
Kardiologia Polska 2005; 63: 4 (supl. 2)

S 388 Markery genetyczne, polimorfizmy

SESJA IX 
SOBOTA 22.10, 11.20–12.50
MARKERY GENETYCZNE,
POLIMORFIZMY

48

Chlamydiae pneumoniae – izolacja
przez identyfikację materiału 
genetycznego z krwi w grupie 
pacjentów poddanych planowej 
koronarografii
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WWpprroowwaaddzzeenniiee::  Aktywacja lokalnego stanu zapalnego
w œródb³onku mo¿e byæ spowodowana reakcj¹ autoimmuno-
logiczn¹. Przyczyn¹ tego zjawiska jest wysoka homologia se-
kwencji aminokwasowych bia³ek bakteryjnych i bia³ek ustro-
jowych, które s¹ b³êdnie rozpoznawane przez komórki immu-
nokompetentne. W zwi¹zku z t¹ hipotez¹ wzrost liczby zaka-
¿eñ mo¿e prze³amywaæ naturaln¹ barierê immunologiczn¹. 

Jest bardzo niewiele danych o wczesnej (przed wyst¹pie-
niem zmian obstrukcyjnych widocznych w obrazie koronaro-
graficznym) molekularnej diagnostyce wykrywania patoge-
nów infekcyjnych. Te, które istniej¹, opieraj¹ siê raczej na wy-
krywaniu specyficznych przeciwcia³ ni¿ na identyfikacji pato-
genów przez izolacjê ich DNA. 

CCeell::  Celem naszej pracy by³o wykrywanie bakterii Chlamy-
diae Pneumoniae (HP), które mog¹ byæ uznane za wczesne
markery mia¿d¿ycy i potencjalny aktywator lokalnego stanu
zapalnego, przez izolacjê specyficznego DNA z krwi, przed wy-
st¹pieniem zmian obstrukcyjnych w naczyniach wieñcowych. 

MMaatteerriiaa³³  ii mmeettooddyy::  Badano 53 osoby w œrednim wieku
55,7±25 lat, 12 kobiet, 41 mê¿czyzn, zakwalifikowanych do pla-
nowej koronarografii na podstawie dodatniego testu wysi³ko-
wego lub nasilenia zmian wysi³kowych w ostatnich dwóch
miesi¹cach. 

Od wszystkich pacjentów DNA by³o izolowane z krwi, na-
stêpnie przeprowadzana by³a amplifikacja specyficznych rejo-
nów przy pomocy ³añcuchowej reakcji polimerazy (PCR), ce-
lem ich identyfikacji. Nastêpnie przeprowadzano obliczenia
statystyczne. 

WWyynniikkii::  U 30 pacjentów spoœród 53 stwierdzono istotne
zmiany w naczyniach wieñcowych. DNA HP wykryto u 6 pa-
cjentów spoœród grupy 23 osób bez zmian obstrukcyjnych. Ob-
serwowany by³ zwi¹zek pomiêdzy infekcj¹ HP a liczb¹ czynni-
ków ryzyka wieñcowego, choæ statystycznie znamienny by³
zwi¹zek infekcji HP i palenia papierosów (p=0,03). DNA HP nie
obserwowano w grupie pacjentów z istotnymi zmianami
w naczyniach wieñcowych. 

WWnniioosskkii::  W grupie pacjentów, wœród których przeprowa-
dzano planow¹ koronarografiê, DNA HP wyizolowano u pa-
cjentów bez obstrukcyjnych zmian w naczyniach wieñcowych.
Do wyjaœnienia mo¿liwej roli patogenów w powstawaniu p³yt-
ki mia¿d¿ycowej wymagane s¹ dalsze badania oparte na tech-
nice izolacji ich DNA. 
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Relations between endothelial
nitric oxide gene and 
angiotensin-converting gene
polymorphisms and some
biochemical parameters in patients
with cardiological syndrome X
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Cardiological syndrome X (CSX) is defined as effort
anginal pain, positive exercise tolerance test and absence of
angiographically documented stenosis in the coronary
arteries. Some genetic predispositions and metabolic
disturbances can influence the development of this
syndrome. The aim of our study was to assess the
associations between some biochemical parameters (the
blood nitric oxide metabolites (NOx), levels of endothelin-1
(ET-1), insulin levels after the oral glucose tolerance test -
OGTT as well as insulin, free fatty acids, triglycerides and
leptin levels after the oral lipid tolerance test - OLTT) and
polymorphism of ACE and eNOS (VNTR and Glu298Asp) genes
in patients with CSX.

