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Streszczenie

Abstract

Wstep. Celem badan autoréw byto okreslenie i poréwnanie czgstos$ci wystgpowania wariantéw polimorficznych insercji/
/delecji genu kodujacego konwertaze angiotensyny u chorych z niedokrwiennym i krwotocznym udarem mézgu, z nadci$nie-
niem tetniczym i bez nadcisnienia.

Materiat i metody. Analizie poddano DNA z krwi obwodowej 87 pacjentdw z ostrym udarem mézgu, niedokrwiennym
i krwotocznym, w wieku 30-65 lat. Udar mézgu rozpoznawano na podstawie ogniskowych objawéw neurologicznych
trwajacych ponad 24 godziny, potwierdzonych w badaniu radiologicznym obrazowania tomografii komputerowej lub rezo-
nansu magnetycznego gtowy. Grupe kontrolng tworzyli ochotnicy — 45 oséb, w wieku 30-65 lat. Genotyp ACE badano
metoda polimerazy taficuchowej (PCR, polimerase chian reaction).

Wyniki. Badajac polimorfizm insercyjno/delecyjny genu kodujgcego konwertaze angiotensyny, autorzy uzyskali nastepujace
wyniki — w grupie udaréw niedokrwiennych: Il — 18,2%; ID — 60,6%; DD — 21,2% w grupie udaréw krwotocznych: Il — 23,8%;
ID — 42,9%, DD — 33,3% oraz w grupie kontrolnej: | — 24,5%; ID — 42,2%, DD — 33,3%.

Whioski. Zaréwno wyniki autoréw, jak i wnioski wigkszo$ci badaczy wskazuja na brak korelacji miedzy typem polimorfizmu
ACE a wystepowaniem udaru mézgu. Polimorfizm ten nie odgrywa znaczacej roli w patogenezie udaréw mézgu.

Stowa kluczowe: udar mézgu, konwertaza angiotensyny, ACE, polimorfizm genu

Background. The objective of the study was to determine and compare the frequency of occurrence of polymorphic
insertion/deletion (I/D) variants of the angiotensin-converting encoding gene in patients with ischemic and haemorrhagic
stroke, with or without arterial hypertension.

Material and methods. DNA from peripheral blood of 87 patients with recent cerebral stroke, aged 30 to 65, was analysed.
The cerebral stroke was diagnosed on the basis of focal neurological symptoms persisting for more than 24 hours, confirmed
by CT or NRM imaging. The control group consisted of 45 volunteers aged 30 to 65. ACE genotype was examined using PCR.
Results. Investigation of insertion/deletion polymorphism of angiotensin-converting encoding gene gave the following re-
sults: in the ischemic stroke group: Il — 18.2%, ID — 60.6%, DD — 21.2%, in haemorrhagic stroke: Il — 23.8%, ID — 42.9%,
DD— 33.3%, in the control group: Il — 24.5%, ID — 42.2%, DD — 33.3%.

Conclusions. Our results, like the conclusions of most researchers, point to absence of relationship between the type of ACE
polymorphism and the prevalence of cerebral stroke. This polymorphism plays no major role in the pathogenesis of cerebral
stroke.
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syna. Szczegblne zainteresowanie wzbudzit poli-
morfizm insercyjno-delecyjny (I/D) genu koduja-
cego konwertaze angiotensyny (ACE, angiotensin-
-converting enzyme). Enzym ten jest dipeptydylo-
karboksypeptydaza przeksztalcajacq angiotensyne I
(Ang I) w angiotensyne II (Ang II) oraz inaktywu-
jaca bradykinine [1].

W 1990 roku Rigat i wsp. wykryli istnienie
polimorfizmu w okolicy 3’ 16 intronu genu dla
ACE, zlokalizowanego w prazku q23 chromosomu
17. Homozygoty DD wykazuja 2-krotnie wyzszg ak-
tywno$¢ enzymu w osoczu niz homozygoty I, na-
tomiast heterozygoty ID wykazuja posrednie war-
tosci aktywnosci. Odsetek oséb z wysoka aktyw-
noscig konwertazy w surowicy (> 40 nmol/min)
jest znaczaco wiekszy u chorych na nadciénienie
tetnicze niz u os6b zdrowych [2]. Wyniki uzyska-
ne przy oznaczaniu aktywnosci enzymu w hodow-
lach komérkowych i homogenatach fragmentow
serc ludzkich wskazuja, ze allel D warunkuje pod-
wyzszong aktywno$é ACE nie tylko w osoczu, ale
réwniez w tkankach [3].

