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WPROWADZENIE

Znaczenie miazdzycy

Powiktania miazdzycy naczyn tetniczych odpowiadaja za 42% zgondéw w Unii
Europejskiej 1 48% w populacji Polskiej. Choroba niedokrwienna serca oraz udar mozgu,
bedace najczestszymi manifestacjami klinicznymi miazdzycy, zajmuja dwa pierwsze miejsca
wsrod wszytkich przyczyn zgonow w Unii Europejskiej [1]. Tylko choroba niedokrwienna
serca, jest odpowiedzialna za okoto 40 tys. zgonow 1 230 tys. hospitalizacji rocznie w Polsce.
Co piaty zgon z tego powodu dotyczy 0sob ponizej 65 roku zycia [2,3]. Dzigki intensywnemu
rozwojowi metod profilaktyki i leczenia, $miertelno$¢ z powodu choroby niedokrwiennej
serca systematycznie si¢ obniza [4]. Wraz z rozpowszechnieniem interwencji na naczyniach
wiencowych, lekow fibrynolitycznych, leczenia przeciwzakrzepowego i prewencji wtornej,
$miertelno$¢ w pierwszym miesigcu po zawale serca zmniejszyla si¢ od potowy lat 80-tych z
16%, do 4-6% obecnie [5]. Pomimo to, choroby naczyn t¢tniczych sa obecnie najwigkszym

problemem zdrowotnym w Polsce, jak i w calej Unii Europejskiej.

Choroba niedokrwienna serca

Pojecie ,,choroba niedokrwienna serca” obejmuje wszystkie stany niedokrwienia
migs$nia sercowego, bez wzgledu na patomechanizm. Termin ,,choroba wiencowa” jest
pojeciem wezszym, odnosi si¢ do stanow niedokrwienia migénia sercowego, zwigzanych ze
zmianami w tetnicach wiencowych, powodujgcymi uposledzenie perfuzji migsnia sercowego.
Podziat kliniczny choroby wiencowej wyrdznia stabilne zespoty wiencowe: dtawice piersiowg
stabilng, sercowy zespot X, dtawice zwigzang z mostkami migsniowymi nad tetnicami

wiencowymi oraz ostre zespoly wiencowe (z uniesieniem odcinka ST i bez uniesienia odcinka
ST) [6].

Czynniki srodowiskowe i genetyczne miazdzycy

Za zwigkszenie ryzyka rozwoju miazdzycy oraz jej powiklan, odpowiadaja zarowno
czynniki srodowiskowe, jak i genetyczne. Wptyw i znaczenie czynnikéw $rodowiskowych
jest stosunkowo dobrze poznany. Liczne badania wykazaly, ze takie czynniki ryzyka, jak
cukrzyca, nadcisnienie tetnicze, hypercholesterolemia, otylo$¢ przyczyniajg si¢ do rozwoju

miazdzycy [7,8].



Pomimo istotnego wptywu czynnikéw srodowiskowych, obciazajacy wywiad
rodzinny w kierunku chorob uktadu sercowo-naczyniowego, pozostaje niezaleznym
czynnikiem ryzyka, sugerujac istnienie genéw zwigkszajacych ryzyko rozwoju miazdzycy
[9]. Najczesciej spotykang ogolng miarg wptywu czynnikow genetycznych na badang ceche,
jest jej dziedziczno$é (ang. heritability, h?), czyli ta cze$é zmiennosci fenotypowej, ktora
zostata wywolana przez czynniki genetyczne. Na podstawie szwedzkiego rejestru,
obejmujgcego obserwacje 20 tysiecy par bliznigt przez 36 lat, dziedzicznos¢ dtawicy
piersiowej szacuje si¢ na 39% u mezczyzn 1 43% u kobiet, a dziedziczno$¢ zgonu z przyczyn
sercowo-naczyniowych na 38% u m¢zczyzn i az 57% u kobiet [10].

Istnieja rzadkie przyczyny monogenowe miazdzycy np. hipercholesterolemia rodzinna
(dotychczas opisano kilkaset roznych mutacji w obrebie genu receptora LDL), rodzinna
hyperlipidemia (spowodowana mutacjag w genie cytochromu 450 CYP7AL), rodzinny defekt
apolipoproteiny B, homocystynuria (mutacja enzymu - syntazy B-cystationionowej), choroba
Tangierska (mutacja w genie ATP-binding cassette-1) oraz rodzinnie wystepujgca postaé
choroby wiencowej spowodowana mutacja genu MEF2A (ang. Myocyte-specific enhancer
factor 2A), kodujacego czynnik transkrypcyjny regulujacy ekspresje biatek srodbtonka tetnic
wiencowych) [6,11,12]. W postaciach monogenowych, to podtoze genetyczne w najwigkszym
stopniu determinuje rozwoj miazdzycy, a udziat czynnikow srodowiskowych ma ograniczone
znaczenie. W obrazie klinicznym charakterystyczne jest przedwczesne wystgpowanie
miazdzycy oraz jej powiktan [13].

Wplyw czynnikow genetycznych na rozw6j miazdzycy, przejawia si¢ najczesciej, W
dziataniu wielu genéw, z ktorych kazdy wykazuje stosunkowo niewielki efekt dziatania,
modyfikowany przez czynniki srodowiskowe [14,15]. Wigkszo$¢ prowadzonych obecnie
badan skupia si¢ na roli zmiennosci genetycznej. Polimorfizm genetyczny oznacza
wystepowanie w populacji dwoch lub wiecej postaci danego genu (alleli), z czestoscia
wyzsza, niz wynikajaca z samej mutacji. Zaktada si¢ arbitralnie, ze najrzadszy wariant
alleliczny w danym locus, wystepuje W populacji z czestoscig wigksza niz 1% [16].

Najczestsza postacig polimorfizmu genetycznego, wystepujaca z czgstoscia 1 na 1200
par zasad i odpowiadajaca za ok. 90% zmienno$ci W ludzkim genomie, jest polimorfizm
pojedynczego nukleotydu (Single Nucleotide Polymorphism — SNP), w ktérym zmiana
dotyczy jednego nukleotydu [17,18].



W projekcie mapy zmiennosci ludzkiego genomu — HapMap (faza 3), zgenotypowano
dotychczas ok. 1,5 miliona polimorfizmoéow, wsrod 1387 osob nalezacych do 11 populacji m.in
zachodnioeuropejskiej, nigeryjskiej, kenijskiej, meksykanskiej, japonskiej i chinskiej [18,19].