36 normotensive patients with CSX and a control group -
30 healthy volunteers were included into the study. The
genotypes were determined by the polymerase chain
reaction. 

Patients with syndrome X had lower levels of fasting
concentration of NOx compared with controls. The fasting
NOx/ET-1 ratio was lower in patients with syndrome X. The
higher insulin concentration in patients with syndrome X was
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observed in the 60-th minute of the OGTT and higher levels of
triglycerides and free fatty acids during the OLTT. Patients
with genotype T/T Glu298Asp of eNOS and 4/4 VNTR of eNOS
of CSX group revealed lower levels of NOx compared to
patients with genotypes G/G and 5/5, respectively.

In our study we confirm the existence of some genetic and
metabolic disturbances in patients with CSX. Some of them
are common for metabolic and cardiological syndrome X.
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Haplotyp H2 genu P2Y12 jest
związany z opornością 
biochemiczną na klopidogrel 
– doniesienie wstępne
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WWssttêêpp::  OdpowiedŸ biochemiczna lub kliniczna na klopi-
dogrel mo¿e byæ os³abiona ze wzglêdu na wystêpowanie
opornoœci na lek dotycz¹cej nawet 25% populacji. W wystêpo-
waniu opornoœci mog¹ odgrywaæ rolê czynniki genetyczne,
w tym m. in. geny zaanga¿owane w funkcjonowanie leku. 

CCeell::  Ocena wp³ywu haplotypów genu dla receptora p³yt-
kowego P2Y12 dla aktywnej postaci klopidogrelu na wystêpo-
wanie opornoœci biochemicznej na lek. 

MMaatteerriiaa³³  ii mmeettooddyy:: Do badania w³¹czono dotychczas 51
pacjentów hospitalizowanych z powodu ostrego zespo³u
wieñcowego, leczonych klopidogrelem w dawce inicjuj¹cej
300 lub 600 mg oraz dawce podtrzymuj¹cej 75 mg. U ka¿de-
go pacjenta wykonano miêdzy 5. a 9. dob¹ leczenia oznacze-
nie funkcji p³ytek w teœcie z ADP przy pomocy urz¹dzenia
PFA-100. Jednoczeœnie okreœlono czêstoœæ wystêpowania ha-
plotypów H1 i H2 genu dla receptora P2Y12 dziêki oznaczeniu
polimorfizmu i-T744C. 

WWyynniikkii:: Badana grupa liczy³a 32 mê¿czyzn i 19 kobiet
w wieku 35–85 lat. U 10 pacjentów (19,6%) zaobserwowano
biochemiczn¹ opornoœæ na lek mierzon¹ czasem do powsta-
nia czopu pierwotnego (closure time, CT) – CADP-CT<133 s.
Genotyp H1/H2 wystêpowa³ u 15 pacjentów (29,4%), a geno-
typ H2/H2 u jednego chorego (1,96%). U osób z przynajmniej
jednym haplotypem H2 obserwowano trend w kierunku
czêstszego wystêpowania opornoœci na klopidogrel w porów-
naniu z osobami z haplotypem H1 (37,5% vs 12,9%, p=0.0537).
Analiza wieloczynnikowa, do której w³¹czono parametry kli-

niczne i biochemiczne, które w analizie jednoczynnikowej wy-
kaza³y trend w kierunku czêstszego wystêpowania klopido-
greloopornoœci (p<0,1), haplotyp H2 okaza³ siê najsilniejszym
niezale¿nym czynnikiem zwi¹zanym z brakiem odpowiedzi na
lek (odds ratio [OR]=28,75, 95% confidence interval [95%CI]
2,1-390,4; p=0,013). 

