktywnaci syntazy NO, jednak w mniejszym stopniuz mzrost napgzenia stycznego.
Podobnie w przypadku przewlektego zmniejszeniagyaeu krwi w wyniku diugotrwatego
zmniejszenia aktywrigi metabolicznej otaczggych tkanek lub w wyniku stalego
zahamowania aktywrsoi syntazy NO antagonistami argininy dochodzi don@&jszenia
srednicyswiatta tnicy. Powysze danéwiadcz o udziale syntazy NO w adaptacji struktury
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sciany naczynia na zmienigge s¢ warunki hemodynamiczne (patologiczne i fizjologiez w
danym naczyniu, czyli w remodelingaiany naczynia (37).

Wydaje s¢ rowniez, iz NO odgrywa bardzo wag rolg w patomechanizmie
miazdzycy. W przebiegu miadzycy dochodzi do powstania blaszki raycowej,
remodelingu i stenozy co prowadzi do sledzonej wazodylatacyjnej odpowieddGiany
naczynia na zwkszone zapotrzebowanie metaboliczne otacyah tkanek i zwikszony
przeptyw krwi w zmienionym mialzycowo naczyniu. Dodatkowo zdol§iosrodbtonka do
zapobiegania agregacji ptytek jest ostabiona naegkmmniejszenia catkowitej powierzchni
zdrowegosrodbtonka. Powysze dwa patomechanizmy przyczynisg do powstania defektu

syntezy i metabolizmu NO.

5.1.2. ROLA POLIMORFIZMU GENU NOS3 w ROZWOJU CHOROB UKtADU
KRAZENIA

Polimorfizmy genusrodbtonkowej syntazy tlenku azotiNQS3 staty s¢ przedmiotem
licznych analiz. Poniewadostpnas¢ srodbtonkowego tlenku azotu jest regulowana gtéwnie
na poziomie jego produkcji, w patogenezie chorokadik kgzenia sugeruje siudziat
polimorfizméw genu syntazy tlenku azotu. Wariangngtyczne syntazy tlenku azotu maj
wptyw na rozwdj choréb sercowo-naczyniowych, w tymadcénienia ttniczego,
niewydolndgci i zawalu serca, czy udaru mozgu. Prawdopodobnigkszap réwniez ryzyko
powiktan naczyniowych w przebiegu cukrzycy.

Do najczsciej analizowanych polimorfizmow nelg Glu298Asp oraz -786T>C.
Wykazano ja miedzy innymi zwizek polimorfizmuGIlu298Aspz ryzykiem zawatu serca,
nadcénienia ttniczego oraz ze zwkszory podatndciag naczy wiencowych na skurcz
(88, 101, 121, 123, 117). Wyniki pracy Nakayamaspwwskazu na trzykrotnie wkszy
podatné¢ naczyi wiencowych na skurcz w przypadku osobdicych homozygotamCC
(polimorfizm-786T>C) (85).

Syntaza tlenku azotu odgrywa istgtrole w utrzymywaniu prawidtowego @iienia
tetniczego krwi, a tym samym ma znaczny udziat w gatezie nadénienia. Autorzy pracy
Hyndman i wsp. badali zazek polimorfizmu-786T>CgenuNOS3z rozwojem izolowanego
nadcénienia ttniczego (40). Genotypowanie oraz pomiar$n@nia ttniczego
przeprowadzono w grupieza705 nezczyzn w srednim wieku (45 lat). Z analizy
wykluczono osoby z dodatnim wywiadem w kierunku roiy wiencowej,
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chordb naczyniowych soodkowego uktadu nerwowego i choréb natczy
obwodowych. Nadénienie rozpoznawano w przypadkygraenia skurczowego > 140 mmHg
lub rozkurczowego > 95 mmHg. Spod 705 badanych nadoienie ttnicze stwierdzono u
106 pacjentow. Analiza genetyczna wykazata istostétystycznie wiszesrednie cénienie
tetnicze krwi u badanych z genotypegd@ w poréwnaniu do nosicieli genoty@dl (p<0,05).
22,6% pacjentow z genotype@C miato naddinienie ttnicze, w przypadku genotypOowr i
CT wartcéci te wynosity odpowiednio 12,4% i 14,8% (36).

Hyndam i wsp. zwrdcili ponadto uwagna istotnie wysz masg ciata, poziom
triglicerydow w surowicy oraz starszy wiek pacjemta rozpoznanym nadgiieniem (40).
Pozostaje to w zgodioi z koncecpj obszaréw zdrowia Lalonda, w ktérej na stan zdrowia
populacji @ w 50% wplyw ma stykzycia. Yoshimura i wsp. wykazalize palenie tytoniu
poteguje ryzyko choroby serca (wynikagj z podatngci naczyr wiencowych na skurcz) u
0s6b Rkdacych homozygotamiCC (128). Natomiast badania Nasreen i wsp. dowodz
nizszego przeptywu krwi w naczyniach mézgowych u patdtomozygotCC w poréwnaniu
do 0so6b pajcych nie lgdacych homozygotamCC (86).

Ciekawych wynikow dostarcza badanie V&bos wsp. Autorzy tej pracy zwrocili
uwag: na zr@nicowanie etniczne ryzyka rozwoju niewydodob serca w powszaniu z
polimorfizmem Glu298Asp genu NOS3 (117). Badanie zostalo przeprowadzonérost
populacji brazylijskiej. Grup badar stanowito 100 pacjentéw z rozpozgamiewydolndcia
serca, natomiast do grupy kontrolnejagg#ono 103 zdrowych ochotnikow. U wszystkich
pacjentow wykonano pomiary lewego przedsionka iejekomory serca oraz oznaczono
frakcje wyrzutowg lewej komory. Cestas¢ wystpowania alleli wynosita w grupie badanej
Glu298=72%/Asp29828%. Rozktad genotypdw w grupie pacjentéw z nieshydicia serca
byt nastpujacy: Glu298GIlu49%; Glu298Aspd7%; Asp298Aspi%. Natomiast w grupie
kontrolnej czstdsci te wynosity odpowiednio 60%lu298 40% Asp298 35% GIlu298Gly
49.5%GIlu298Asporaz 15.5%Asp298AspCzstas¢ wystpowania allelaGlu298byta wyzsza
w grupie badanep&0,009), podobnie jak estas¢ genotypuGlu298Glu(p=0,03).

Allel Glu298 z podoby czestascia wystpowat u biatych pacjentdow (67%) i u Afro-
Brazylijkczykow (79%), jednak wykazano istgtnréznice w czestosci wyskpowania
genotypuGlu298GIlu wsréd biatych i ciemnoskorych choryctp=0,03). Na tej podstawie

Autorzy badania sugemrufegionalne zrznicowanie w cgstasci wystepowania polimorfizmu
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Glu298Asp Ponadto wykazano zgkszone ryzyko wygpienia naddinienia ttniczego oraz

wigkszy wymiar lewego przedsionka u pacjent@algeych homozygotam&lu298GL (117).

Relacji polimorfizmuGlu298Aspz nadcinieniem ¢tniczym dotyczy te praca Souza-
Costa i wsp. Celem tego badania byta ocenazkwi polimorfizméwGIlu298Asp -786T/C
oraz 4b/4a genuNOS3z rozwojem nadénienia ttniczego u otytych dzieci i nastolatkow.
Genotypowanie przeprowadzono u 110 otytych dzigmiavidtowymi wartéciami cinienia
tetniczego oraz u 73 otytych dzieci z rozpoznanymcrigieniem ¢tniczym. Grug kontrolmng
stanowito 175 zdrowych dzieci i nastolatkOw.e€mé¢ wystepowania genotypudlada byta
wyzsza u otytych dzieci, zaréwno tych z nadoeniem ¢tniczym, jak i tych z prawidtowymi
wartcgsciami cknienia ttniczego p<0,01). GenotypAsp298Aspwystpowat rzadziej u
otylych dzieci z prawidtowym énieniem <0,02). Nie wykazanaadnych istotnych tnic
w rozkladzie alleli i genotypoéw badanych polimorfiaw w badanych grupach. Jednak
wspotwystpowanie alleli 786C, 4b oraz Glu298 bylo czstsze u otylych dzieci z
nadcénieniem ¢tniczym w porownaniu do grupy kontrolnej i grupyietd otytych z

prawidtowym cgnieniem ¢tniczym (106).

Tepliakov i wsp. analizowali zwkek polimorfizmow (CCTTT)ngenuNOS2oraz
Glu298Aspi 4a/4b genu NOS3 z ryzykiem rozwoju przewlekiej niewydolé@ serca u
pacjentow z chorapniedokrwieni serca. Grup badag stanowito 165 pacjentéw z chogpb
wiencowg, natomiast do grupy kontrolnej ydzono 114 zdrowe osoby. $lo powtorzeé
(CCTTT)noraz genotypGlu298Glu zwickszaty ryzyko rozwoju przewlektej niewydolém
serca. Ponadto genotyp homozygotyc@iy298Glu wigzat st z niepomyinym przebiegiem
choroby (111).