Celem badan autoréw byto okreslenie i poréw-
nanie czesto$ci wystepowania wariantéw polimor-
ficznych insercji/delecji (I/D) genu kodujacego ACE
u chorych z niedokrwiennym i krwotocznym uda-
rem mozgu, z nadci$nieniem tetniczym i bez tego
schorzenia oraz odpowiedzi na pytanie, czy poli-
morfizm genu kodujacego ACE moze mie¢ znacze-
nie w patogenezie udaréw moézgu.

Materiat i metody

Material do badan oraz dane dotyczace cho-
roby zebrano od pacjentéw leczonych w Klinice
Neurologii Slaskiej Akademii Medycznej w Kato-
wicach Ligocie. Analizie poddano DNA z krwi
obwodowej chorych, u ktérych udar mézgu rozpo-
znawano na podstawie ogniskowych objawéw neu-
rologicznych trwajacych ponad 24 godziny, po-
twierdzonych w badaniu radiologicznym obrazo-
wania tomografii komputerowej lub rezonansu
magnetycznego. Przebadano 87 pacjentéw, 34 ko-
biety i 53 mezczyzn, w wieku 37-65 lat. Chorych
podzielono na 2 grupy — z udarem niedokrwien-
nym oraz z udarem krwotocznym, a kazda z nich
na 2 podgrupy — z nadci$nieniem tetniczym i bez
nadci$nienia. Grupa os6b z udarem niedokrwien-
nym i nadci$nieniem tetniczym liczyta 46 chorych,
w tym 20 kobiet oraz 26 mezczyzn, w wieku 41—
—65 lat, zas bez nadcis$nienia tetniczego — 20 oséb,
6 kobiety i 14 mezczyzn, w wieku 47-65 lat. Grupa
chorych z udarem krwotocznym i nadci$nieniem
tetniczym liczyla 16 oséb, 7 kobiet i 9 mezczyzn,
w wieku 38-65 lat, za$ bez nadci$nienia tetnicze-

go — 5 chorych, 2 kobiety i 3 mezczyzn, w wieku
37-65 lat. Grupe kontrolng tworzyli ochotnicy
— 45 o0s6b, 27 kobiet i 18 mezczyzn, w wieku 31—
—65 lat, wybrani losowo z rejonu zamieszkania cho-
rych z udarem mézgu. Warunkiem wlaczenia do
grupy kontrolnej byl negatywny wywiad w kierun-
ku schorzen neurologicznych, przede wszystkim
brak przebytych udaré6w mézgu i zespotéw prze-
mijajacego niedokrwienia mézgu. W grupie tej byto
12 os6b z nadci$nieniem tetniczym — 3 kobiety
i 8 mezczyzn.

Kwas dezoksyrybonukleinowy (DNA, deoxy-
ribose nucleic acid) z krwi obwodowej ekstrahowa-
no metoda enzymatyczna przy uzyciu zestawu do
izolacji DNA z krwi: "Blood DNA Prep Plus” firmy
Biotechnology. Badanie polimorfizmu wykonano
technika PCR (polymarase chain reaction), czyli
lahicuchowej reakcji syntezy specyficznych frag-
mentéw DNA z polimeraza termostabilng. Sktad
mieszaniny do reakcji PCR byt nastepujgcy: 1 X
X bufor PCR (200 mM Tris-HCI, 50 mM KCI, pH+
8,4), 1,5 mM chlorku magnezu, 1 X wzmacniacz, po
200 uM dNTP, po 100 pmol ACE starter forward (5’ctg
gag acc act ccc atc ctt tct 3) i reverse (5’ atg tgg cca
tca cat tcg tca gat3’), 2,5 U polimeraza DNA Tfl.