WWnniioosskkii::  Pomiar funkcji p³ytek przy pomocy urz¹dzenia
PFA-100 pozwala wyodrêbniæ osoby z opornoœci¹ biochemicz-
n¹ na klopidogrel. Haplotyp H2 receptora dla aktywnej formy
leku jest zwi¹zany z wystêpowaniem zjawiska opornoœci.
W³¹czenie kolejnych pacjentów do badania umo¿liwi dok³ad-
niejsze okreœlenie powy¿szej zale¿noœci oraz ocenê aspektu
klinicznego zjawiska. 

51

Polimorfizm genów ATP2A2 oraz
angiotensynogenu u pacjentów
z pierwotnym nadciśnieniem 
tętniczym powikłanym lub nie
i przerostem lewej komory serca
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Wyniki badañ nad zwi¹zkiem polimorfizmu M235T genu
angiotensynogenu (AGT) z przerostem lewej komory serca
(LVH) w nadciœnieniu têtniczym s¹ niejednoznaczne. Gen
ATP2A2 koduje bia³ko SERCA2 (sarco (endo) plasmic reticulum

Ca2+-ATPase), przez-b³onowy transporter jonowy, reguluj¹cy
stê¿enie wapnia wewn¹trzkomórkowego w kardiomiocytach. 

CCeell  pprraaccyy::  Ocena wystêpowania polimorfizmów M235T
genu AGT i ATP2A2 u pacjentów z nadciœnieniem têtniczym
i LVH. 

Badaniem objêto 107 pacjentów z pierwotnym nadciœnie-
niem têtniczym, których na podstawie badania echokardio-
graficznego M-mode i 2-D (Sonos 5500) podzielono na grupê
bez LVH (53 os.) oraz z LVH (54 os.). Grupê kontroln¹ stanowi-
³o 50 zdrowych ochotników. U wszystkich wykonano ca³odo-
bowy automatyczny pomiar ciœnienia têtniczego ABPM (Spa-
ceLabs 90207). Do oznaczeñ genetycznych u¿yto DNA wyizo-
lowanego z leukocytów krwi obwodowej (kit Qiagen). Analizê
wybranych eksonów 15., 16. i 18. genu ATP2A2, koduj¹cych do-
meny bezpoœrednio zwi¹zane z transportem wapnia, wykona-
no za pomoc¹ analizy sekwencji (Kits BioRad, Qiagen). Poli-
morfizm genu AGT M235T oznaczono metod¹ real-time PCR
przy u¿yciu sond TaqMan. 
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WWyynniikkii::  Badane grupy by³y porównywalne pod wzglêdem
wieku (51,56±20 lat), masy cia³a (82,5±15,45kg) oraz p³ci (M/K
48%/52%). W genie ATPA2A wykryto nowy, nieopisywany
wczeœniej polimorfizm G723A, w eksonie 15. Substytucja G→A
by³a stwierdzana u 18% grupy kontrolnej, 6% pacjentów z LVH
i 5,2% pacjentów bez LVH. Czêstoœæ allelu A by³a istotnie wy¿-
sza w grupie kontrolnej ni¿ u pacjentów z nadciœnieniem têt-
niczym, niezale¿nie od obecnoœci LVH (p=0,017). Nie stwier-
dzono ró¿nic w rozmieszczeniu genotypów SERCA2 pomiêdzy
grup¹ z LVH a bez LVH (p=0,06). Nie stwierdzono równie¿ ró¿-
nic wartoœci skurczowego (SBP) i rozkurczowego (DBP) ciœnie-
nia têtniczego (p=0,66 dla SBP i p=0,83 dla DBP). Czêstoœæ ge-
notypów (MM 35,4%, MT 41,6%, TT 23%) dla AGT by³a zgodna
z przewidywan¹ wg prawa Hardy-Weinberga. U homozygot TT
w grupie z nadciœnieniem têtniczym obserwowano najwy¿sze
wartoœci SBP w stosunku do pozosta³ych genotypów (p=0,06).
W grupie kontrolnej nie wykazano podobnej tendencji. Roz-
k³ad genotypów wœród pacjentów z nadciœnieniem têtniczym
nie ró¿ni³ siê w zale¿noœci od obecnoœci LVH (przerost MM
41%, MT 41%, TT 18%, vs bez przerostu MM 31,5%, MT 41,4%,
TT 28,1%, p=0,43). 