Jedng z pierwszych chorob, ktorej etiologi¢ ustalono dzigki badaniom nad
polimorfizmem gendw, jest zwyrodnienie plamki zottej (Age-Related Macular Degeneration;
AMD), bedace w krajach rozwinietych najczestsza przyczyny slepoty oséb w podeszitym
wieku. Wykazano, ze obecno$¢ allelu C rs380390 lub allelu C rs1329428, w genie dla
czynnika H dopelniacza, zwicksza 4,6-krotnie szanse wystgpienia AMD. Obecnos$¢
wspomnianych alleli w sekwencjach kodujacych genu prowadzi do zmiany struktury biatka i
jego funkcji, a w konsekwencji do nieprawidlowego funkcjonowanie uktadu dopetniacza [20].
Obecnie w I fazie badan klinicznych znajduja si¢ swoiste leki bazujace na tym odkryciu, takie
jak POT-4 firmy Potentia Pharmaceuticals i ARC1905 firmy Ophthotec [21].

W badaniach nad rolg polimorfizmu pojedynczych nukleotydow, wykorzystywane sg
najczesciej dwa typy analiz: analiza sprzezen (linkage analysis) i analiza zwigzku (association
study, case-control study). Analiza sprzezen oparta jest na obserwacji, ze w trakcie procesu
,»crossing over”, zachodzgcego w mejozie, markery genetyczne dziedzicza si¢, zaleznie od
odlegtosci od weztdw rekombinacji tzw. ,,recombination hotspots”. W przypadku bliskiego
potozenia markerow, prawdopodobienstwo ich niezaleznego rodziatu, jest niskie. Oceniajgc
dziedziczenie panelu markerow, u cztonkow rodzin z dang chorobg genetyczng, mozliwe jest
wykrycie, ktore z markeréw znajduja si¢ w bliskosci fizycznej poszukiwanego genu choroby
[22-24]. Analiza sprzg¢zen odegrata kluczowa role w identyfikacji loci choréb
jednogenowych, jednak w przypadku choréb wielogenowych, wyzszg moc wykazujg badania
zwigzku [15]. W badaniach zwiazku, poroéwnuje si¢ czesto$¢ wystepowania okreslonych alleli
danego genu kandydata, w grupie niespokrewnionych chorych i w grupie kontrolnej [14, 22-
24]. Do niedawna dominowaty badania genow kandydatow wyznaczonych na podstawie
roznych przestanek patofizjologicznych. W przypadku miazdzycy 1 jej powiktan byly to geny
regulujgce: metabolizm lipidow, rownowage uktadu krzepnigcia i fibrynolizy, zapalenie,
funkcje naczyn i ptytek krwi [25-28]. Liczne prace, oparte na niewielkich populacjach,
sugerowaly rol¢ polimorfizmu genu: protrombiny, czynnika V Leiden, czynnika VI,
promotora inhibitora aktywatora plazminogenu typu 1, glikoproteiny Ib i I1b, trombopoetyny,
syntazy tlenku azotu, apolipoproteiny-B i apolipoproteiny-E, selektyny-E, CD-14, adhezyny
PECAM-1 [25].



Probe potwierdzenia znaczenia opisywanych w literaturze genow, podjeto w ramieniu
genetycznym badania INTERHEART, obejmujacym 8579 oséb, gdzie analizowano zwigzek
1536 polimorfizmow zlokalizowanych w 103 genach, z ryzykiem zawatu serca. Znamiennos¢
statystyczng, wykazano jedynie w przypadku polimorfizmow genu: apolipoproteiny B,
apolipoproteiny E2 oraz receptora LDL [29]. W opublikowanej w 2006 roku metaanalizie 340
badan, w ktérych wzigto udzial tacznie 248000 pacjentow, wykazano zwigzek 15
polimorfizméw, z ryzykiem rozwoju choroby niedokrwiennej serca i zawatu serca. Byly to
warianty genow dla ACE, receptora AT1, biatka przenoszacego estry cholesterolu,
apolipoproteiny-B, apolipoproteiny E, lipazy lipoproteinowej, paraoksynazy 1, promotora
inhibitora aktywatora plazminogenu — 1, syntazy tlenku azotu, reduktazy MTHF.
Ograniczeniem pracy byta znaczna niejednorodnos¢ badan [30].

Obecnie najwazniejszg metodg badan nad podtozem genetycznym zmiennos$ci cech
osobniczych (np. wzrostu, ciSnienia t¢tniczego), predyspozycji do wystgpowania chordb oraz
odpowiedzi na leczenie, stanowig badania asocjacyjne catego genomu - Genome Wide
Association Studies (GWAS). Wysoka przepustowos¢ GWAS, pozwala na oceng
dziesigtkow tysiecy polimorfizmow, w populacjach liczacych tysiace chorych [31]. Baza
danych opublikowanych GWAS obejmuje 1181 badan i 5907 polimorfizmoéow (stan na
24.02.2012) [32]. Dzigki zastosowaniu tej metody, od 2007 roku do 2012, odkryto 35
polimorfizmoéw odpowiadajacych za 13 procent dziedzicznosci choroby niedokrwiennej serca
[33]. Badania GWAS nie potwierdzily zwigzku z rozwojem miazdzycy te¢tnic wiencowych
wigkszos$ci opisywanych w literaturze genow kandydatow [30,33]. Najwyzsza powtarzalno$¢
badan GWAS, dotyczacych choroby niedokrwiennej serca, cechuje polimorfizm rs1333049
znajdujacy si¢ na krotkim ramieniu chromosomu 9 (9p21.3) [35-38]. W metanalizie 7 badan
obejmujacej 12004 chorych i 28949 0s6b w grupie kontrolnej wykazano, ze obecnos¢ allelu C
rs1333049, zwieksza ryzyko choroby niedokrwiennej serca 1,6-krotnie u homozygot i 1,3-
krotnie u heterozygot [39]. Czgstos¢ wystgpowania w populacji jednej kopii alelu C jest
szacowana na 50%, a dwoch kopi na 25% [37].