Reakcje amplifikacji prowadzono w amplifi-
katorze Perkin Elmer 9600, stosujac nastepujace
warunki termiczne (hot start): wstepna denatura-
cja w 94°C przez 4 minuty, 2 tréjstopniowe cykle:
w 94°C przez 40 sekund, w 65°C przez minute,
w 72°C przez minute, nastepnie 2 tréjstopniowe cy-
kle: w 94°C przez 40 sekund, w 63°C przez minu-
te, w 72°C przez minute, nastepnie 2 tréjstopnio-
we cykle: w 94°C przez 40 sekund, w 61°C przez
minute, w 72°C przez minute, nastepnie 25 tréj-
stopniowych cykli: w 94°C przez minute, w 60°C
przez minute, w 72°C przez minute i koncowe
wydluzenie w 72°C przez 10 minut.

Detekcje produktéw amplifikacji wybranego
regionu genu ACE wykonano technika elektrofo-
retyczng w 8-procentowym zelu poliakrylamido-
wym i barwiono metoda srebrowa. Otrzymane
elektroforogramy analizowano w systemie doku-
mentacji zelowej firmy Biotec-Fisher, wykorzystu-
jac program komputerowy SAS-SYS ID w celu
oceny liczby par zasad produktu PCR. Fragment
o dtugosci 490 par zasad odpowiada allelowi I, na-
tomiast prazek o dlugosci 190 par zasad — alle-
lowi-D. Badanie DNA heterozygoty ID uwidacznia
sie w postaci 2 prazkéw o diugosci 190 i 490 par
zasad.

Za pomoca testu niezaleznosci y* sprawdzono
hipotezy zaleznosci wystepowania udaré6w mézgu
od czynnikéw ryzyka oraz badanych typéw poli-
morfizméw genetycznych. Analize statystyczna
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Tabela I. Liczba i odsetek badanych z uwzglednieniem typu polimorfizmu insercyjno-delecyjnego (I/D) genu kodujacego enzym

konwertujacy angiotensyne (ACE)

Table I. Number and percentage of subjects vs. type of insertion/deletion (I/D) polymorphism of the angiotensin-convertin-

genzyme (ACE) encoding gene

Polimorfizm I/D genu ACE
Polymorphism 1/D of the ACE gene

Liczba pacjentéw oraz warto$¢ w %
Number and percentage of patients

Grupa kontrolna Chorzy Udar niedokrwienny Udar krwotoczny
Control group Patients Ischemic stroke Haemorrhagic stroke

Polimorfizm Il 11 (24,5%) 17 (19,5%) 12 (18,2%) 5(23,8%)
Polymorphism Il
Polimorfizm ID 19 (42,2%) 49 (56,3%) 40 (60,6%) 9 (42,9%
Polymorphism ID
Polimorfizm DD 15 (33,3%) 21 (24,2%) 14 (21,2%) 7 (33,3%)
Polymorphism DD
Razem 45 (100%) 87 (100%) 66 (100%) 21 (100%)
Total

Tabela Il. Liczba i odsetek badanych z nadcisnieniem tetniczym w grupie pacjentéw z udarem mézgu i w grupie kontrolnej
z uwzglednieniem typu polimorfizmu insercyjno-delecyjnego ACE

Table Il. Number and percentage of patients with arterial hypertension in the stroke and control group vs. type of ACE insertion/

/deletion polymorphism

Polimorfizm I/D genu ACE
Polymorphism 1/D of the ACE gene

Liczba pacjentéw oraz warto$¢ w %
Number and percentage of patients

Grupa kontrolna Chorzy Udar niedokrwienny Udar krwotoczny
Control group Patients Ischemic stroke Haemorrhagic stroke

Polimorfizm Il 1(8,3%) 13(21%) 10 (21,7%) 3(18,7%)
Polymorphism Il
Polimorfizm ID 6 (50%) 33(53,2%) 26 (56,6%) 7(43,8%)
Polymorphism ID
Polimorfizm DD 5 (41,7%) 16 (25,8%) 10 (21,7%) 6 (37,5%)
Polymorphism DD
Razem 12 (100%) 62 (100%) 46 (100%) 16 (100%)
Total

wynikéw przeprowadzono na poziomie istotnosci
p mniejszego lub réwnego 0,05.