Obserwowana zmniejszona czêstoœæ wystêpowania allelu
A polimorfizmu G/A genu ATP2A2 w grupie z nadciœnieniem
têtniczym mo¿e sugerowaæ protekcyjn¹ rolê polimorfizmu
eksonu 15 genu ATP2A2. Tendencja do wy¿szych wartoœci SBP
u homozygot TT, wydaje siê wskazywaæ na udzia³ polimorfi-
zmu M235T genu AGT w rozwoju nadciœnienia têtniczego. 

Badanie finansowane przez MNiI, grant nr P05B14727
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Interakcje genowe czynników
transkrypcyjnych 
a indywidualizacja prewencji 
zespołu metabolicznego
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Zespó³ metaboliczny i inne powszechnie wystêpuj¹ce cho-
roby z³o¿one nastrêczaj¹ wielu trudnoœci interpretacyjnych ze
wzglêdu na udzia³ czynników œrodowiskowych, które nak³ada-
j¹ siê na pod³o¿e wielogenowe. Interakcje œrodowiskowe i ge-
nomowe wp³ywaj¹ na ukszta³towanie predyspozycji do roz-
woju chorób z³o¿onych. Markery genetyczne (w tym pojedyn-
cze uk³ady polimorficzne) nie s¹ jeszcze stosowane w okreœle-
niu ryzyka w praktyce klinicznej. Trwaj¹ wielooœrodkowe ba-
dania dla okreœlenia zale¿noœci pomiêdzy polimorfizmami
wielu genów i czynników œrodowiskowych, które poprzez me-
chanizmy epigenetyczne ostatecznie kszta³tuj¹ fenotyp. Okre-

œlenie wp³ywu indywidualnej zmiennoœci genetycznej i sk³on-
noœci do rozwoju zespo³u metabolicznego dla indywidualnego
cz³owieka wymaga narzêdzi biostatystycznych stosuj¹cych
wielowymiarowe techniki eksploracyjne. 

Powszechnie wykorzystywana do analizy wyników micro-
-macierzy ekspresyjnych analiza sk³adowych g³ównych mo¿e
s³u¿yæ do redukcji iloœci zmiennych i do wizualizacji grup ge-
nów o zbli¿onym dzia³aniu. W niniejszej pracy podjêto próbê
wykorzystania analizy sk³adowych g³ównych i analizy skupieñ
do okreœlenia wp³ywu powszechnych polimorfizmów dwu
czynników transkrypcyjnych PPAR ≥2 12Pro≥Ala C>G i FoxC2-
512 C≥T oraz polimorfizmów genów uczestnicz¹cych w regu-
lacji gospodarki lipidowej [LPL-H (In8T≥G), LPL-P (In6C≥T)],
scavenger receptor klasy B typ I [SR-BI silent (419Arg) C≥T]
oraz bia³ka cholesteryl ester transfer protein [CETP (G≥A 279)].
Cechy fenotypowe okreœlone by³y przez 74 zmienne charakte-
ryzuj¹ce cechy antropometryczne, kliniczne i biochemiczne
osób bêd¹cych cz³onkami wielopokoleniowych rodzin oty³ych
z regionu Ma³opolski. 