Istnieje niewiele badan, w ktorych analizowano wptyw czynnikow genetycznych na
lokalizacje i zaawansowanie zmian miazdzycowych, w angiografii tetnic wiencowych. W
badaniach nad dziedzicznoscig choroby naczyn wiencowych u bliznigt wykazano, ze
obecnos¢ blaszek miazdzycowych w czesciach proksymalnych naczyn, morfologia zmian i
obecno$¢ zwapnien, sa w znacznej mierze cechami dziedzicznymi, natomiast liczba zaj¢tych

naczyn oraz lokalizacja blaszek miazdzycowych w czesciach dystalnych naczyn to cechy,



ktore dziedzicza si¢ w niewielkim stopniu [40]. Wykazano, ze allel C rs1333049, zwigksza
ryzyko zaawansowanych zmian miazdzycowych - zajecia pnia lewej tetnicy wiencowej oraz
choroby troéjnaczyniowej, prawdopodobnie poprzez wzrost objetosci blaszek miazdzycowych,
bez istotnego wptywu na ryzyko ich destabilizacji [41]. Mechanizm zwig¢kszenia ryzyka
choroby niedokrwiennej serca przez polimorfizmy 9p.21 jest niejasny, poniewaz rejon ten nie
zawiera sekwencji kodujacych. Sugerowane jest zaburzenie funkcji genow lezacych w
sasiedztwie — CDKN2B, CDKNZ2A, bedacych regulatorami cyklu komorkowego, genu
kodujacego fosforylaze metyltioadenozyny - enzymu metabolizmu puryn oraz genow
regulujacych reaktywno$¢ ptytek krwi [42,43]. Wigkszos$¢ z 35 polimorfizméw odkrytych w
badaniach GWAS, trudno powiaza¢ z konkretnym mechanizmem patofizjologicznym, ktory
tlumaczytby zwigkszone ryzyko rozwoju choroby niedokrwiennej serca [33]. Proponowana
jest rola mechanizmow regulujacych ,,cis”, mogacych zmienia¢ poziom ekspresji genéw w
odleglych rejonach genomu [44].

Badania nad podtozem genetycznym chordb ztozonych, jako badania retrospektywne,
dla oceny wielkosci efektu, najczesciej postuguja sie pojeciem ilorazu szans (,,0dds ratio” -
OR), bedacego ilorazem szansy wystapienia okreslonego stanu klinicznego w grupie
eksponowanej i grupie kontrolnej [45]. Dotychczas poznane polimorfizmy zwigkszaja szanse
wystapienia choroby niedokrwiennej serca nieznacznie (OR 1,07-1,92). Wielkos¢ efektu jest
typowa dla choréb ztozonych, w ktorych poszczegdlne geny i polimorfizmy, wykazuja
stosunkowo niewielki efekt dzialania, sumujacy si¢ przy okreslonym genotypie i podlegajacy
wplywowi czynnikow srodowiskowych [17, 33].

Wptyw czynikéw genetycznych i §rodkowiskowych w rozwoju choroby
niedokrwiennej serca jest wzajemny. Czynniki genetyczne moga decydowac o stopniu
nasilenia $srodowiskowych czynnikow ryzyka i odpowiedzi na nie, a czynniki srodowiskowe
modyfikowa¢ efekt gendéw. Model obejmujacy 95 polimorfizmoéw ttumaczy ok. 13%
zmiennosci stezenia frakcji LDL [46]. Polimorfizm genu TRIB1 (Drosophila tribbles
homologue), regulujacego kaskade kinaz aktywowanych mitogenami, decyduje o st¢zeniu
frakcji LDL, HDL i trojglicerydow [46]. Zmienno$¢ w obrebie genu 17-a hydroksylazy
(CYP17A1), koreluje z wysokoscia skurczowego ci$nienia tgtniczego [47]. Obecnos¢ allelu A
w pozycji 20210 genu protrombiny, zwigksza 11-krotnie ryzyko zawatu serca
niezakonczonego zgonem, w grupie kobiet z nadci$nieniem tetniczym, stosujagcych

hormonalng terapi¢ zastepcza [48].



W grupie 0sob palacych papierosy, ponizej 68 roku zycia, genotyp DD w genie dla
enzymu konwertujgcego angiotensyng¢ (polimorfizm 1/D), wigze si¢ z 5-krotnie wickszym
ryzykiem zawatu serca [49]. W metanalizie oceniajgcej predyspozycje genetyczne
uzaleznienia od tytoniu, obejmujacej ponad 140000 badanych, z rozpoczeciem palenia
korelowato 8 polimorfizméw mi.n. w obrgbie genu neurotrofiny (BDNF). Polimorfizm w
sgsiedztwie genu beta-hydroksylazy dopaminy wptywat na prawdopodobienstwo zaprzestania
palenia, a polimorfizmy genu receptora nikotynowego CHRN3 oraz regionu 10925, 9913
mialy zwigzek z liczbg wypalanych codziennie papieroséw [50]. Badania przeprowadzone
wsrod sportowcow wskazuja, ze polimorfizm I/D genu enzymu konwertujacego angiotensyng
odpowiada za zdolno$¢ do dhugotrwalego wysitku u biegaczy dlugodystansowych i
himalaistow [51]. Dla wigkszosci polimorfizméw opisanych w badaniach GWAS (22 z 34)
nie obserwuje si¢ jednak zwigzku z klasycznymi czynnikami ryzyka [33].

Dalszego postepu w badaniach nad zmienno$cig genetyczna, a takze regulacja
ekspresji genow, epigenetyka, transkryptomika, mozna oczekiwac, dzigki zastosowaniu nowe;j
generacji metod sekwencjonowania - Next-Generation Sequencing (NGS), cechujacych si¢
niezwykle wysoka przepustowoscig [34]. NGS umozliwiajg istotng redukcje kosztu
sekwencjonowania calego genomu, z 70 milionow dolaréw przy zastosowaniu metod
pierwszej generacji np. metody Sangera, do kilkudziesigciu tysiecy dolaréw, przy
wykorzystaniu aparatow NGS, takich jak: GAllx (llumina), GS-FLX Titanum (454
Sequencing), SOLID 3 (Applied Biosystems), Single Molecule Sequencer (Helicos) [35].

W drugiej polowie 2012 roku w sprzedazy pojawi si¢ System Gridlon firmy Oxford
Nanopore Technologies, umozliwiajacy zsekwencjonowanie ludzkiego genomu w 15 minut.
System Minlon tej samej firmy, zminiaturyzowany do wielko$ci pamieci USB, umozliwia w
cenie 900 dolar6w, sekwencjonowanie dziesigtek miliondw par zasad. Systemy Oxford
Nanopore wykorzystuja zjawisko zmian w potencjale elektrycznym bton polimerowych,

podczas trasnportu nici DNA, przez biatkowe kanaty (nanopory) obecne w btonie [144].
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Znaczenie kliniczne badan nad uwarunkowaniami genetycznymi miazdzycy i jej
powiklan

Najczestszy typ zmienno$ci genetycznej w ludzkim genomie, jakim jest polimorfizm
pojedynczego nukleotydu, prawdopodobnie odgrywa role na kazdym etapie rozwoju choroby
niedokrwiennej serca: od fazy narazenia na czynniki ryzyka, przez okres bezobjawowy, po
manifestacje kliniczng oraz rozw6j powiktan, decyduje takze o odpowiedzi na leczenie
[33,46,47]. Testy genetyczne, oparte na analizie polimorfizméw genu, mogg postuzy¢ do
potwierdzenia diagnozy, przewidywania ryzyka rozwoju choroby, wykrycia bezobjawowego
nosicielstwa genéw ryzyka oraz oceny skutecznos$ci profilaktyki i leczenia. Ztozone podtoze
genetyczne choroby niedokrwiennej serca wskazuje na ograniczong mozliwos¢ zastosowania

swoistych metod leczenia [33].