Wyniki

Czestos$¢ 3 typow polimorfizmu (II, ID, DD)
enzymu ACE w grupie os6b zdrowych (24,5%;
42,2%; 33,3%) i chorych z udarem mézgu (19,5%;
56,3%; 24,2%) nieznacznie sie réznita niewielka
procentowa przewaga polimorfizmu DD w grupie
kontrolnej (33,3%) w poréwnaniu z grupa pacjen-
téw z udarem (24,2%). Czestos¢ wszystkich 3 ty-
pow polimorfizmu genetycznego (II, ID, DD) w gru-
pie oséb z nadci$nieniem tetniczym bez udaru
mozgu (8,3%; 50%; 41,7%) i chorych na nadciénie-
nie z udarem moézgu (21%; 53,2%; 25,8%) r6zni sie

mniejszym wystepowaniem polimorfizmu II (8,3%)
w grupie kontrolnej z nadci$nieniem tetniczym
i przewaga procentowa DD (41,7%) w poréwnaniu
z grupa pacjentéw z udarami (I — 21%, a DD —
25,8%) (tab. L, II; ryc. 1, 2).

Nie stwierdzono statystycznie istotnej zalez-
noéci miedzy polimorfizmami II, ID, DD genu ACE
a wystepowaniem udaru mézgu. Wykazano ponad-
to brak statystycznie istotnej zaleznosci miedzy
typami polimorfizmu a rodzajem udaru mézgu,
niedokrwiennym lub krwotocznym, w populacji
znadci$nieniem tetniczym, a takze miedzy wyste-
powaniem okre$lonego typu polimorfizmu a nad-
cisnieniem. CzestoS¢ wystepowania wariantéw
polimorfizmu insercyjno-delecyjnego genu kodu-
jacego ACE w grupie pacjentéw z udarem mozgu,
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Rycina 1. Odsetek wystepowania polimorfizmu insercyjno-inser-
cyjnego (ll), insercyjno-delecyjnego (I/D), delecyjno-delecyjnego
(DD) genu ACE w grupie pacjentéw z udarem niedokrwiennym (UN),
krwotocznym (UK) i w grupie kontrolnej (Kontr)

Figure 1. Occurrence of insertion/insertion (ll), insertion/deletion (I/D),
deletion/deletion (DD) ACE gene polymorphism in percentages in
the ischemic stroke (UN), haemorrhagic stroke (UK) and control
(Kontr) groups

zaréwno z choroba nadci$nieniowa, jak i bez niej,
nie r6zni sie istotnie statystycznie od czestosci tego
polimorfizmu u 0s6b bez udaru mézgu, z choroba
nadci$nieniowq oraz bez niej.

Dyskusja

Wedlug niektérych badaczy genotyp DD, kté-
remu towarzyszy wyzsza aktywno$é¢ enzymu ACE,
moze by¢ niezaleznym czynnikiem ryzyka zawa-
tu serca [4], kardiomiopatii przerostowej i roztrze-
niowej, naglego zgonu sercowego [5] oraz niekt6-
rych powiklan nadcis$nienia tetniczego [6]. Od-
mienna czesto$¢ poszczegdlnych alleli — warian-
tow polimorficznych genu ACE — obserwuje sie
w réznych grupach etnicznych i wiekowych. Cam-
ben (1992) jako pierwszy zauwazyl, ze polimorfizm
genu ACE moze by¢ czynnikiem ryzyka zawalu
serca. Mezczyzn bedacych homozygotami DD
cechowalo wyzsze ryzyko wystapienia zawatu
w poréwnaniu z innymi genotypami. Allel D oka-
zal sie czynnikiem ryzyka niezaleznym od hiper-
lipidemii, palenia tytoniu, otylosci, nadci$nienia
tetniczego i stezenia fibrynogenu w osoczu [4]. Jed-
nak Lindpainter [7] nie potwierdzil takiej zalezno-
$ci. W badaniach przeprowadzonych przez Gru-
chate [8] u 0séb ponizej 50. roku Zycia nie potwier-
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Rycina 2. Odsetek wystepowania polimorfizmu I/D genu ACE
u 0s6b z nadci$nieniem tetniczym w grupie pacjentéw z udarem niedo-
krwiennym (UN), krwotocznym (UK) i w grupie kontrolnej (Kontr)