Badanie przeprowadzone przez Cheng i wsp. w popuhinskiej zwraca uwagna
mozliwy zwigzek wariantow genuNOS3 (-922A/G, -786T/C, 894GJT z ryzykiem
wystgpienia niedokrwiennego udaru moézgu. Genotypowaniegegyowadzono u 309
pacjentow z udarem niedokrwiennym mozgu i u takéenej liczby zdrowych osob. €#as¢
wystepowania allela922Gbyta znacznie estsza w grupie badanej w poréwnaniu do grupy
kontrolnej (12,14% vs 8,09%, p=0,018). Ponadto vzgk@ wekszy czestas¢ wyskpowania
genotypu 786CC w grupie pacjentow z przebytym udarem niedokrwyennmozgu
(p=0,029). W odniesieniu do polimorfizmu922A/Gzwigckszone ryzyko wysgpienia udaru
odnotowano w przypadku genotyp@G+GG (p=0,047) (17).
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5.1.3.BADANIA DOTYCZ ACE POLIMORFIZMU GENU SRODBLONKOWEJ SYNTAZY
NO U CIEZARNYCH ZE STANEM PRZEDRZUCAWKOWYM

Wyniki licznych bada potwierdzaj jednoznacznie wieloczynnikemetiopatogenez
rozwoju naddinienia w cyzy, gdzie oprocz roli czynnikow genetycznych istotmgtyw na
rozwodj choroby ma jeszcze szereg innych uwarunkowaajduje to odzwierciedlenie w
analizach korelacji polimorfizmoéw gemdOS3z rozwojem stanu przedrzucawkowego, gdzie
cz¢$¢ bada dowodzi istnienia takiego zwdku, inne natomiast temu zaprzegzaj
Prawdopodobnie uwarunkowane jest to zmiennymi takiak rasa, wiek, status
socjoekonomiczny i innymi czynnikamdffodowiskowymi mogcymi mie¢ wptyw na rozwoj
nadcknienia w cizy.

Yoshimura i wsp. w 2000 r. badali wptyw poszczegém genotypow i alleli
polimorfizmu GIlu298Aspw grupie 152 kobiet japskich spetniajcych kryteria stanu
przedrzucawkowego oraz grupie kontrolnej 170 zdawgkzarnych. W grupie badanej
wyodrebniono: 35 kobiet ezarnych z tagodnpostaci stanu przedrzucawkowego
t]. RR >140/90mmHg i biatkomocz30 mg/dL, 80 cjzarnych z cjzka postaca stanu
przedrzucawkowego tj. RR160/110 mmHg, biatkomocz2g/24h, poziom ptytek krwi
< 100000/mm, wzrost sgzenia enzyméw wtrobowych, oraz grup 37 kobiet, u ktérych
nadcknienie ttnicze rozpoznano przed a¢y. Na podstawie przeprowadzonych hbada
wykazano cgstsze wysfpowanie heterozygotycznego genotyp® NOS3 (27,5%) oraz
zmutowanego alleld (15,0%) w grupie kobiet z gika postaci stanu przedrzucawkowego ,
w stosunku do grupy kontrolnej (odpowiednio 12,9%6%). Zwrocono réwnieuwag na
brak r&nicy czstasci wystpowania tego heterozygotycznego genotypu w grugiemych
z fagodn postacy PE i cezarnych z nadénieniem z przed gry w stosunku do grupy
kontrolnej. Analizowano tale sredni wiek zakaczenia cizy i mag urodzeniowy
noworodkow w poszczegolnych grupach badanych, gdeikazano ranice istotne
statystycznie. Dowiedziono korelacji pagdzy wystpowaniem poszczegoélnych genotypow
polimorfizmu Glu298AspgenuNOS3a rozwojem rénych postaci stanu przedrzucawkowego
i powiktaniami jakimi g wczeéniactwo i niska masa urodzeniowa noworodkéw (127).

Ta sama grupa badaczy Yoshimura i wsp. w 2003 rnastpnej publikacji
przedstawita wyniki pracy dotygeej analizy czstosci wystpowania poszczegdlnych
genotypow w zakresie polimorfizm@lu298AspgenuNOS3w grupie 112 kobiet ¢rarnych
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ze stanem przedrzucawkowym z rejonu Bangladesztwosuisku do grupy kontrolnej 119
zdrowych c¢zarnych. Przeprowadzgy analiz przyjeto te same kryteria wtzenia |
wytaczenia pacjentek do badania. Uzyskano zaske&ujvyniki w ktérych wykazano brak
istotnych statystycznie #dic w czstaci wyskpowania poszczegolnych genotypow tj.
homozygot TT NOS3 heterozygotTG NOS3 i homozygot GG NOS3 takie czstdsci
wystepowania zmutowanego alleld w grupie badanej w stosunku do grupy kontrolne,j.
Wyniki te r&nig si¢ znacznie od wynikow uzyskanych i opublikowanycle@niej przez 4
samy grupe badaczy lecz dotygeymi kobiet cézarnych w populacji Japonii. Na podstawie
uzyskanych danych wykazana, wystpowanie polimorfizmuGlu298AspNOS3u kobiet z
rejonu Bangladeszu nie rm® by czynnikiem predykcyjnym rozwoju stanu
przedrzucawkowego (128).

Serrano i wsp. w 2004 roku opublikowali wyniki weekrodkowego badania w
Kolumbii obejmugcego grup 322 miodych kobiet erarnych z rozpoznanym stanem
przedrzucawkowym i grupkontrolrg w liczbie 522 zdrowych etarnych. Badane grupy
analizowano w zakresie polimorfizmd&@lu298Aspi -786T>C genuNOS3i ich korelacji z
rozwojem preeklampsji. Udowodniono statystycznietotig zaleznos¢ pomiedzy
wystepowaniem PE u homozygoAsp/Asp polimorfizmu 298 genuNOS3 w badanych
grupach. Patomechanizm wygbwania tego powiklania w gy badacze tlumagz
zmniejszeniem syntezy NO i ufjedzeniem funkcjisrodbtonka naczy wsrod badanych
homozygot. W zaprezentowanej pracy Serrano i wigpzaobserwowali korelacji poguzy
wystepowaniem poszczegolnych genotypdw polimorfizi86T>C genuNOS3 a rozwojem

stanu przedrzucawkowego w badanych grupach (99).

Zaprezentowane w powvgzej pracy wyniki w zakresie polimorfizmi86T>C genu
NOS3s3 w petni zgodne z wynikami uzyskanymi w prezentogjgsracy, gdzie rownienie
wykazano ranic statystycznie istotnych pogaizy czstasciag wyskepowania poszczegolnych
genotypdw w grupie kobietgiarnych z nadénieniem w cizy oraz grupie kontrolnej.
Odmienne wyniki tych samych grup badawczych wzngeh pracach dotygeych
genetycznych uwarunkowa nadcénienia w cizy uwarunkowane g prawdopodobnie
zmiennymi takimi jak rasa, wiek, status socjoekoiamy i innymi mogcymi mie¢ wptyw
na rozwoj tej jednostki chorobowej waey.

Hakli i wsp. przebadali pod wzaglem polimorfizmuGlu298Aspgenu 132 @zarne z
rozpoznanym stanem przedrzucawkowym, a gikgntrolrg stanowito 113 zdrowych kobiet

85



w cigzy. Analiza dotyczyta populacji Finlandii. Rozklacmptypdéw w obydwu badanych
grupach byt podobnyp€0,233). Zaobserwowano jedynie niezngprzewag wyskpowania
allelaG w grupie z preeklampsj(74,6%vs 67,7%,0=0,091, OR 1,40). Wyniki tego badania
nie potwierdzaj udziatu polimorfizmuGIlu298Aspw rozwoju stanu przedrzucawkowego,
jakkolwiek korelacja alleaG z ryzykiem preeklampsji dalgca na pograniczu istotéc
statystycznej sugeruje podegenetyczne tej patologii (37).

Przedwczesne oddzielenie zygka jest jednym z najpowmaiejszych naspstw
preeklampsiji. Pierwotna przyczyna tej patologii g&taje nieznana, jednak do czynnikow
ryzyka zalicza si nadcénienie cizowe, zaawansowany wiek matki, palenie papierosow i
przedwczesne oddzielenieziska w poprzednich giach. Ciekaw anlizz na temat tego
powiktania potaniczego przedstawili autorzy pracy Hillermann i w&adacze rozwali
wptyw polimorfizmu Glu298Asp(G>T) genuNOS3na ryzyko przedwczesnego oddzielenia
lozyska oraz rozwoju preeklampsji. W z@ku z tym,ze uktad renina-angiotensyna moduluje
cisnienie ttnicze, homeostgzptynowg ustroju i remodeling nacaypodczas ery uwaza sk,
ze r&ene warianty genetyczne angiotensynogenu (AGT) walyw na maliwo$é rozwoju
stanu przedrzucawkowego. Dlatega tprzedmiotem bada powyzszej pracy byt take
polimorfizm Met235Thre genu AGT. Badanie przeprowadzono w populacji Republiki
Potudniowej Afryki. Grug badarl stanowito 50 gizarnych, w pierwszej gky, u ktérych
przed 34 tygodniem gty doszto do rozwoju ¢ikiego stanu przedrzucawkowegos(senie
rozkurczcowe > 90 mmHg w dwoch niezaigch pomiarach oraz znacznego stopnia
biatkomocz - > 300 mg/24h) oraz 50 kobietz tpo rozwhzaniu ciyzy powiklanej
przedwczesnym oddzieleniemzigka. W obgbie obu badanych grup wydzielono podgrup
kobiet, u ktérych wspotistniaty obie patologie. @¢ukontrolg stanowito 50 zdrowych
ciczarnych (obecna i poprzednieg® o niepowiklanym przebiegu). Autorzy pracy nie
stwierdzili zwigzku polimorfizmu Met235Thre genu AGT 2z rozwojem stanu
przedrzucawkowego i przedwczesnym oddzieleniemyska. Analizugc polimorfizm
Glu298Asp(G>T) genuNOS3wykazano wksz czestas¢ wystepowania genotypOwsT oraz
TT w grupie z przedwczesnym oddzieleniemryka (49%) w poréwnaniu do grupy
kontrolnej (21%) (OR 3,51p=0,006). Podobnie zaobserwowanogstzze wysipowanie
allela T w grupie z przedwczesnym oddzieleniemykka (25%) w poréwnaniu do grupy
kontrolnej (8%) (OR 2,49=0,023). Ponadto w podgrupie kobiet z preeklagpsjktorych
doszio do przedwczesnego oddzieleniayska wykazano korelagjz genotypemGT
(p<0,0001). W zwizku z tym nosicielstwo alleld wydaje s¢ by¢ waznym czynnikiem
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ryzyka przedwczesnego oddzieleniayska w przebiegu preeklampsji (OR 5,9%0,000).
Co ciekawe nie wykazano korelacji gdzy badanym polimorfizmem a ryzykiem rozwoju
samego stanu przedrzucawkowego (wyniki analizy tyemeej nie ranity si¢ istotnie
pomiedzy grum z preeklampsgja grup kontrolrg) (38).