Ocena ryzyka sercowo-naczyniowego

Pula polimorfizméw moze stanowi¢ podstawowy czynnik etiologiczny choroby
niedokrwiennej serca [33]. Dla wigkszos$ci choréb ztozonych zidentyfikowano dotychczas
od 10 do 30 polimorfizmoéw ryzyka, jednak skale ryzyka oparte na wiaczeniu znanych SNP do
dotychczas stosowanych modeli, wigza si¢ z niewielka lub umiarkowang poprawa zdolno$ci
predykcyjnej skal dla indywidualnych pacjentow [52,53].

W modelu Malmé Diet and Cancer Study, zawierajacym 9 polimorfizmow
korelujacych, ze stezeniem cholesterolu frakcji LDL i HDL, wraz ze wzrostem liczby alleli
ryzyka obserowano liniowy wzost stezenia frakcji LDL, spadek st¢zenia frakcji HDL oraz
zwigkszenie ryzyka choroby niedokrwiennej serca [54].

W innym, skandynawskim badaniu prospektywym, obejmujacym 30725 uczestnikow
bez jawnej choroby uktadu sercowo-naczyniowego, oceniano warto$¢ predykcyjng panelu 13
polimorfizméw, wykazujacych silny zwigzek z chorobg niedokrwienng serca. W 10-letnim
okresie obserwacji, w podgrupie z przewidywanym najwyzszym ryzykiem genetycznym, w
oparciu o panel, czestos¢ wystepowania choroby niedokrwiennej serca byta o 70% wyzsza,
niezaleznie od wptywu klasycznych czynnikow ryzyka [55].

W modelu konsorcjum Wellcome Trust Case-Control, zawierajacym 9
polimorfizméw, czestos¢ wystepowania choroby niedokrwiennej serca w badanej grupie,
wzrastata proporcjonalnie do liczby alleli ryzyka. W grupie najwyzszego ryzyka iloraz szans
wynosit 2,2. Wzrost ryzyka choroby niedokrwiennej serca w modelu byt niezalezny od
klasycznych czynnikow ryzyka sercowo-naczyniowego [56].
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Farmakogenomika

Indywidualizacja terapii farmakologicznej choroby niedokrwiennej serca, w
zalezno$ci od genotypu pacjenta, stwarza nadziej¢ na zwickszenie skutecznosci i zmniejszenie
ryzyka dziatan ubocznych leczenia oraz optymalizacje¢ czasu stosowania terapii.

Dostepne dane dotyczace redukcji ryzyka zawatu serca i udaru mozgu sa
niejednoznaczne, z powodu niskiej powtarzalno$¢ badan [57,58]. W badaniu, do ktorego
wigczono 1038 chorych z nadci$nieniem tetniczym, polimorfizm Tryp460Gly genu alfa-
adducyny, regulujacego reabsorpcje nerkowg sodu wigzat si¢ ze zmniejszeniem ryzyka
zawatu serca niezakonczonego zgonem i udaru moézgu w odpowiedzi na leczenie diuretykami
(OR, 0.49; 95% CI, 0.32-0.77). Zaleznosci takiej nie obserwowano dla innych grup lekow
hypotensyjnych [57]. W najwigkszym, badaniu z zakresu farmakogenomiki GenHAT
(Genetics of Hypertension Associated Treatment) przeprowadzonym na grupie 42418 chorych
z nadcis$nieniem tetniczym, oceniano wptyw polimorfizméw gendéw uktadu renina-
angiotenzyna-aldosteron oraz genéw regulujacych homeostazg sodowa, funkcje srodbtonka,
gospodarke lipidowa, oporno$¢ na insuling, na odpowiedz na rézne grupy lekow
hypotensyjnych [58]. Nie potwierdzono wptywu polimorfizmu Tryp460Gly genu alfa-
adducyny oraz sposobu leczenia hypotensyjnego (chlortalidon, amlodypina, lizynopril,
doksazosyna) na czgsto$¢ wystgpowania choroby niedokrwiennej serca [59]. Wykazano
natomiast, ze leczenie lizynoprilem, w porownaniu z leczeniem amlodypina, w grupie
chorych z polimorfizmem 455G>A genu fibrynogenu beta, zwigkszato ryzyka udaru mozgu
[60]. Genotyp TT polimorfizmu T2238C w obrgbie genu NPPA, kodujacego przedsionkowy
peptyd natriuretyczny, wigzat si¢ z korzystniejszym rokowaniem, w przypadku leczenia
blokerem kanalu wapniowego, obecnos¢ allelu C determinowata lepsza odpowiedz
terapeutyczng na diuretyki [61].

Liczne prace oceniajg wptyw farmakoterapii 1 genotypu na drugorz¢gdowe punkty
koncowe, bedace uznanymi czynnikami ryzyka sercowo-naczyniowego np. przerost migsnia
lewej komory czy biatkomocz. W badaniu EUCLID, obejmujagcym 530 chorych z cukrzyca
typu 1, genotyp Il w genie dla enzymu konwertujacego angiotensyne (polimorfizmu 1/D
ACE), wiazat si¢ z najwigksza redukcja albuminurii, w trakcie leczenia lizynoprylem [62]. W
grupie chorych po przeszczepie nerki, z nadcisnieniem tetniczym leczonym lizynoprylem,
obecnos¢ genotypu DD ACE byt niezaleznym czynnikiem wielkosci redukcji przerostu

mig$nia lewej komory [63].
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Znajomo$¢ czynnikéw genetycznych determinujacych farmakokinetyke i
farmakodynamike leku, moze zmniejszy¢ ryzyko istotnych dziatan ubocznych, czgstosé
hospitalizacji, wptywajac na rokowanie i jakos$¢ zycia chorych. Wykazano, ze obecno$¢
wariantow CYP2C9*2 1 CYP2C9*3 cytochromu P450, wigze si¢ ze zmniejszeniem
aktywnosci enzymatycznej cytochromu do 12% i 5%, w stosunku do najczestszego allelu
CYP2C9*1. Stosowanie warfaryny w standardowych dawkach, u pacjentow z wariantami
CYP2C9*2 i CYP2C9*3 zwigksza ryzyko krwawienia, Z powodu zahamowania rozktadu
enancjomeru S-warfaryny i wzrostu jego stezenia we krwi [64,65]. Szacuje sie, ze obecno$¢
genotypow CYP2C9 i reduktazy epoksydu witaminy K (VKORCL1) odpowiada za 35 do 50%
zmiennosci w ostatecznej dawce warfaryny [66]. Skonstruowanie haplotypow, na bazie 10
polimorfizméw VKORCI, pozwala na stratyfikacj¢ pacjentéw z niskim i wysokim
zapotrzebowaniem na warfaryng [67]. W badaniu Medco-Mayo Warfarin Effectiveness Study
wykazano, ze leczenie przeciwkrzepliwe chorych, u ktoérych znano genotyp CYP2C9 i
VKORC1, wigzato si¢ ze zmniejszeniem ryzyka hospitalizacji z powodu krwawienia o 28% w
trakcie 6 miesigcy obserwacji [65,68]. Wyniki badania doprowadzily do zmian zalecen

dotyczacych bezpieczenstwa stosowania warfaryny przez Amerykanska Agencje¢ ds. Lekow

(FDA) [31].