Zarówno analiza skupieñ, jak i analiza sk³adowych g³ów-
nych pokaza³a skupienia polimorfizmów genetycznych o zbli-
¿onym wp³ywie na fenotyp. Wyniki obu analiz s¹ podobne,
choæ nie identyczne. Wskazuj¹ one jednoznacznie na wzajem-
ny wp³yw czynników transkrypcyjnych reguluj¹cych geny bio-
r¹ce udzia³ w szlakach zwi¹zanych z regulacj¹ poziomu lipi-
dów i kszta³tuj¹cych indywidualn¹ insulinoopornoœæ. Interak-
cje miêdzygenowe zmieniaj¹ w sposób istotny obraz wp³ywu
pojedynczego polimorfizmu. Kompleksowa analiza interakcji
wielu genów za pomoc¹ wielowymiarowych technik eksplora-
cyjnych przybli¿a mo¿liwoœæ u¿ycia markerów genetycznych
dla zindywidualizowanej prewencji zespo³u metabolicznego. 
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Nutrigenomika – nowa dziedzina
badań medycyny prewencyjnej
w kardiologii
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Nutrient – ró¿norodny pod wzglêdem jakoœci chemicznej,
ale i iloœci sk³adnik po¿ywienia – dzia³a w ustroju jako mole-
ku³a sygnalizacyjna, kofaktor lub determinant funkcji i struk-
tury ró¿nych moleku³ i/lub czynników utrzymuj¹cych home-
ostazê komórki, tkanek i organów. To nutrient w ca³ym ¿yciu
organizmu katalizuje reakcje i reguluje transkrypcjê, transla-
cjê, metaboliczne procesy postranslacyjne komórki. Interakcja
nutrient – genom przebiega w ró¿ny sposób w zale¿noœci od
okresu ¿ycia organizmu i jego garnituru genowego. Sk³adniki
po¿ywienia odgrywaj¹ zatem znacz¹c¹ rolê w organogenezie,
s¹ istotnym elementem utrzymania zdrowia i prewencji scho-
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rzeñ. Nutrigenomika jest m³od¹, dynamicznie rozwijaj¹c¹ siê
dziedzin¹ nauki tzw. ery badañ po poznaniu genomu cz³owie-
ka, koncentruj¹c¹ siê na badaniu interakcji pomiêdzy sk³adni-
kami po¿ywienia, czynnikami genetycznymi (polimorfi-
zmem/mutacjami) a stanem zdrowia. Celem badañ prowa-
dzonych w zakresie nutrigenomiki jest ustalenie strategii
wczesnego, zindywidualizowanego ¿ywienia w celu prewencji
chorób, poprawy jakoœci ¿ycia i uzyskania zdrowszego prze-
biegu procesu starzenia siê organizmu. Nutrigenomika, obok
zwyczajowych uwarunkowañ, jest ju¿ œwiadomie stosowana
od lat w odniesieniu do niektórych rzadkich schorzeñ jedno-
genowych, takich jak np fenyloketonuria. Za³o¿eniem nutrige-
nomiki jest stworzenie podstawy do zindywidualizowanych
zaleceñ bazuj¹cych na materiale genetycznym poszczegól-
nych organizmów (m.in. ustalenie narzêdzia diagnostycznego
– mikromacierzy ekspresyjnej) w celu zapobiegania chorobom
wieloczynnikowym (takim jak np. nadciœnienie, zespó³ meta-
boliczny, mia¿d¿yca, starzenie siê organizmu, demencja, ale
i choroby nowotworowe, choroby o pod³o¿u immunologiczno-
-zapalnym itd.) na wiele lat przed ich wyst¹pieniem. 

Sukces w tym obszarze wymaga wspó³pracy wielu dzie-
dzin nauki (w tym biotechnologii, medycyny, biologii, bioin-
formatyki, nanotechnologii, ekonomii etc.) oraz szeroko pojê-
tych badañ z dziedziny genomiki, transkryptomiki, proteomi-
ki, metabolomiki w poszczególnych grupach etnicznych.
Wra¿liwoœæ genomu ludzkiego na sk³adniki po¿ywienia sk³a-
nia do postawienia hipotezy, ¿e ekspresja genów ludzkich
(powstawanie mutacji) by³a w historii rozwoju cz³owieka mo-
dyfikowana g³ównie w odpowiedzi na zawarte w diecie sk³ad-
niki pochodzenia roœlinnego i zwierzêcego. By³o to jedno z do-
stosowañ organizmu do czynników œrodowiska zewnêtrzne-
go. Rozwój schorzeñ wielogenowych (w tym cywilizacyjnych)
t³umaczy siê teori¹ oszczêdnego genotypu (thrifty genotype),
wed³ug której ewolucja promowa³a warianty genów umo¿li-
wiaj¹ce prze¿ycie w okresie g³odu, zimna. Obecnie, w warun-
kach ³atwego dostêpu wysokoenergetycznego pokarmu, nosi-
ciele tych wariantów s¹ predysponowani do rozwoju np. ze-
spo³u metabolicznego z jego konsekwencjami. Poszerzana
jest pula genów (i ich wariantów polimorficznych) analizowa-
nych w ramach teorii oszczêdnego genotypu. Dla przyk³adu
bada siê polimorfizmy genomu mitochondrialnego zarówno
przy lipotoksycznoœci/cukrzycy, jak i pod k¹tem rozwoju cho-
roby Parkinsona czy Alzheimera. 