Nieco inne ujcie problemu zaprezentowali autorzy pracy Hochevsp. Badacze
wyszli z zataenia, ze polimorfizmy genuNOS3updledzap dostpnas¢ tlenku azotu i w
zwigzku z tym predyspongjdo rozwoju preeklampsji. Celem omawianego badéyia
ocena zwjzku trzech polimorfizmow genNOS3(GIlu298Asp-786T>C orazVNTR 4a/h z
markerami preeklampsji @iienie ttnicze krwi, biatkomocz, obeki obwodowe) oraz z
mas urodzeniow i wrodzonymi malformacjami noworodkoéw. Analizgenetycza pod
wzgledem polimorfizméw Glu298Asp oraz -786T>C przeprowadzono u 1502 kobiet,
natomiastVNTR 4a/b- u 2186 kobiet. Do grupy badanejgszono 554 noworodki, u 18 z
nich stwierdzono wag wrodzon, ktora nie byla wagl chromosomalp (wady przegrody
przedsionkowej lub komorowej, przetrwaty przewéthiczy, deformacje stép lub bioder,
malformacje nerek). Badania byly prowadzone w pagukaukaskiej. ¥réd grupy badanej
stwierdzono 106 przypadkéw nagltienia cgzowego (4,8%), 36 przypadkéw preeklampsiji
(1,6%) oraz 42 przypadki preeklampsji nadnej na przewlekte nadeiienie ttnicze (2,0%).
Wyniki tej pracy jednoznacznie wykazaly brak zmku badanych polimorfizméw z
markerami preeklampsji. Wspotwygpbwanie alleli poszczegolnych polimorfizméw rownie
nie miatlo znaczenia dla rozwoju preeklampsji. Pbmade wykazano korelacji pogdzy
badanymi polimorfizmami a masirodzeniowg lub wrodzonymi malformacjami u noworodka
(39).

5.1.4. IMPLIKACJE KLINICZNE POLIMORFIZMU GENU NOS3 w STANIE
PRZEDRZUCAWKOWYM

W zwigzku z faktem,ze naddinienie w cyzy stanowi nadal poway problem
medycyny perinatalnej dotyczy bowiem 5-10%gzciposzukuje si skutecznych metod
prewencji i/lub terapii tej jednostki chorobowej. dbec ziaonej etiopatogenezy stanu
przedrzucawkowego istnieje kilka modeli leczeniagote powiktania. Wzrost oporu
naczyniowego oraz brak hemodynamicznej adaptacjiza@kszonej objtosci tozyska
naczyniowego w okresie gy s3 jednymi z gtdwnych mechanizmowzigych u podtaa
patofizjologii naddinienia w cjzy prowadzacymi do obnienia perfuzji przez nagdy wraz
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z nas¢powy ich dyfuzp. Mechanizm ten spowodowany jest nigpliwie
uszkodzeniemérédbtonka naczyniowego i zaburzeniem czyumwej rownowagi ngdzy
czynnikami powodujcymi skurcz i rozkurcz nacay W cigzy powiktanej stanem
przedrzucawkowym obserwuje ¢sizmniejszon zdolng¢é do produkcji tlenku azotu,
zwickszenie poziomu trombosanu A2 i endoteliny 1, dbmie poziomu prostacykliny,
jak réwniez nizsze sgzenie reniny, angiotensyny Il i aldosteronu. Ponadéehodzi do
wzrostu aktywnéci wolnych rodnikéw tlenowych oraz hydroperoksyddipidowej,
ktére powoduyj lize komoreksrédbtonka, wzrost przepuszczadobnaczy oraz zaburzenie
syntezy prostacykliny na korgy ptytkowego tromboksanu A2. Spadek uwalniania
endogennego NO, najbardziej istotnego klinicznignoka wazodylatacyjnego, prowadzi
niewatpliwie do rozwoju stanu przedrzucawkowego. Wazki z tym podjto proby leczenia
nadcénienia w cijzy, stanu przedrzucawkowego i zahamowania wzrastania
wewnmngtrzmacicznego ptodow (IUGR) substratami dla progiukéO (L-arginina), czy
donorami NO (nitrogliceryna).

W badaniach przeprowadzonych do tej pory coragoiz] wykorzywana byta L-
arginina, ktéra naley do aminokwasoéw eZciowo (wzgkdnie) egzogennych. Synteza wiasna
argininy w organizmie cztowieka zaspokaja potrzekyazane z biosyntezbiatek, jednak
maoze by¢ niewystarczajca w okresach zwkszonego zapotrzebowania takich jak wzrastanie
organizmu, rekowalescencja czyma. Produkcja NO z L-argininy stanowi dgogrzemian,
lezaca u podstaw szeregu czyrd fizjologicznych i stanéw chorobowych. Istnieje
teoretycznie szereg mlowosci wplywania na produkej NO w celach terapeutycznych.
Nalezy jednak mié zawsze na wzgtizie zachowanie w réwnowadze funkcji zaréwno
ochronnych jak i niszezych jakie NO peini w uktadach biologicznych. Znjsmone
stezenia wolnej argininy w preeclampsji, w porownani @zy fizjologicznej, mog mie¢
charakter niedoboru pierwotnego lukthwynikiem zwiekszonego ziycia.

Arginina, podobnie jak inne egzogenne aminokwasy jest syntetyzowana ani przez
lozysko ani przez ptdéd. W gty fizjologicznej stzenia wikszaci aminokwaséw w kizeniu
ptodowym g wyzsze nik w Kkragzeniu matki (24). Uwaza st obecnie, ze stzenie
aminokwaséw w tym L-argininy jest wynikiem dynamiego réwnania mdzy aktywnym
transportem w kierunku do ptodu i dyfuzji w kierunkrzeciwnym (24)Cigza jest stanem
charakteryzujcym st wzglednie niskimi sgzeniami L-argininy w osoczu. Me to by
migdzy innymi wynikiem zwgkszonego przekazywania aminokwasow dogzémnia
ptodowego (28). Cetin i wsp. na podstawie przepameaych badadowodz natomiast,
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ze mana wykluczy zwigkszony transport aminokwasu L-argininy do ptodwojgkzyczyr
jego niskiego stenia u matek z preeklampsjNizsze szenia L-argininy w preeklampsji
mog by¢ nastpstwem zwgkszonego ziywania tego aminokwasu w reakcji syntezy NO
(15, 16). Potwierdzajt¢ hipotez badania Leszczgkiej-Gorzelak, ktora wykazata istotnie
nizsze sgzenie L-argininy zarbwno u matek jak i u ptodow wgzeich powiktanych
preeklampsj, w ktérych stwierdzano nasilenie produkcji NO.sldenatomiast przygc
hipotez, ze nizsze szenie L-argininy w preeklampsji ma charakter piemyotto niedobor
substratu mize sta& sie przyczymn niedostatecznej syntezy NO (55, 56, 57, 58, 59, 60

W warunkach fizjologicznych aktywny transport L-enigy do ptodu zaley przede
wszystkim od sprawnego przeptywu macicznoykkowego i przeptywu ¢powinowo-
tozyskowego. Mniejsze znaczenie magzshie aminokwasu u matki. Nie wiadomo na ile
nizsze s¢zenia L-argininy u matek z preeklamgsjyptynety na ograniczenie aktywnego
transportu tego aminokwasu do ptodow, a naglessto odpowiedzialne czynnikizgskowe
(55,56 ,57 ,58 ,59 ,60).

Czesciowe poznanie drog metabolizmu L-argininy nie wgja do k@ica mechanizmu
dziatania ukladu L-arginina-NO lecz na podstawie€zriiych bada traktugpcych o
wazodylatacyjnym dziataniu NO pozwalgdgi¢, ze substytucja tym aminokwasem iedy

jedrg ze skutecznych metod nie tylko leczenia lecz réprofilaktyki nadcénienia w cazy.

Obecnie uwza sk, ze zaburzenia aktywsoi enzymu eNOS uwarunkowane
polimorfizmem tego genu mioa czsciowo przynajmniej wyrowna poprzez zwikszony
poda& argininy. Skutecznig takiego posfpowania potwierdzagjwyniki bada klinicznych
Seligmana dotycgcych donoréw tlenku azotu w leczeniu stanu przezhwkowego (98).