Figure 2. Occurrence of ID polymorphism of the ACE gene in the
group of persons with arterial hypertension within the ischemic
stroke (UN), haemorrhagic stroke (UK) and control groups (Kontr)

dzono powigzania genotypu delecyjnego genu ACE
z wystepowaniem miazdzycy tetnic wiencowych
i nadciénienia tetniczego oraz przebytego zawalu
serca. Jednak Ruiz [9] zaobserwowal czestszy ge-
notyp delecyjny u chorych z miazdzyca i cukrzyca.
Varda [10] podjat probe odpowiedzi na pytanie, czy
rodzinne wystepowanie choréb naczyniowych serca
w nastepnym pokoleniu jest rezultatem predyspo-
zycji genetycznych czy raczej wynika z kontynuacji
okresélonego stylu zycia. Wyniki nie potwierdzily
hipotezy, ze polimorfizm ACE jest czynnikiem
ryzyka choréb naczyniowych serca u dzieci, kt6-
rych rodzice przebyli udar w stosunkowo mtodym
wieku.

Celem badan autoréw byto okreslenie czestosci
wystepowania wariantéw polimorficznych insercji/
/delecji (I/D) genu kodujacego ACE w grupie chorych
z udarem mézgu, niedokrwiennym i krwotocznym,
oraz wyselekcjonowanie grupy wysokiego ryzyka.
Wyniki autor6w nie potwierdzily zaleznosci mie-
dzy wystepowaniem udaru mézgu a polimorfi-
zmem genu kodujgcego ACE. Czesto$¢ polimorfi-
zmu I/D w grupie pacjentéw z udarem wynosila
0,52/0,48, za§ w grupie kontrolnej — 0,39/0,61.
Podobne wyniki uzyskat Sharma [11], ktéry badat
grupe 100 pacjentéw z udarem mézgu i poréwnat
ja z odpowiednio dobrana pod wzgledem plci
i wieku grupa 70 os6b. Czestosé polimorfizmu I/D
w grupie pacjentéw z udarem wynosita 0,57/0,43,
natomiast w grupie kontrolnej — 0,48/0,52 i nie
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byta to réznica znamienna statystycznie. Nie wy-
kazano rowniez zaleznoéci miedzy stezeniem ACE
a genotypem DD chorych z udarem moézgu [12].
Inne wyniki uzyskat Sertic [13], ktéry, badajac
polimorfizm ACE I/D w grupie pacjentéw z mia-
zdzyca naczyn moézgowych, wykazal korelacje ge-
notypu DD z wysokimi stezeniami cholesterolu
frakcji LDL i triglicerydéw w surowicy. W zwiaz-
ku z tym wnioskowal, Ze genotyp DD jest znaczg-
cym czynnikiem rozwoju miazdzycy naczyn moz-
gowych. Kario w 1997 roku [14], analizujac 228 przy-
padkéw udaru mézgu u Japonczykéw z nadcisnie-
niem tetniczym oraz u 104 bez nadciénienia,
stwierdzil, ze genotyp DD czesciej wystepowal
u chorych z nadci$nieniem i udarem —az w 138 (47%)
przypadkach. Nie wykazal znamiennej r6znicy
miedzy grupa z nadci$nieniem i bez udaru a kon-
trolng grupa oséb z prawidlowymi wartoSciami
ci$nienia tetniczego. Badacz ten wnioskowal, Ze
ACE DD jest znamienny dla chorych na nadcis-
nienie z udarem mézgu i moze by¢ czynnikiem
ryzyka rozwoju naczyniowych zespoléw mozgo-
wych w nadci$nieniu tetniczym. Tiret i wsp. [15]
badali mozliwos$ci zwigzku polimorfizmu ukladu
renina—angiotensyna i predyspozycji do umiarko-
wanego i ciezkiego nadcisnienia w powigzaniu
z wywiadem rodzinnym zawatlu serca i udaru méz-
gu. Nie wykazano zaleznosci miedzy polimorfi-
zmem I/D genu ACE a nadci$nieniem tetniczym.
Pacjentéw z nadci$nieniem, dodatnim wywiadem
rodzinnym w kierunku zawatu serca i przed 60. ro-
kiem zycia cechowala czestsza delecja ACE niz
pacjentéw z ujemnym wywiadem (0,68 vs. 0,56;
p = 0,01). Réwniez czestszy polimorfizm delecyj-
ny ACE notowano u oséb z dodatnim wywiadem
rodzinnym udaru mézgu w wieku ponizej 65 lat
(0,66 vs. 0,57; p = 0,05). Wedlug Tireta polimor-
fizm ACE ma znaczenie w predyspozycji do ostre-
go udaru mozgu. Moliaka i wsp. [16] w grupie Ro-
sjan z niedokrwiennym udarem mézgu i bez nad-
ci$nienia nie stwierdzili znamiennej statystycznie
réznicy w wystepowaniu poszczegélnych typéw
polimorficznych DD/II/ID. Sugeruja, ze polimor-
fizm I/D genu ACE nie jest czynnikiem ryzyka dla
udaru mézgu u oséb bez nadcisnienia tetniczego.