W wyk³adzie przedstawione zostan¹ metody badañ
i przyk³ady zastosowania tej nowej dziedziny nauki o szero-
kim zakresie badawczym. 

Wielonienasycone kwasy t³uszczowe (PUFA) dostarczane
w diecie z prewencj¹ ró¿nych schorzeñ, w tym oty³oœci, cu-
krzycy, mia¿dzycy/choroby niedokrwiennej serca i naczyñ,
chorób neurologicznych, nowotworów. PUFA dzia³aj¹ na ko-
mórki g³ównie poprzez zmianê struktury lipidowej b³on, me-
tabolizmu komórki, przewodnictwa sygna³ów, regulacji eks-
presji genów. Innym przyk³adem sk³adników po¿ywienia
o istotnym oddzia³ywaniu na aktywnoœæ genomu s¹ karote-
noidy, z których β-karoten jest prekursorem witaminy
A i kwasu retinowego. We wspó³pracy z kwasami t³uszczowy-
mi pe³ni¹ one rolê regulatorów procesów biologicznych (od
rozwoju embrionalnego po proces starzenia siê organizmu
z towarzysz¹cymi objawami i chorobami nowotworowymi).
Wykazano jednak¿e, ¿e spo¿ycie h PUFA wp³ywa na poziom
HDL-C zale¿nie od polimorfizmu ApoA-1. Nosiciele allelu A (-75

G/A) wykazuj¹ znacz¹cy wzrost HDL-C wraz ze wzrostem spo-
¿ycia PUFA, natomiast homozygoty-nosiciele czêstszego alle-
lu G charakteryzuj¹ siê spadkiem poziomu HDL-C przy zwiêk-
szeniu spo¿ycia PUFA. Udowodniona zosta³a rola polimorfi-
zmów genów enzymów zwi¹zanych z metabolizmem kwasu
foliowego i rozwojem mia¿d¿ycy. Ale wykazano równie¿, ¿e
polimorfizm MTHFR C677T determinuje zwi¹zek pomiêdzy
spo¿yciem kwasu foliowego a rozwojem raka piersi. W bada-
niu ATTICA wykazano, ¿e stosowanie diety œródziemnomor-
skiej zwi¹zane by³o z obni¿eniem poziomu homocysteiny, ale
tylko u nosicieli allelu T polimorfizmu MTHFR C677T. A stoso-
wanie suplementacji β-karotenem w celu prewencji chorób
uk³adu kr¹¿enia zwiêksza³o zapadalnoœæ na raka p³uc u pala-
czy tytoniu, co mo¿e ³¹czyæ siê z epigenetyczn¹ modyfikacj¹ –
hypometylacj¹ eksonu 7 i 8 genu czynnika transkrypcyjnego
RARβ2 i zmniejszeniem jego aktywnoœci w stosunku do RARα. 

Czynnikiem warunkuj¹cym znaczny postêp w badaniach
z zakresu nutrigenomiki jest prowadzenie wspólnych, miêdzy-
narodowych projektów np. pod patronatem Unii Europejskiej
(np. the European Nutrigenomics Organisation – NUGO czy
LIPGENE: Diet, genomics and the metabolic syndrome: an inte-
grated nutrition, agro-food, social and economic analysis). 

Docelowo wdro¿enie modelu ¿ywienia zindywidualizowa-
nego opieraæ siê bêdzie na znajomoœci indywidualnego gar-
niutu genetycznego i umiejêtnym wykorzystaniu wiedzy o za-
le¿noœci pomiêdzy poszczególnymi sk³adnikami po¿ywienia
i genami. Jednym z za³o¿eñ dalszego postêpu nutrigenomiki
jest tak¿e edukacja spo³eczeñstwa w zakresie udzia³u sk³ad-
ników po¿ywienia w funkcii organizmu i utrzymaniu zdrowia. 

NuGO (FP6-2002-FOOD 506360) NuGO European Nutrige-
nomics Organisation – Linking genomics, nutrition and health
research; LIPGENE (FP6 FOOD CT-2003-505944) (Diet, geno-
mics and the metabolic syndrome: an integrated nutrition,
agro-food, social and economic analysis) 
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