Terapia genowa

Wiedza o mechanizmach genetycznych rozwoju choroby niedokrwiennej serca, daje
nadzieje nie tylko na optymalizacje juz istniejacej farmakoterapii, ale takze na ich
modyfikacj¢ za pomoca terapii genowej. Wyniki dotychczas przeprowadzonych badan, z
zastosowaniem terapii genowej, sa niejednoznaczne. W wigkszo$ci badan obserwowano
korzystny wptyw na takie parametry jak: perfuzja migsnia sercowego oceniana metoda
SPECT i zapotrzebowaniem na azotany, tolerancja wysitku, grubo$¢ i lokalna kurczliwo$¢
migs$nia sercowego w rezonansie magnetycznym serca, jako$¢ zycia; cze$¢ badan nie
wykazywata korzysci wzgledem placebo [69-71].

W niedawno zakonczonym polskim badaniu VIF-CAD (Angiogenesis Using VEGF-
A165/bFGF Plasmid Delivered Percutaneously in No-option CAD Patients ), pacjentom z
zaawansowang chorobg wiencowa, ktorzy otrzymywali optymalne leczenie farmakologiczne,
zgodne z zaleceniami Europejskiego Towarzystwa Kardiologicznego i1 nie kwalifikowali si¢
do rewaskularyzacji metodami standardowymi, podawano w trakcie cewnikowania serca do
migsnia lewej komory, plazmid zawierajacy czynniki wzrostu naczyn - VEGF i FGF.
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W obserwacji jednorocznej, terapia genowa nie spowodowata poprawy perfuzji
migsnia sercowego ocenianej metoda SPECT, obserwowano jedynie poprawe tolerancji

wysitku i zmniejszenie nasilenia objawow klinicznych choroby wiencowej [21,72].

Rewaskularyzacja mig¢snia sercowego

W wybranych grupach chorych z chorobg niedokrwienng serca, rewaskularyzacja
naczyn wiencowych poprawia rokowanie 1 jakos¢ zycia, w poroéwnaniu z leczeniem
farmakologicznym [5,73]. Aktualne wytyczne dotyczace rewaskularyzacji mi¢$nia sercowego
w stabilnej dtawicy piersiowej, uznaja za istotne hemodynamicznie, zmiany powodujace
redukcj¢ $wiatta naczynia o ponad 50%, jezeli udokumentowano niedokrwienia badaniami
nieinwazyjnymi lub wykazano istotne zmniejszenie rezerwy wiencowej metoda FFR
(fractional flow reserve) [73]. Obok rozlegtosci niedokrwienia, do najwazniejszych
czynnikow decydujacych o wyborze metody rewaskularyzacji tgtnic wiencowych, nalezy
lokalizacja zmian miazdzycowych. Angioplastyka naczyn wiencowych (PCI) jest
preferowang metoda w zawale serca, a wsrdd chorych ze stabilng choroba wiencowa, w
przypadku choroby jedno- lub dwunaczyniowej, nicobejmujacej poczatkowego odcinka gatezi
migdzykomorowej przedniej. Pomostowanie aortalno-wiencowe (CABG) wykazuje przewage
nad PCI, u chorych z zaj¢ciem pnia lewej tetnicy wiencowej lub proksymalnego odcinka
gatezi migdzykomorowej przedniej, chorobg wielonaczyniowa, cukrzyca lub przewlekta
chorobg nerek [73]. Badania genetyczne moga mie¢ znaczenie w wyborze metody terapii.
Polimorfizmy rejonu 9p21 koreluja z obecnoscia najbardziej zaawansowanych form choroby
wiencowej - zajgciem pnia lewej tetnicy wiencowej oraz chorobg trgjnaczyniowg, w ktorych
preferowang metoda leczenia jest pomostowanie aortalno-wiencowe [41].

Istotnym ograniczeniem angioplastyki wiencowej jest nawrdt zwezenia poszerzanej
tetnicy (restenoza) i konieczno$¢ ponownej rewaskularyzacji. Znanymi czynnikami ryzyka
restenozy sg m.in. cukrzyca, stosowanie stentow metalowych, liczba stentow oraz srednica
stentu ponizej 3mm [74]. Mechanizmy genetyczne mogace decydowac o odpowiedzi zapalnej
na wszczepienie stentu i ryzyko restenozy w stencie sg stabo poznane. Sugerowana jest rola
polimorfizmu genu receptora adrenergicznego beta-2 (ADRB2), czynnika stymulujacego

wzrost granulocytow i makrofagow (CSF2), chemokiny CCL11 oraz receptora CD14 [75].
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Patogeneza miazdzycy

Obecne koncepcje procesu miazdzycowego naczyn krwionosnych uznaja kluczowa
role procesu zapalnego, w ktorym mechanizmy immunologiczne wspétdziatajg z czynnikami
metabolicznymi, w zapoczatkowaniu i rozwoju zmian [7, 76-77].