Seino i wsp. [17] badali inhibitor aktywatora
plazminogenu (PAI-1, plasminogen activator inhi-
bitor 1) oraz polimorfizm I/D w grupie 26 chorych
na udar mézgu i poré6wnywali wyniki z danymi
dotyczacymi 28-osobowej grupy kontrolnej. Cze-
sto$¢ DD byla znamiennie wyzsza w grupie pacjen-
tow z udarem (DD — 46,2%, ID — 34%, II —
19,2%;) niz w grupie kontrolnej (DD — 14,3%, ID
—50%, II — 35,7%). Surowicze stezenie PAI-1 nie
réznilo sie miedzy tymi grupami. Nie stwierdzono

zalezno$ci miedzy polimorfizmem ACE a steze-
niem PAI-1. Autorzy pracy wnioskowali, ze typ
polimorficzny DD jest czynnikiem ryzyka w uda-
rach mézgu, niezaleznym od surowiczego stezenia
PAI-1. Kostulas i wsp. [18] badali wystepowanie
alleli polimorfizmu I/D w udarze mézgu i zespo-
tach sercowo-naczyniowych w grupie 68 pacjen-
téw z udarem moézgu i stenoza tetnicy szyjnej we-
wnetrznej przekraczajaca 50%. Wykazali znaczaca
statystycznie r6znice pod wzgledem wystepowa-
nia homozygot DD, zar6wno w grupie chorych ze
zwezona tetnica szyjna, jak i w grupie pacjentéow
z udarem. Wnioskowali, ze polimorfizm DD jest
czynnikiem ryzyka w rozwoju zwezenia tetnicy
oraz w udarach moézgu. Peterlin i wsp. [19] nie
stwierdzili znamiennych réznic i wnioskowali, ze
polimorfizm I/D ACE nie jest czynnikiem ryzyka
dla grupy Stowian z udarem mézgu. Jiang [20]
badatl polimorfizm angiotensynogenu (AGT) i ACE
I/D u 257 pacjentéw z samoistnym nadci$nieniem
tetniczym oraz u 218 chorych na nadci$nienie
z udarem mézgu, w tym u 131 z udarem krwotocz-
nym iu 87 z niedokrwiennym. Wykazano czestszy
polimorfizm delecyjny ACE DD w udarze niedo-
krwiennym niz w udarze krwotocznym i nadcis-
nieniu. Wyniki wskazywaly, ze polimorfizm DD
jest jednym z czynnikow ryzyka niedokrwiennego
udaru moézgu u osoby z nadci$nieniem tetniczym
w populacji Chinczykéw. Nie wykazano réznicy
pod wzgledem wystepowania polimorfizmu genu
AGT. Lin i wsp. [21] badali zalezno$¢ polimorfi-
zmu delecyjnego ACE w chorobach naczyniowych
mozgu w populacji japoniskiej i kaukaskiej na Taj-
wanie. Nie wykazali oni znamiennej statystycznie
ré6znicy w zakresie wystepowania genotypu DD
w grupie pacjentéw z udarem mézgu w poréwna-
niu z grupa kontrola i wnioskowali, ze polimorfizm
DD nie odgrywa znaczacej roli w patogenezie cho-
réb naczyniowych mézgu.

Whioski

Zaréwno wyniki autoréw, jak i wnioski wiek-
szo$ci badaczy wskazuja na brak korelacji miedzy
typem polimorfizmu ACE a wystepowaniem uda-
ru moézgu. Polimorfizm ten nie odgrywa znaczacej
roli w patogenezie udaréw maézgowych.
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