Grunewald i wsp. stwierdzilize daylny wlew L-argininy nie obrda cknienia
tetniczego krwi u gjzarnych z zagrajaca rzucawlg, pomimo istotnego wzrostu poziomu
NO w wydychanym powietrzu, jak rowrievzrostu poziomu cGMP w badanych prébkach
krwi u cigzarnych. Wyniki te nie potwierdzajhipotezy,ze jedry z zasadniczych przyczyn
stanu przedrzucawkowego jest olamie zdolnéci srodbtonka do produkcji tlenku azotu
(35).

W 1996 roku Neri i wsp. w trzecim trymestrzezy podawali we wlewie dgylnym
30 g L-argininy w czasie trzydziestu minut kobieterzarnym z potwierdzanw badaniu
ultrasonograficznym hipotrafi ptodow i obnkonym przeptywem maciczno#gskowym
(grupa B), bez obmonego przeptywu macicznoggskowego (grupa A) oraz w grupie
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kontrolnej. W grupie ezarnych, ktérych ptody wykazywaly cechy westnzmacicznej
hipotrofii polagczone =z zaburzeniem ggenia maciczno-toyskowego (wysoki opor
naczyniowy w taysku — grupa B) po podaniu L-argininy stwierdzongragne obnienie
oporu naczyniowego, a tym samym popgagwzeptywu krwi w tayskach (88).

Wobec zackcapcych doniesig o pozytywnym wptywie tlenku azotu na dobrostan
ptodu u cgzarnych leczonych nitroglicergnz powodu nadénienia w cjzy czy porodu
przedwczesnego czynioneg sproby zastosowania NO w leczeniu m.in. hipotrofii
wewngtrzmacicznej (119). Proby zastosowania terapii vgt@ad plastrow z tréjazotanem
glicerolu, pozostaj jednak caly czas w sferze bad&linicznych i wymagaj bardziej
whnikliwego przeanalizowania.

W przebiegu bada z zastosowaniem L-argininy w przebiegu stanu
przedrzucawkowego odnotowanozm@ wyniki. Niektore z nich nie wykazaly zyzku
podawania L-argininy z wydiaeniem czasu trwania gdy, wyskpowaniem stanu
przedrzucawkowego, czy hipotrofii ptodu. Inne¢ez entuzjastyczne wskazaty u kobiet z
preeklampsj na spadek zgonow wewtnzmacicznych, przedwczesnego oddzielenigdka,
poprave przeptywow Dopplerowskich i wydhenie czasu trwaniagiy.

Obecnie na podstawie powszych rozwaan mozna wnioskowd, ze podawanie
substratow L-argininy lub donorow NO ¢garnym, ktdre & nosicielkami genotypdw
zmutowanych polimorfizmuGlu298Asp,-786T>C oraz VNTR 4a/bgenuNOS3w dziennej
dawce 2-3 g powinno skutkowaapobieganiu rozwojowi preeklampsji w ngmstej chzy.

Po przeanalizowaniu licznych doniasigaktugcych o tym problemie wydajecsie
korzyéci tego typu leczenia pozwadaw znacznym stopniu popragvistan urodzeniowy
noworodkow a¢zarnych powiktanych nadagiieniem w cizy, stanem przedrzucawkowym i
IUGR, a prewencyjna substytucja preparatami L-anginv grupach ryzyka mogtaby z

pewndcig zmniejszy odsetek powikia w cigzy.
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5.2.ENDOTELINA -1 (ET-1)

5.2.1.STEZENIE ET-1 WE KRWI KOBIET ZE STANEM PRZEDRZUCAWKOWYM

W wielu badaniach wskazano na e¢rolendoteliny 1 w patogenezie stanu
przedrzucawkowego. Wksza¢ prac, w ktdrych dokonawano analizy porownawczejest
ET-1 w osoczu kobiet z preeklamgpsjraz zdrowych eizarnych potwierdzito jej istotnie
statystycznie wiksze poziomy w grupie g¢tarnych z preeklampsgj Kraayenbrink i wsp.
wykazali znacznie wisze stzenie ET-1 w kgzeniu ttniczym u cgzarnych z preeklampsj
(50). Wskazuje to na ggta produkcg ET-1 przezrodbtonek ¢tnic i obecné¢ receptorow w
matych ttnicach i ttniczkach (tab. 30).

Tab. 30 Stzenie ET-1 w osoczu kobiet ze stanem przedrzucawkowy

Stezenie ET-1 w osoczu kobiet z preeklanapsj
Autor Preeklampsja (pg/ml) Kontrola (pg/ml) p
Taylor i wsp. (110) 11,4+0,9 6,1+0,7 <0,01
Kamoi i wsp. (44) 19+0,3 0,6x0,1 <0,01
Nova i wsp. (90) 14,7 +1,2 9,6+0,7 <0,001
Otani i wsp. (92) 1,54+ 0,44 1,42 +0,51 ns
Florijn i wsp. (29) 5026 21+04 < 0,001
Dekker i wsp. (22) 7,06 £5,74 2,52 +0,68 0,02
Schiff i wsp. (96) 74,5+ 32,9 49,1+22,9 <0,01
Tsunoda i wsp. (113) 1,50 +0,07 1,04 £0,05 <0,01
Clark i wsp. (19) 56,3 +5,0 299+2,5 < 0,005
Benigni i wsp. (11) 0,48 + 0,53 0,40 £ 0,22 ns
Mastrogiannis i wsp. (75) 6,631 5227 ns
Kraayenbrink i wsp. (50) 8,00 2,18 2,28 £0,75 <0,001

Niektore analizy nie wykazaty jednak korelacjieady poziomem sgtenia ET-1 a
nasileniem stanu przedrzucawkowego i stopniemeraailbiatkomoczu u etarnych (18, 19,
30). Istotny jest fakt,ze wzrost poziomu stenia ET-1 stwierdza &iwytacznie w
preeklampsji, natomiast nie mma wykaza znacacego wzrostu skenia ET-1 w

nadcknieniu przewleklym (45, 46, 112). Zaréwno Nova ipwgak te Kraayenbrick i wsp.
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stwierdzili wyzsze s¢zenia ET-1 w preeklampsji przebiegegj z hemoliz, podwy:szonym
poziomem enzymoOw gtrobowych i nislg liczbg ptytek krwi (HELLP) (90, 50). U pacjentek
z preeklampsgj powiktarg rozsianym wykrzepianiemgrodnaczyniowym stwierdza csi
wybitnie wysokie wartéci ET-1 w osoczu (45, 46) Stan ten jest prawdopadolwvynikiem
uwalniania ET-1 indukowanym przez troméin

Taylor i wsp. zauwayli, ze stzenia ET-1 w osoczu nie byly podwszone w I
trymestrze cizy u kobiet, u ktorych w dalszym czasie trwaniazgi rozwincta sk
preeklampsja. Wskazuje toze oznaczanie poziomu ¢senia ET-1 nie mze by
wykorzystywane w charakterze przesiewowego testinickhego majcego na celu
przewidywanie rozwoju choroby oraz wskazuje, ET-1 nie mge samoistnie indukowa
rozwoju preeklampsji (109, 110). W kilku pracacte rétwierdzono istotnych zdic w
stezeniu ET-1 w poszczegoélnych trymestrachgzgj chocia wskazano tendengjdo
podwyzszonych jej wartsci pod koniec aizy (52, 73, 74, 75, 77).

Odmienne wyniki opublikowali Usuki i wsp., ktérzyathapc osoczowe gtenia ET-1
u kobiet cézarnych obserwowali narastanie pozioméw wraz z tierancizy. Wedtug tych
autorow sgzenie ET-1 rénie takze w trakcie czynnizi porodowej, natomiast wagu kilku
dni po porodzie wraca do poziomow sprzegryi(114).

Wielu autorow dowiodto wygpowania wyszych sgzen ET-1 we krwi gpowinowej
(nawet dziesiciokrotnie) w poréwnaniu z osoczem matki, zaréwnoiyzy prawidtowej jak i
powiktanej preeclampsj(45, 46). W badaniach Leszé®kiej-Gorzelak stwierdzono u
zdrowych c¢zarnych 2,5 razy wisze s¢zenie ET-1 we krwi gpowinowej ni matczynej.
Réznica ta nie byla tak wysoka w przypadkyzcpowiktanych o¢zka preeclamsj, chocia
stwierdzono wowczas s&@okrotnie wy:sze s¢zenia ET-1 u matek oraz trzykrotnie igyge
stezenie ET-1 we krwi ppowinowej. Obserwacja ta wskazuje ET-1 jest naturalnym
czynnikiem wptywagcym na zamkricie naczyt pepowiny krotko po porodzie (54).
Leszczyiska-Gorzelak na podstawie badatasnych dowiodtaze w przypadku hipotrofii
wewnmgtrzmacicznej stzenie ET-1 jest istotnie wgze zaréwno we krwigpowinowej jak i
matczynej. W tej samej pracy wykazaue,masa ptodu u e¢tarnych z preeklamsjkoreluje
ujemnie ze gstzeniem ET-1 we krwi matki (58).