W procesie powstawania blaszki miazdzycowej mozna wyr6znic szereg etapow [76].
Pasma tluszczowe (ang. ,.fatty streaks’) obecne w btonie wewnetrzne;j tetnic, stanowia
najwczesniej rozpoznawalng makroskopowo zmiane miazdzycows, obecng juz w badaniach
autopsyjnych u dzieci. Rozwoj pasm ttuszczowych jest zwigzany z ogniskowym odktadaniem
si¢ lipidow, wywodzacych si¢ gtéwnie z lipoprotein osocza [76]. Przedostajace si¢ do intimy
lipoproteiny, w szczegolnosci frakcji LDL, moga ulec modyfikacji, prowadzac do powstania
silnie aterogennych utlenowanych czasteczek ox-LDL. W przestrzeni podsrodbtonkowe;,
dochodzi do kontaktu zmodyfikowanych czasteczek LDL z siecig immunokompetentych
komorek, rozpoznajacych sygnaty zagrozenia [77, 78]. Wytworzony przez nie gradient
chemotaktyczny przyciaga z krwi do $ciany tetnicy monocyty, komoérki immunologiczne i
komorki macierzyste [76-79]. Kaskada reakcji zapalnych oraz wychwyt ox-LDL przez
makrofagi, prowadzi do powstawania komoérek piankowatych (ang. ,,foam cells”), tworzacych
pasma thuszczowe i ostatecznie rdzen lipidowy blaszki miazdzycowej [76, 80]. Rdzen
lipidowy dojrzatych blaszek miazdzycowych, zostaje pokryty od strony §wiatla naczynia
przez czapeczke widknistg (ang. fibrous cap) zbudowang z komoérek migsniowki gladkie;j,
macierzy pozakomoérkowej, komorek zapalnych 1 ich mediatorow. Neowaluskaryzacja rdzenia
blaszki przez naczynia przydanki, rozwoj naciekow zapalnych w regionie brzezych, prowadzi
do powstania tzw. zmian ztozonych (ang. ,,complicated lesion”) [76, 79]. Blaszki
miazdzycowe o tym charakterze wykazuja zwigkszone ryzyko pgknigcia w pordwnaniu z
blaszkami wtoknisto-ttuszczowymi. Pe¢kajaca blaszka, uwalniajac trombogenng zawarto$é
prowadzi do powstania zakrzepu 1 zatoru t¢tniczego, ktorego konsekwencja kliniczng moze
by¢ zawal serca, udar mozgu [76].

Zapalenie rozumiane, jako ztozony uktad interakcji pomi¢dzy czynnikami
rozpuszczalnymi i komorkami, powstajacy w tkance w odpowiedzi na uraz, zakazenie,
niedokrwienie, uszkodzenie toksyczne lub autoimmunologiczne, odgrywa role na kazdym
etapie rozwoju blaszki miazdzycowej [81]. Kluczowy w poczatkowym etapie rozwoju zmian
miazdzycowych proces migracji i roznicowania si¢ monocytow w makrofagi i ostatecznie
komorki piankowate, jest zalezny od wielu cytokin i czynnikow wzrostu, produkowanych
przez zmieniony zapalnie §rodbtonek [76].
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Aktywowany, zmieniony prozapalnie srodbtonek wykazuje ekspresje cytokin (m.in.
biatka chemotaktycznego monocytow MCP-1, interleukiny 8), czasteczek adhezyjnych
(migdzykomoérkowych — ICAM-1 oraz naczyniowych VCAM-1, selektyny E i P),
umozliwiajgc rekrutacje limfocytow 1 makrofagow oraz infiltracje warstwy podsrodblonkowej
przez komorki 1 powstanie wezesnych form miazdzycy - pasm thuszczowych [7,82]. Rozwdj
zaawansowanych zmian miazdzycowych jest wynikiem oddziatywania komoérek zapalnych
obecnych w blaszce miazdzycowej -monocytow/makrofagow, limfocytow (T, B, NKT),
komorek dendrytycznych i mastocytow. Wydzielane przez aktywowane komorki proteazy,
poprzez rozktad macierzy pozakomoérkowej, prowadza do ostabienia czapeczki widkniste;,
zwigkszajac prawdopodobienstwo pekniecia blaszki miazdzycowej, powstania zakrzepu i
manifestacji klinicznej [83]. Badania krytycznych zmian, odpowiadajacych za zawat serca,
wykazuja, ze zapalenie jest gldwnym czynnikiem odpowiadajacym za pgknigcie blaszki
miazdzycowej i erozje¢ jej powierzchni [84,85]. Poprzez produkcje¢ czynnikow
prozakrzepowych komorki zapalne nasilajg powstawanie zakrzepu na powierzchni

uszkodzonej blaszki miazdzycowej [ 76-77].

Znaczenie komorek dendrytycznych w rozwoju miazdzycy

Komorki dendrytyczne (DC), naleza do komorek prezentujacych antygen, ktore
rozpoznaja obce 1 potencjalnie niebezpieczne antygeny i prezentuja je w kontekscie antygenu
gtéwnego uktadu zgodnosci tkankowej MHC 11 II, obecnego na ich powierzchni, taczac w
ten sposob cechy komorek odpornosci swoistej i nieswoistej [86].

W 2011 roku Ralph M. Steinman otrzymal nagrode Nobla w dziedzinie fizjologii i medycyny,
za wykazanie roli komorek dendrytycznych w funkcjonowaniu odpornosci [87].

Dojrzewanie DC wigze si¢ ze zwigkszeniem skutecznosci prezentacji antygenu
limfocytom. Dojrzate DC posiadaja receptory chemokinowe (CCR, CXCR- CCR4, CCR7,
CXCR4) oraz wydzielajg liczne chemokiny: CCL19 (C-C motif chemokine 19), MDC
(macrophage-derived chemokine), TRAC (thymus and activation-regulated chemokine),
PARC (thymus and activation-regulated chemokine), IP-10 (interferon gamma-induced
protein 10) [88].

Gen CCR 7 koduje receptor sprzgzony z biatkiem G. Ekspresje receptora stwierdzano
na powierzchni komoérek dendrytycznych, limfocytéw B oraz T. Funkcja biologiczna CCR7
obejmuje: aktywacje limfocytow B oraz T, kontrole migracji limfocytow T do zmienionych
zapalnie tkanek oraz stymulacj¢ dojrzewania komoérek dendrytycznych [89,90].

16



Poprzez receptor CCR7, wirus Epstein-Barr (EBV) wywiera swoj wptyw na limfocyty
B [88]. Chemokiny CCL19 i CCL21 to ligandy dla receptora CCR7, produkowane przez
komorki zrebu weztéw chtonnych [91].

Komérki dendrytyczne moga odgrywac role na wielu etapach rozwoju procesu
miazdzycowego, przy czym istnieja przestanki wskazujace na zardwno na ich pro-, jak i
przeciwmiazdzycowe dziatanie. Zwigkszong liczb¢ DC w $cianie tetnic obserwuje si¢ nie
tylko na wczesnych etapach miazdzycy, ale takze w niezmienionych miazdzycowo
naczyniach, w miejscach poddanych wigkszemu stresowi hemodynamicznemu. Migracji ze
$wiatta naczyn oraz z naczyn przydanki t¢tnic, sprzyjaja zmiany $rodbtonka pod wpltywem
oksydowanego LDL [92]. Komorki dendrytyczne moga takze uczestniczy¢ w destabilizacji
blaszki miazdzycowej. Ponad 90% DC lokalizuje si¢ na brzegach blaszek miazdzycowych, w
miejscu szczegoOlnie narazonym na pegknigcie, przy czym wigkszo$¢ wykazuje cechy

aktywacji, np. ekspresj¢ molekuty CD83 [93].