Coceani i Kelsey wykazalze ET-1 mae by niezlgdna do zamkrcia przewodu
tetniczego Bothala (20). McMahon i wsp. stwierdziharzco wyzsze sgzenia ET-1 w
lozyskach, ale nie blonach ptodowych czyefnibwce macicy kobiet z preeklamps;j
Badacze przypuszczgj ze zwikszona miejscowa produkcja ET-1 wzysku mae
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przyczyni& si¢ do niewydolnéci naczyniowej tego nagdu (77). Wedtug Lindbloma i wsp.
ET-1 jest odpowiedzialna za zmniejszenie przephmaciczno-tayskowego, poniewa
naczynia ¢tnicze wewntrz miesniowki macicy § bardzo czute na ten peptyd, a u pacjentek z
preeklampsgj stwierdza si istotnie wy:sze s¢zenia ET-1 w osoczu krwi zyt macicznych w
poréwnaniu z grup kontrolg (62). Hipotez te potwierdzit rownie Nisell i wsp.(89).
Interesugce jest odkrycieze mate dawki ET-1 wzmacniggwezenie naczg w reakcji na
inne substancje presyjne np. noradreralerotonig i odwrotnie (42).

Z licznych doniesig wynika, ze rola endoteliny w patogenezie preeklampsji p@gest
nadal tematem dyskusji. Bezsporne jestpodwyszone sizenia ET-1 w kgzeniu ogolnym,

z pewndcig mazna traktowd jako wynik uszkodzeni&ddbtonkéw naczy. Dostateczna jest
liczba dowoddéw aby uziaze kluczowy moment w patogenezie nad@nia indukowanego
Ccigza stanowi aktywacja i uszkodzenie komokegdbtonka naczyniowego.

Nie ma dadd jednolitych danych na temat&en ET-1 we krwi matczynej i ptodowej
u kobiet z preeklampsj Oznaczane stenia ET-1 w kgzeniu og6élnym mog jednak nie
odzwierciedl@ rzeczywistego, miejscowegoe¢sénia peptydu wscianie naczyniowej. Z
uwagi na brak unerwienia autonomicznego oraz dgstas¢ receptorow dla ET-1 w k#eniu
pepowinowo-tazyskowym, mana gdzi¢, ze ET-1 odgrywa w tym ukfadzie vinag role w
regulacji napicia naczyniowego. W przypadku preeklampsji stwierdz podobg gestasé i
rozmieszczenie receptoréw dla ET-1 jak wzgi prawidtowej. Znamiennie wysokieggenia
ET-1 w preeklampsji potwierdzajteore, ze ET-1 bierze udziat w patogenezie tego
schorzenia.

Stowinski i wsp. badali szenie endoteliny-1 poraidzy 24 a 36 tygodniem iy u 30
cigzarnych z rozpoznaniem stanu przedrzucawkowego, egikgntrolrg stanowito 125
zdrowych c¢zarnych. Stwierdzono znamiennie igge s¢zenie endoteliny w grupie kobiet z
preeklampsgj (104). Podobne wyniki przytacza La Marca oraz aridl, 3). Natomiast
Margarit i wsp. wykazali zwkszone stzenie endoteliny w ptynie owodniowym od drugiego
trymestru cizy u cigzarnych, u ktorych piniej rozwireta s preeklampsja (73).

W badaniu Asakura i wsp. badanezsinie endoteliny oraz poziom ptytek krwi u 20
kobiet z preeklampsj 25 zdrowych @izarnych, u ktérych g@iz¢ rozwigzano drog ciecia
cesarskiego oraz 20 zdrowychkezarnych, ktore rodzity dragnaturallm. Wyniki tej pracy
wykazup wzrost sgzenia endoteliny przy jednoczesnym spadku pozionytektkrwi po
cieciu cesarskim u erarnych z preeklampsj4).
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Jednak pytania o przyczyny wysokichezgh ET-1 w kgzeniu, w przebiegu
preeklampsji oraz co do istniejych r&nic w poziomie stzen po stronie matczynej i
ptodowej pozostajnie rozstrzygnite pomimo licznych hipotez i wymagaglalszych bada
Jednymi z bardziej aktualnych kierunkéw badaogcych z pewnécig tylko w czsci
odpowiedzié na powyej postawione pytaniagspodgte w pracy badania wybranych

polimorfizméw ET-1.

5.2.2. ZNACZENIE POLIMORFIZMU GENU EDN1 \W STANIE
PRZEDRZUCAWKOWYM

Bada wigzacych polimorfizmy genlEDN1 ze stzeniem endoteliny w surowicy oraz
z rozwojem stanu przedrzucawkowego jest bardzo .m&dajczsciej dotycz one
polimorfizmuLys198AsmgenuEDNL

Autorzy pracy Popov wsp badali ro¢ polimorfizmu Lys198Asngenu EDN1 w
rozwoju naddinienia ttniczego, jak réwniz we wtérnym do nadémnienia uszkodzeniu
narzdow (nerki, serce, naczynia krwicime). Grug badamg stanowito 400 pacjentow z
nadcénieniem t¢tniczym, grug kontrolmp — 150 zdrowych osob. Uzyskano ngstgcy
rozktad genotypow: 57,3%GG), 41,3% GT), 1,43% {TT) w grupie zdrowych pacjentow
oraz 54,75% GG), 43,0% GT), 2,25% {TT) w grupie z nadénieniem. Wykazano dodatni
korelacg genotypul T z choroly naczy wiencowych =0,004) (93).

Genetyczne tto rozwoju nadoienia ttniczego byto réwnig tematem pracy Barath
wsp. Autorzy analizy do badania wdzyli mtodocianych z pierwotnym nadnieniem
tetniczym oraz z nadénieniem powazanym z otytécig (BMI > 30). Badano polimorfizmy
genow dwéch substancji zaangaanych w regulagj cisnienia ttniczego krwi: G+5665T
(Lys198Ash genuEDNY, T-786Coraz polimorfizm w intronie 4 genu NOS3. Wynikiagly
wskazuj na silny zwizek polimorfizmuLys198AsmgenuEDN1 z rozwojem nadénienia u
otytych nastolatkéw (6).

Celem badania Bardeinwsp. byta analiza zwjzku polimorfizmuLys198Asngenu
EDN1 z patogeneg stanu przedrzucawkowego. Geupadam stanowito 72 gizarnych z
preeklampsj, grup kontrolg — 81 zdrowych erzarnych. Nie wykazano bezfredniego
udziatu tego wariantu w rozwoju PE. Jedimakvskazanoze czstas¢ wystktpowania allelar
korelowata z wysokixia nadcénienia ttniczego, a agstasé wyskepowania genotypd T ze
zwickszonym sfzeniem ET-1 w surowicy krwi. Obserwacja ta sugemj@zliwg interakcg
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pomidzy tym polimorfizmem a innym wariantem genetycznyitiub czynnikami
srodowiskowymi i utatwia rozwéj PE w przebiegwzy (7). W badaniu tym nie wykazano
bezpdredniego zwjzku badanego polimorfizmu z rozwojem preeklampigidnak autorzy
pracy zwrocili uwag na wyranie dodatnj korelacg allela T (TT oraz TG) z wyzszym
skurczowym dinieniem ¢tniczym w chpzy (121,0+1,5 mmHgvs. 116,0+1,3 mmHg u
homozygot GG). Ponadto u eiarnych z genotypenTT stwierdzono wysze s§zenie
endoteliny-1 w surowicy (5,8 pg/ml) w poréwnaniu dheterozygotGT (3,1 pg/ml) i
homozygotGG (3,6 pg/ml). W zwazku z tym badacze wyselh hipotez o predykcyjnej roli
omawianego polimorfizmu do rozwoju stanu przedradaavego. Powysza praca uzasadnia
stwierdzenieze rola substancji pierwotnie kojarzonych jedynieegulacy naptcia sciany
naczynia czy angiogengzest znacznie szersza i stanowi element patogerstywielu

czestych powikta potazniczych (7).

W przeciwnigéstwie do powyszych doniesie w prezentowanej pracy nie wykazano
bezpdredniego wptywu polimorfizmuLys198Asngenu EDN1 na wzrost ryzyka wysgpienia
stanu przedrzucawkowego. W catej badanej grupigekab nadcdinieniem w cizy Rozkiad
czestasci wysktpowania genotypow oraz alleli polimorfizmluys198Asngenu EDN1 byt
podobny w obydwu badanych grupach kobiegzainych. RoOwnig analizupc czstasé
wystepowania genotypéw i alleli w poszczegd6lnych podguaip kobiet — z nadaiieniem
cigzowym (GH) i preeklampsj (PE) nie wykazano #hic statystycznie istotnych poeadizy

badanymi grupami.

Niektorzy badacze wkg roéwniez inne polimorfizmy genuEDN1 z etiologh
preeklampsiji. Aggarwalwsp.analizowali zwgzek polimorfizmuG5665TgenuEDN1
z ryzykiem wysipienia preeklampsji oraz zeesgtniem endoteliny w surowicy badanych
ciezarnych. Analiz objeto 120 c¢zarnych z rozpoznanym stanem przedrzucawkowym oraz
118 kobiet z niepowiktanym przebiegiemgzi. Ponadto pobrano do badania fragmenty
tozysk od 20 gjzarnych z preeklampsjoraz od 24 zdrowych giarnych (za pomacmetod
immunohistochemicznych oznaczano zaw&rendoteliny w taysku). S¢zenie endoteliny w
surowicy oznaczano za pompcmetody ELISA. W grupie kobiet z preeklampsj
zaobserwowano wgze sgzenie endoteliny-1 w surowicy (1,45+0,%5. 0,91+0,42 pg/mi;
p<0,0001) oraz wiksz czestas¢ wyskepowania allelaT badanego polimorfizmu (0,43s.
0,28; p=0,04). Ponadto zaobserwowano za3e s¢zenie endoteliny u kobiet ebacych
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nosicielkami co najmniej jednego alleld (1,08+0,48 vs. 1,31+0,59 pg/ml;p=0,004).
Zawartg¢ endoteliny byta misza w tayskach pochodgych od kobiet z preeklampsj
(p<0,001). W stanie przedrzucawkowymsitoendoteliny uwalnianej zérédbtonka naczy
matki jest zwgkszona, natomiast z&ddbtonka tayska zmniejszona, co me by proky
kompensacji zaburzonego przeptywu maciczriydkowego (1).

Analizowano take udziat polimorfizmu231G>A genu receptora endoteliny ET-A w
patogenezie stanu przedrzucawkowego. Autorzy sgypnie wykazali jednak korelacji tego

wariantu genetycznego z patomechanizmem preekla(633

5.2.3.POLIMORFIZM -134DELA GENUET-1

W powyzszej rozprawie analizowanogstas¢ wystpowania genotypow i alleli genu
endoteliny - 1 w zakresie polimorfizma34delAw grupie badanej kobiet z naéisieniem w
cigzy oraz grupie kontrolnej zdrowychegarnych. Porownuag grupe kobiet z nadénieniem
w cigzy oraz grup kontrolg w zakresie polimorfizmul34delAgenuEDN1 pod wzgédem
czestasci wysktpowania genotypow i alleli nie stwierdzonozimic statystycznie istotnych
pomkdzy tymi grupami. Natomiast zwraca uwadakt braku obecri@i genotypu
homozygotycznego zmutowanegdA/-4A polimorfizmu -134delAgenuEDN1 zaréwno w
grupie kobiet z nadénieniem w cizy, jak i w grupie kontrolnej. W grupie z GH w
poréwnaniu do grupy z PE obserwowano niecasmy czestas¢ wysiepowania heterozygeot
3A/-4A 44,9% w porownaniu do grupy z PE 39,0%. Natomiasgrwpie z PE amstase
homozygot3A/-3Abyta odpowiednio wisza.

Nalezy podkréli¢, ze przedstawiona w powvigzej pracy analiza polimorfizmu
134delAgenuEDN1 w grupie c¢zarnych ze stanem przedrzucawkowym jest pierwszga te
typu badaniem nawiecie. Do tej pory ukazato gskilkadziesat prac na temat omawianego
polimorfizmu i jego korelacji z rnymi patologiami, jednakadna z nich nie poruszata
problemu stanu przdrzucawkowego i nad@nia cazowego. Najczgsciej opisuje si wptyw
powyzszego wariantu genetycznego endoteliny-1 na rozwpjzebieg chorob sercowo-

naczyniowych.

96



Spinarova i wsp. badali zgaek polimorfizmu-134delAz przewleky niewydolndgcia
serca. Genotypowanie przeprowadzono u 124 pacjentd@torych zdiagnozowano stakjin
przewlekh niewydolnd¢ serca. Ponadto w calej grupie badane] oznaczonzense
endoteliny w surowicy. Nie wykazano zwku midzy stzeniem endoteliny w surowicy a
badanym polimorfizmem. Zaobserwowano natomiast trigtoréznice w rozkladzie
wystepowania genotypow i alleli w zakresie polimorfizm@34delAw podgrupie pacjentéw
ze wskanikiem sercowo-klatkowym wynogezym powyej 60% z lub bez obecka zastoju
w krazeniu ptucnym. Cgstas¢ wystpowania allele88A byta dwukrotnie wysza u pacjentow z
zastojem w kgzeniu ptucnym (37.8 vs. 78.1%) (107).

Zwigzek polimorfizmu -134delA z patofizjology omdlenia wazowagalnego byt
przedmiotem badaSorrentino i wsp. Do badaniagekzono 107 pacjentéw z pozytywnym
wywiadem w kierunku omdfe wazowagalnych o niejasnej etiologii. U wszystkich
przeprowadzono test pochyleniowy, ktory u 58 paden(54%) byt pozytywny (omdlenie).
60 (56%) pacjentdéw byto homozygota8# , natomiast 47 (44%) — heterozygotamic§lasé
wystepowania allelad4A byta istotnie wysza u pacjentdéw, u ktorych wygptto omdlenie
podczas wykonywania testu pochyleniowego. Autonacp uwaaja, ze allel4A , ktory jest
zwigzany ze zwjkszory ekspregi genu EDN1 promuje wysipienie wazodepresyjnej

odpowiedzi hemodynamicznej podczas wykonywaniageshyleniowego (105).

Vasku i wsp. badali jednocage dwa polimorfizmy geniEDN1 G8002Aoraz-3A/-
4A u 103 pacjentow rasy Kaukaskiej ze zdiagnozawarzewlekh niewydolndgcig serca.
Wykazano znacznie rzadsze wymiwanie genotyplAG3A4A (podwojna heterozygota) u
pacjentow, u ktorych stenie tzw. ,duej endoteliny” (bigET) w surowicy wynosito povgj
0,7 pmol/L. Wys¢powanie podwdjnej heterozygothG3A4A wigzato s¢ ze znacznym

zmniejszeniem ryzyka przewlektej niewydodooserca z wysokim gteniem bigET (115).

Nieco inny temat poruszyli Maxinerova i wsp. Auprtego opracowania badali
wptyw trzech polimorfizméw gentEDN1 (K198N, T1370Goraz 3A/4A na progres

nefropatii typu IgA. Do badania wdzono 122 pacjentow z histologicznie potwierdgon
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nefropaty typu IgA oraz 132 zdrowe osoby, ktore stanowityumr kontrolm.
Zaobserwowanaze wspotwysipowanie alleliG198, G1370raz4A byto istotnie wysze w
grupie badanej pacjentow z nefropgp=0,0056) (72).

Polimorfizm -134delA genu EDN1 byt analizowany réwnie w aspekcie chorob
nowotworowych. Vasku i wsp. badali zygek polimorfizméw-134delAoraz G8002A ze
skutecznécig fototerapii postaci skornej chioniaka wywadego s¢ z komorek T. Do
badania wdczono 77 pacjentébw z histologicznie potwierdzonyozpoznaniem postaci
skornej chioniaka z komorek T. Na podstawie uzygkhrwynikbw mana przypuszcza ze
genotypy-4A-4A polimorfizmu -3A/-4AEDN1 oraz GA i GG polimorfizmu G8002AEDN1

zwickszaj prawdopodobigstwo skutecznixi fototerapii u pacjentow z chioniakiem (116).

5.3.PODSUMOWANIE

Patomechanizm rozwoju stanu przedrzucawkowego npdabstaje nie do Kaa
wyjasniony. Std wiele bada w ostatnich latach ogniskuje esina maliwym udziale
czynnikéw genetycznych w etiologii tego powiklanieedn z drog badawczych jest analiza
udziatu polimorfizméw genow kandydigych matki, ale rozweaa st rowniez udziat
wariantéw genetycznych ptodowych oraz ojcowskich)(2Niewgtpliwie udziat matczynych
genow kandyducych poparty jest najwksz iloscig bada. Jednym z kierunkow jest analiza
gendw zwjzanych z uktadem endotelina 1 - tlenek azotu. Mimejednoznacznych wynikow
co do wskazaniascistej korelacji polimorfizméw tego uktadu z rozwop stanu
przedrzucawkowego te warianty genetyczne wzbydhaje zainteresowanie, ze wzdu na
ich istotry rol¢ w wazokonstykcji i wazodylatacji naazykrwionasnych. Z drugiej strony
analiza polimorfizméw genetycznych tego ukiladu ikamanie zwjzku ze stanem
przedrzucawkowym unmtiwitoby wyodrebnienie grupy kobiet naranych na wysipienie
tego powiktania. W przyszéoi w tej grupie ryzyka - kobiet nosicielek zmutowah alleli
polimorfizméw gendwNOS3i EDN1 sugeruje si wigczenie suplementacji L-argininy lub

podawanie donoréw tlenku azotu.
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Badania z ostatnich lat sugeyupdziat wielu genow kandydagych w etiologii
preeklampsji zgodnie z koncepcgtanu przedrzucawkowego jako choroby uwarunkowanej
wieloczynnikowo (CHD -complex human disegs&godnie z 4§ koncepcgy nalery zataryc,
ze oprocz udziatu polimorfizmow uktadu ET-1 — NO iy jest udziat polimorfizmow
uktadu renina-angiotensyna, uktadu krzepida i fibrynolizy, ukiadu cytokin, stresu
oksydacyjnego, polimorfizméw gendéw bagych udziat w procesie angiogenezy, czy
polimorfizméw metabolizmu lipidéw. Prawdopodobnieenbtyp kacowy stanu
przedrzucawkowego uzaigiony jest od wielu fenotypow prednich, ktére s czesciami

integrupcymi ekspresj genow oraz efekt kamowy, jakim jest rozwoj choroby ugzarnej.

Istnieje zatem potrzeba przeprowadzenia jeszczgcimrbada dotyczcych tego
problemu, ktére uwzgtniatyby due liczebnie grupy pacjentek i jednoczesnie analaghy
wickszg ilos¢ polimorfizméw genetycznych mbwych genéw kandydagych

zaangaowanych w etiologi stanu przedrzucawkowego.
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6. WNIOSKI

1. W przypadku polimorfizmu Glu298Asp (894G>T) genu NOS3 obecné¢
zmutowanego genotyplT maze mie wartags¢ ochronm w stosunku do wyspienia

stanu przedrzucawkowego.