Rola cytokin, receptora chemokinowego CCR7 oraz ligandu CCL19 w rozwoju
miazdzycy

W ludzkich blaszkach miazdzycowych stwierdzano ekspresj¢ szeregu chemokin:
MCP-1 (monocyte chemotactic protein-1, CCL2); MIP-1a (macrophage inflammatory
proteins-1a, CCL3), RANTES (regulated upon activation, normal T expressed and
presumably secreted; CCL5), CCL19, fraktalkiny (CXCL1), chemokin indukowanych
interferonem (IP-10/CXCL10; Mig/CXCL9) [107,108].

Cytokiny majg kluczowe znaczenie w rozwoju i destabilizacji blaszki miazdzycowe;j:
wplywaja na przepuszczalnos$¢ srodbtonka [94]; ekspresje molekul adhezyjnych [95]
metabolizm lipidow [96]; utlenianie LDL [97], migracj¢ i proliferacje komorek migsniowki
gladkiej [98], regulacje odpowiedzi immunologicznej Th1/Th2 [99], rekrutacj¢ limfocytow
CDA4+ [100], ekspresj¢ metaloproteinaz [101], sktad macierzy pozakomorkowej [102],
neowaskularyzacje blaszki [103], indukcje apoptozy [104], prozakrzepowa czynno$¢
srédblonka [105]. Chemokiny, obok interleukin, interferonow (IFN), czynnikéw wzrostu
(TGF, TNF, CSF), stanowig jedng z klas cytokin, uczestniczacg w komunikacji

miedzykomorkowej, regulacji odpowiedzi immunologicznej oraz zapalenia [106].
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Komorki dendrytyczne, po wychwyceniu antygenéw zagrozenia, produkujg na swej
powierzchni szereg receptoréw, w tym molekuty uktadu MHC i receptor CCR7; nastepnie
zaczynajg wedrowac¢ do weztow chlonnych, zgodnie z rosngcym gradientem chemokin
CCL19i CCL21, gdzie aktywujg limfocyty T [88,109]. W mechanizmie zaleznym od CCR7 i
jego ligandoéw, komorki piankowate, mogg nabywac cech komorek dendrytycznych, i
migrowac z blaszki miazdzycowej, przyczyniajac si¢ do zmniejszenia fadunku cholesterolu w
blaszce. W badaniu w ktorym przeszczepiano zmieniony miazdzycowo tuk aorty od
hiperlipemicznych myszy apoE-KO (bedacych modelem ludzkiej miazdzycy, na podtozu
dyslipidemii) do myszy normolipemicznych lub celem kontroli do innych myszy apoE-KO;
normalizacja lipemii prowadzita do regresji blaszki miazdzycowej, podczas gdy pozostawanie
w srodowisku apoE-KO wywotywato dalsza progresj¢ miazdzycy. W procesie regresji blaszki
miazdzycowej dochodzito do silnej indukcji genu CCR7. Dzigki indukcji CCR7, obladowane
cholesterolem komorki piankowate nabywaty cech komorek dendrytycznych i migrowaty do
weztéw chtonnych. Po zablokowaniu przy pomocy przeciwciat chemokin CCL19 i CCL21 do
regresji blaszki miazdzycowej nie dochodzito [111]. U pacjentéw z chorobg wiencowa, pod
wptywem statyn dojrzewanie komoérek dendrytycznych ulega zahamowaniu, poziom CCR-7

ulega zwigkszeniu, a CCL19 i CCL21 obnizeniu [110].

Dane literaturowe przemawiaja za istotng rolg komorek dendrytycznych w rozwoju
miazdzycy [88-92,109,111]. W moim badaniu zamierzam oceni¢ wptyw zmienno$ci w
obrebie genow regulujacych funkcje komorek dendrytycznych na rozwoj, nasilenie i
lokalizacje zmian miazdzycowych w tetnicach wiencowych, u pacjentow ze stabilng chorobg
niedokrwienng serca. Polimorfizm gendw, poprzez zmian¢ poziomu ekspresji lub
modyfikacj¢ funkcji bialek regulatorowych, moze decydowac¢ o zawarto$ci komorek
dendrytycznych w blaszce miazdzycowej oraz ich zdolno$¢ do migracji z blaszki.
Uwarunkowana genetycznie zmienno$¢ w obrgbie jednego z szlakéw rozwoju miazdzycy,

moze wplywac na nasilenie 1 lokalizacj¢ zmian aterogennych w tetnicach wiencowych.
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CELE PRACY

Przedmiotem pracy jest ocena zwigzku pomiedzy polimorfizmami genu receptora
chemokinowego CCR7 oraz jego ligandu CCL19 a miazdzyca tetnic wiencowych i jej
powiktaniami w populacji pacjentow ze stabilng chorobg niedokrwienng serca,

zakwalifikowanych do planowej koronarografii.

Celem pracy jest:
e ocena czgstosci wystgpowania, stopnia zaawansowania oraz lokalizacji zmian
miazdzycowych w tetnicach wiencowych w badanej populacji
e wyjasnienie czy polimorfizmy wybranych genow regulujacych funkcje komorek
dendrytycznych, sg zwigzane z rozwojem miazdzycy tetnic wiencowych i jej
powiktan

e ocena badanych polimorfizmoéw jako czynnikow ryzyka sercowo-naczyniowego

Hipoteza robocza zaktada, ze badane polimorfizmy lub skonstruowane na ich bazie
haplotypy, maja wptyw na rozwoj, nasilenie i lokalizacj¢ zmian miazdzycowych w tetnicach
wiencowych i ryzyko zawatu serca. Wptyw ten moze wynika¢ ze zmiany poziomu ekspresji
lub modyfikacji funkcji biatek regulujacych zawartos¢ komoérek dendrytycznych w blaszce
miazdzycowej oraz ich migracj¢ z blaszki, co moze determinowac typ zmiany, stopien

krytycznosci zwezenia 1 posrednio stabilnos¢ blaszki miazdzycowe;j
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METODYKA BADAN

Spis tresci:
1. Baza danych klinicznych
. Wybor polimorfizméw genu CCR7 i CCL19
Metoda PCR

2

3

4. Hybrydyzacja typu “reverse dot blot”

5. Analiza polimorfizmu dlugosci fragmentéw restrykcyjnych
6

. Analiza statystyczna

Badanie realizowane jest w Katedrze Farmakologii UJ CM, we wspotpracy z
Zaktadem Hemodynamiki i Angiokardiografii Instytutu Kardiologii CM UJ, kierowanym
przez Pana Prof. dr hab. med. Krzysztofa Zmudke-

Do genotypowania polimorfizméw wykorzystano metod¢ chemiluminescencyjng, w
ktorej stosuje si¢ znakowane sondy specyficzne dla alleli oraz metod¢ analizy dtugosci

fragmentow restrykcyjnych.