2. Obecndé¢ zmutowanego allelad4A polimorfizmu -134delAgenu EDN1 maoze mig

potencjalne znaczenie w rozwoju izolowanej postacicénienia cjzowego.

3. W badanej grupie kobiet z populacji polskiej poliiiom Lys198AsrgenuEDN1 nie
wykazuje bezp&redniego wplywu zardwno na wypbwanie izolowanej postaci

nadcknienia cazowego, jak i stanu przedrzucawkowego.

4. Obecné¢ zmutowanego genotypCC polimorfizmu -786T>C genu NOS3 maze
korelowa ze wzrostem éhienia skurczowego i rozkurczowego zarbwno w pregtli

nadcénienia cazowego, jak i stanu przedrzucawkowego.
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7. STRESZCZENIE

Wstep: Stan przedrzucawkowy (PE), wystije u 6-8% ogolnej populacji kobietzarnych i
jest uwaany za gtdwn przyczyre zachorowalnéci i umieralndci matek, ptoddéw i
noworodkow. Sfd intensywnie prowadzone $adania mage na celu wyjgienie etiologii
PE. Genetyka i biologia molekularna dynamicznigczyty se do bada nad patogengz
wielu powiktan potazniczych, w tym stanu przedrzucawkowego jak i n&menia cgézarnych
(GH). Jednym z najbardziej obiegaych wyj&nien przyczyn rozwoju tej choroby u kobiet w
cigzy jest rola wariantdéw polimorficznych gendéw uktasliyntaza tlenku azotu - endotelina-1
(NO-ET1).

Cel: Celem pracy byta ocena gstasci wystpowania polimorfizmoéw genetycznych
wybranych gendéw ukfadu tlenek azotu (NO) - endotell (ET-1) oraz ich znaczenie w
rozwoju stanu przedrzucawkowego i ndd@nia cyzowego. Cel ten realizowany byt
poprzez analiz czestasci wystepowania genotypow i alleli polimorfizmo®lu298Asp,
-786T>C genu syntazy tlenku azo{thlOS3)oraz polimorfizméwLys198Asn, -134delgenu
(EDN1) w badanej grupie kobiet i w grupie kontrolnej aslygh ckzarnych kobiet.
Sprawdzono wspotwygbowanie genotypow badanych polimorfizméw w obu geaipkobiet.
Analizowano rownie wybrane parametry biochemiczne w grupie kobietdcinieniem w

cigzy, jak réwnie ich korelacg z badanymi w pracy polimorfizmami genetycznymi.

Materiat i metody: Badania przeprowadzono od stycznia 2006 do kvaeR@i09 roku w
Klinice Perinatologii i Chorob Kobiecych UniwersyweMedycznego w Poznaniu. Do badania
wigczono 110 kobiet z nadcieniem w ciazy (41 z PE i 69 z GH) oraz 150 zdrowych
cigzarnych. Klasyfikacja kobiet z nadoieniem ¢tniczym zostata przeprowadzona wedtug
kryteriow ACOG. Kobiety z nadénieniem przewlektym w wywiadzie zostaty wykluczone
badania. U kadej pacjentki analizowano eztcas¢ wyskpowania genotypow i alleli
wybranych polimorfizméw syntazy tlenku azotal(298Asp, -786T>Li endoteliny-1
(-134delA, Lys198A3nmetod reakcji taxcuchowej polimerazy (PCR) oraz polimorfizmu
diugasci fragmentéw restrykcyjnych (RFLP). Odnotowywamartasci cisnienia ttniczego,
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wybrane parametry laboratoryjne w surowicy krwi 2orav moczu, stan urodzeniowy

noworodka, dane dotygze wywiadu potaniczego oraz przebieguagy i porodu.

Wyniki:  Odngnie polimorfizmu GIlu298Asp genu NOS3 zaobserwowano esgtsze
wystepowanie w grupie kontrolnej genotypu homozygotygm zmutowanegd T (1,4 vs
8,7% w grupie kontrolnej, OR=0,16, p=0,033).

Czestas¢ wystepowania zmutowanego genotydtiC polimorfizmu -786T>C genu NOS3
wynosita odpowiednio 18,8s 4,9vs 15,3% (p=ns) w grupach GH, PE i kontrolneje§ta¢
wystepowania zmutowanego allela w grupach GH, PE i kdngj wynosita 43,%s 28,0vs.
38,0%, p=ns.

Czestas¢ wyskpowania zmutowanego genotyddl polimorfizmu Lys198Asngenu EDN1
bytla podobna w badanych grupach GH, PE i kontro{ndpowiednio 4,4%vs 4,9% vs
4,0%, p=ns).

Stwierdzonoze w zakresie polimorfizmel34delAgenuEDN1w grupie GH w poréwnaniu z
grupa PE czsciej wystpowat genotyp heterozygotyczny8BA/-4A (44,9% vs 39,0%,
OR=1,27, p=ns). Natomiastegstas¢ wystepowania homozygo3A/-3Abyta wyzsza w grupie
z PE (61,0rs 55,1%, WR=0,78, p=ns).

Whioski:

1. W przypadku polimorfizmu GIlu298Asp (894G>T) genu NOS3 obecné¢
zmutowanego genotyplT maze mie wartags¢ ochronm w stosunku do wyspienia
stanu przedrzucawkowego.

2. Obecndé¢ zmutowanego allelad4A polimorfizmu -134delAgenuEDN1 moze mig
potencjalne znaczenie w rozwoju izolowanej postacdicénienia cjzowego.

3. W badanej grupie kobiet z populacji polskiej polniiom Lys198AsrgenuEDN1 nie
wykazuje bezp@redniego wpltywu zarédwno na wygpbwanie izolowanej postaci
nadcknienia cazowego, jak i stanu przedrzucawkowego.

4. Obecné¢ zmutowanego genotypCC polimorfizmu -786T>C genu NOS3 maze
korelowa ze wzrostem énienia skurczowego i rozkurczowego zaréwno w pregli

nadcénienia cazowego, jak i stanu przedrzucawkowego.
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8. SUMMARY

Introduction: Preeclampsia (PE) concerns 6-8% of general populaif pregnant women
and is believed to be the main cause of morbiditg enortality of mothers, fetuses and
newborns. Thus researches concerning PE etiologybaing conducted. Genetics and
molecular biology are the areas that dynamicalkgrethe research on pathogenesis of many
obstetric complications including preeclampsiaywa$i as gestational hypertension (GH). One
of the most promising approach to explain the rmessof developing this condition in
pregnant women is the role of polymorphisms oficibxide and endothelin-1 (NO-ET1)

gene system.

Objective: The aim of this study was to evaluate the frequasfayenetic polymorphisms of
selected genes of the nitric oxide (NO) — endoth&l{ET-1) system and their significance in
preeclampsia and gestational hypertension developme

The aim of the study was achieved by the analylsiseoprevalence of genotypes and alleles
of the nitric oxide synthag®OS3)gene polymorphism&lu298Aspand-786T>Cin a study
group of women with hypertension in pregnancy and icontrol group of healthy pregnant
women. Also the analysis of the prevalence of ggrest and alleles of the endothelin-1
(EDN1) gene polymorphism&ys198Asnand -134delAin a study group and in a control
group of healthy pregnant women was conducted. eTh&ve been also analysed the
coexistence of particular genotypes in the studyugrof women with hypertension in
pregnancy and in a control group of healthy pregn8elected biochemical parameters in
group of women with hypertension in pregnancy adl we the correlation of genetic
polymorphisms studied in this research with biocicain parameters of women with

hypertension in pregnancy were analysed.

Material and methods: The study was conducted between January 2006 ant2909 in
Division of Perinatology and Women'’s Diseases PoZdaiversity of Medical Sciences. 110
pregnant women with symptoms of hypertension (4th \AE and 69 with GH) and 150
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healthy pregnant women were included into the stilttlipertensive women were enrolled
into the study group according to ACOG criteria. Mém with chronic hypertension in the
medical history were exclude from the study. Fochegatient genotypes and alleles
frequency of selected polymorphisms of nitric oxglgthase Glu298Asp, -786T>L and

endothelin 1 {134delA, Lys198A3ngenes were analysed using polymerase chain oeacti
(PCR) and restriction fragment length polymorphi§RFLP). Blood pressure, results of
selected laboratory parameters in serum and upostpartum newborn condition, data on

obstetric history and the course of pregnancy dildrth were recorded.

Results: Connecting toGlu298Asppolymorphism ofNOS3gene the overrepresentation of
homozygoticTT genotype in the control group (1y. 8,7% in control group, OR=0,16,
p=0,033) has been observed.

The frequency of mutatedC genotype of #86T>C polymorphism oNOS3gene was 18,8
vs. 4,9vs. 15,3% p=ns) relatively in GH, PE and control group. Thegiuency of mutated
allel in GH, PE and control group was 48%528,0vs.38,0%,p=ns.

The frequency of mutate@T genotype olLys198Asmolymorphism ofEDN1 gene was not
differ in GH, PE and control groups (4,4% vs. 4,9864,0%, relativelyp=ns).

Concerning the134delApolymorphism ofEDN1 gene in GH group in comparison to PE
group the frequency of3A/-4A heterozygote was higher (44,996 39,0%, %, OR=1,27,
p=ns). And the frequency of3A/-3A homozygote was higher in the PE group (61,0 vs.
55,1%, OR=0,78p=ns).

Conclusions:

1. The mutated' T genotype ofGIu298Asp(894G>T) polymorphism oNOS3gene may
have protective role as to the risk of preeclamgsizelopment.

2. The results of the study suggest that the presehceutated-4A allel of -134delA
polymorphism of EDN1 gene may be involved in the gestational hypertensio
development.

3. In the study group of polish womdrys198Asrpolymorphism ofEDNIgeneis not
directly related with gestational hypertension aneeclampsia.

4. The analysis of the obtained results suggestdtibgiresence of mutat€ genotype
of -786T>C polymorphism ofNOS3gene may correlate with the increase of systolic
and diastolic pressure in course of preeclampsiagastational hypertension.
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SPIS TABEL

Tab. 1. Dane kliniczne pacjentek z grupy badanej i konipl
Tab. 2. Charakterystyka polimorfizméw badanych w pracy.
Tab. 3. Startery ayte do reakcji PCR.

Tab. 4. Wielkosci fragmentow po reakcji hydrolizy oraz stosowaneyeny restrykcyjne przy
oznaczeniu polimorfizmow genetycznych badanych gend

Tab. 5. Poréwnanie danych klinicznych $nienia ttniczego, masy ciata oraz wskeka BMI
pomidzy badanymi grupami.

Tab. 6. Parametry biochemiczne w grupie kobiet z nadeniem w cizy.
Tab. 7. Parametry urodzeniowe noworodkow z badanych grup.

Tab. 8. Czstas¢ wystpowania genotypow i alleli polimorfizmGlu298AspgenuNOS3w
grupie badanej oraz w grupie kontrolne;.

Tab. 9. Czstas¢ wystpowania genotypow i alleli polimorfizmGIlu298AspgenuNOS3w
podgrupie GH oraz PE oraz w grupie kontrolnej.

Tab. 10. Czstaé¢ wyskepowania genotypow i alleli polimorfizmw/86T>C genuNOS3w
grupie badanej oraz w grupie kontrolnej.

Tab. 11. Czstaé¢ wystepowania genotypow i alleli polimorfizmu/86T>C genuNOS3w
podgrupie GH, PE oraz w grupie kontrolnej.

Tab. 12 Czstas¢ wystpowania genotypow i alleli polimorfizmuys198AsmgenuEDNL w
grupie badanej oraz w grupie kontrolne;j.

Tab. 13. Czstas¢ wystpowania genotypow i alleli polimorfizmuys198AsrmgenuEDN1 w
podgrupie GH, PE oraz w grupie kontrolnej.

Tab. 14. Czstas¢ wystepowania genotypow i alleli polimorfizmel34delAgenuEDN1 w
grupie badanej oraz w grupie kontrolnej

Tab. 15. Czstas¢ wystepowania genotypow i alleli polimorfizmel34delAgenuEDN1 w
grupie badanej oraz w grupie kontrolne;j.

Tab. 16. Wspotwystpowanie genotypow polimorfizmowslu298Asporaz 786T>C genu
NOS3pomidzy badanymi grupami kobiet.

Tab. 17. Wspotwystpowanie genotypowys198Asroraz-134delAgenuEDN1 miedzy cah
grups badan kobiet z nadénieniem w cizy oraz grup kontrolrg.
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Tab. 18. Wartasci cisnienia skurczowego i rozkurczowego w badanych paulerh GH oraz
PE w zalenosci od polimorfizméw geniNOS3

Tab. 19. Wartasci cisnienia skurczowego i rozkurczowego w badanych pauierh GH oraz
PE w zalenosci od polimorfizméw geniEDNL

Tab. 20. Wartasci cisnienia skurczowego i rozkurczowego w grupie kolzetGH w
zaleznosci od wspotwysgpowania polimorfizmow genNOS3

Tab. 21.Wartcsci cisnienia skurczowego i rozkurczowego w grupie kohi®E w zalenaosci
od wspotwysgpowania polimorfizmow genNOS3

Tab. 22. Wartasci cisnienia skurczowego i rozkurczowego w grupie GH Wez#sci od
wspotwystpowania polimorfizméw genEDNL

Tab. 23. Wartaci cisnienia skurczowego i rozkurczowego w grupie PE Jezzepici od
wspotwystpowania polimorfizméw geneEDNL

Tab. 24. Analiza porownawcza parametrow Klinicznych i biotheznych w catej grupie
badanej pacjentek z naéltieniem w cjzy (n=110) w zalenosci od poszczegodlnych
genotypow polimorfizmuGlu298AspgenuNOS3

Tab. 25. Analiza poréwnawcza parametrow klinicznych i biesficznych w catej grupie
badanej pacjentek z naélsieniem w cazy (n=110) w zalenosci od poszczegodlnych
genotypow polimorfizmu786T>CgenuNOS3

Tab. 26. Analiza poréwnawcza parametrow klinicznych i biesficznych w catej grupie
badanej pacjentek z naélsieniem w cazy (n=110) w zalenosci od poszczegodlnych
genotypdéw polimorfizmiLys198AsmgenuEDNL

Tab. 27. Analiza poréwnanwcza parametrow klinicznych i iemicznych w catej grupie
badanej pacjentek z naéisieniem w cazy (n=110) w zalenosci od poszczegodlnych
genotypoéw polimorfizmul34delAgenuEDNL

Tab. 28.Czestas¢ wystepowania poszczegoélnych haplotypéw badanych polimodw genu
NOS3oszacowana za pompprogramu PHASE.

Tab. 29.Czstas¢ wystepowania poszczegoélnych haplotypéw badanych polimodw genu
EDN1 oszacowana za ponmgpprogramu PHASE.

Tab. 30.Skzenie ET-1 w osoczu kobiet ze stanem przedrzucawkowy

SPIS RYCIN

Ryc. 1.Reakcja powstawania NO z L-argininy.

Ryc. 2 Mechanizm regulacji syntezy eNOS. A) w warunkagtymalnych oraz B) przy
niedoborze BH (wg George and Johnson 2010).

Ryc. 3.Schemat budowy oraz lokalizacja badanych w pratiynorfizmow genuNOS3

Ryc. 4.Schemat relaksacji komorek ggmiowych pod wptywem dziatania NO.
114



Ryc. 5.Schemat dziatania uktadu NO-ET-1.
Ryc. 6.Schemat budowy oraz lokalizacja badanych w pratiynorfizmow genuEDNL

Ryc. 7. Stzenie mocznika w grupie kobiet z preeklampgPE) oraz nadénhieniem
izolowanym (GH).

Ryc. 8.Stgzenie kwasu moczowego w grupie kobiet z preeklam{) oraz nadénieniem
izolowanym (GH).

Ryc. 9. Poziom biatka w surowicy krwi w grupie kobiet zepklampsj (PE) oraz
nadcénieniem izolowanym (GH).

Ryc. 10. Poziom biatkomoczu w grupie kobiet z preeklampdPE) oraz nadénhieniem
izolowanym (GH).

Ryc. 11. Czstas¢ wystpowania genotypow polimorfizmGlu298Aspgenu NOS3w grupie
kontrolnej (%).

Ryc. 12.Czstas¢ wystepowania genotypow polimorfizmGlu298Aspgenu NOS3v podgrupie
PE (%).

Ryc. 13.Czstas¢ wystpowania genotypow polimorfizmGlu298AspgenuNOS3w podgrupie
GH (%).

Ryc. 14 Czstas¢ wystpowania genotypdw polimorfizmu786T>C genu NOS3 w grupie
kontrolnej (%).

Ryc. 15 Czstas¢ wystepowania genotypow polimorfizmer86T>C genuNOS3w podgrupie
PE (%).

Ryc. 16 Czstas¢ wysiepowania genotypdw polimorfizmer86T>C genuNOS3w podgrupie
GH (%).

Ryc. 17. Czstas¢ wystepowania genotypow polimorfizmuys198AsngenuEDN1 w grupie
kontrolnej (%).

Ryc. 18.Czstas¢ wystepowania genotypdw polimorfizmiys198AsrgenuEDN1 w podgrupie
PE (%).

Ryc. 19.Czstaé¢ wystepowania genotypow polimorfizmiys198AsrmgenuEDN1w podgrupie
GH (%).

Ryc. 20. Czstas¢ wystepowania genotypow polimorfizmul34delA genu EDN1 w grupie
kontrolnej (%).

Ryc. 21.Czstas¢ wystepowania genotypow polimorfizmel34delAgenuEDN1 w podgrupie
PE (%).

Ryc. 22.Czstas¢ wystepowania genotypow polimorfizmel34delAgenuEDN1 w podgrupie
GH (%).
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SPIS FOTOGRAFII

Fot. 1. Na zdgciu przedstawiono fragmenty hydrolizy enzyménbol produktu PCR genu
NOS3dla polimorfizmuGlu298Asp

Fot. 2. Na zdgciu przedstawiono fragmenty hydrolizy enzymévisp produktu PCR genu
NOS3dla polimorfizmu 786 T>C.

Fot. 3. Na zdgciu przedstawiono fragmenty hydrolizy enzymeéthd produktu PCR genu
EDN1dla polimorfizmuLys198Asn

Fot. 4. Na zdgciu przedstawiono fragmenty po hydrolizie enzymBst produktu PCR genu
EDN1dla polimorfizmu -13delA.
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