Baza danych klinicznych

W projekcie wykorzystano DNA oraz baz¢ danych klinicznych obejmujaca 300
pacjentow z chorobg niedokrwienng serca, u ktérych wykonano planowg koronarografi¢ w
latach 2002-2004, w Zaktadzie Hemodynamiki Instytutu Kardiologii CM UJ Krakowskiego
Szpitala Specjalistycznego im. Jana Pawta II. Wszyscy chorzy wyrazili pisemng zgod¢ na
udzial w badaniu. Badanie posiada zgod¢ komisji bioetycznej Uniwersytetu Jagiellonskiego
nr KBET/88/B/2006

Baza danych klinicznych obejmuje m.in takie dane jak:

e dotychczasowy przebieg choroby niedokrwiennej serca (ilo$¢ przebytych zawatow
serca, klasa CCS),

e czynniki ryzyka miazdzycy (nadci$nienie tetnicze, cukrzyca, hypercholesterolemia,
otylo$¢, palenie tytoniu, dodatni wywiad rodzinny w kierunku choroby
niedokrwiennej serca),

e choroby wspotistniejgce (niewydolno$¢ serca, niewydolno$¢ nerek, zaburzenia rytmu

serca, migotanie przedsionkow),
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e dotychczasowe leczenie farmakologiczne choroby niedokrwiennej serca,
e wyniki wybranych badan laboratoryjnych (stezenie glukozy, frakcji lipidogramu),
e wyniki koronarografii (lokalizacja zmian miazdzycowych i stopien redukcji $rednicy

$wiatla tetnic wiencowych) [3].

Kryteria rozpoznania choréb i czynnikdw ryzyka w oparciu o standardy postgpowania
Polskich Towarzystw Naukowych obejmowaty [3, 112,113]:

e przebyty zawal serca przed przyjeciem do szpitala - rozpoznanie przed przyjeciem do
szpitala na podstawie dokumentacji medycznej chorego lub zapisu EKG
wykazujacego cechy dokonanej martwicy migénia serca

¢ nasilenie dlawicy piersiowej przed przyjeciem do szpitala - wg klasyfikacji CCS
(Canadian Cardiovascular Society)

¢ nadcis$nienie t¢tnicze - rozpoznanie przed przyjeciem do szpitala na podstawie
dokumentacji medycznej chorego

o hipercholesterolemia - st¢zenie cholesterolu catkowitego u chorego > 200 mg% lub
frakcji LDL > 130 mg% (niezaleznie od sposobu leczenia), przed przyjeciem do
szpitala lub w trakcie hospitalizacji

e otylo$¢ - BMI chorego wigksze niz 30 w trakcie hospitalizacji

e palenie tytoniu w przesztosci i aktualnie — na podstawie badania podmiotowego

e obcigzenie rodzinne wczesnym wystgpowaniem w rodzinie choroby niedokrwienne;j
serca (u mezczyzn <55rz, u kobiet <65rz) — na podstawie badania podmiotowego

e cukrzyca, niewydolno$¢ serca, niewydolnos$¢ nerek, zaburzenia rytmu serca, migotanie
przedsionkow - rozpoznanie przed przyjeciem do szpitala na podstawie dokumentacji

medycznej chorego lub w trakcie hospitalizacji
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W ocenie lokalizacji zmian miazdzycowych stosowano podzial anatomiczny tetnic

wiencowych na 15 segmentoéw wg zalecen programu ,,POLKARD” [3, zmod.]:

1 — prawa tetnica wiencowa (RCA) proksymalnie

2 — prawa tetnica wiencowa (RCA) medialnie

3 — prawa tetnica wiencowa (RCA) dystalnie

4 — prawa tetnica wiencowa (RCA) - galaz tylna zstepujaca (PDA)
5 — pien lewej tetnicy wiencowej (LM)

6 — galaz miedzykomorowa przednia (LAD) proksymalnie
7 — gataz miedzykomorowa przednia (LAD) medialnie

8 — gatagz miedzykomorowa przednia (LAD) dystalnie

9 — galaz diagonalna pierwsza (D1)

10 — galaz diagonalna druga (D2)

11 — gataz okalajaca (Cx) proksymalnie

12 — galaz okalajaca pierwsza (OM1)

13 — galaz okalajaca (Cx) po OM1

14 — galaz okalajaca (Cx) — gataz tylno-boczna

15 — gataz okalajaca (Cx) — galaz tylna zstepujaca (PDA)

Za zmiany miazdzycowe zlokalizowane proksymalnie uznawano takie, ktore byly
obecne w pniu lewej tetnicy wiencowej, segmencie proksymalnym galezi miedzykomorowej
przedniej, gatezi okalajacej i prawej tetnicy wiencowej oraz na rozwidleniu gatezi diagonalnej
pierwszej i galezi miedzykomorowej przedniej, rozwidleniu gat¢zi marginalnej pierwszej i
gatezi okalajacej (segmenty 1,5,6,9,11,12). Zmiany zlokalizowane w innych segmentach
uznawano za dystalne (nie-proksymalne). Do badania nie wigczano chorych ze zmianami w

pomostach aortalno- wiencowych.

Wybor polimorfizméw genu CCR7 i CCL19

Ze wzgledu na dostepnos¢ srodkow finansowych, zostosowano metod¢ badania genéw
kandydatow, wyodrgbnionych na podstawie przestanek biologicznych - genu receptora
chemokinowego CCR?7 oraz jego ligandu CCL19.
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Gen dla CCR7 o dtugosci 11715 par zasad, jest zlokalizowany na chromosomie 17, w

prazku 17q21.2, w pozycji 38710022-38721736 (mapa ludzkiego genomu - UCSC Genome
Browser) [18]. Sekwencja kodujaca sktada si¢ z 3 egzonow.
Rycina 1. Lokalizacja genu CCR7 (UCSC Genome Browser).
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Gen dla CCL19, dlugosci 1708 par zasad, jest zlokalizowany na chromosomie 9, w
prazku 9p13.3, w pozycji 34689567-34691274. Sekwencja kodujaca sktada si¢ z 4 egzonow

Rycina 2. Lokalizacja genu CCL19 (UCSC Genome Browser).

o (p133) T E T

UCSC Genes Based on RefSeq, UniProt, GenBank, CCDS and Comparative Genomics
UCSC Genes e’ [ . B
Chromosome Bands Localized by FISH Mapping Clones
Chromosome Band 9p13.3

Simple Nucleoticle Polymorphisms (dbSNP 132) Found in »= 1% of Samples
Common SNPs(132) | | | | ]

Region zawierajacy CCR7 znajduje si¢ w obszarze dosy¢ silnej nierdwnowagi
sprzezen o wielkosci 99000 par zasad, tj. obszaru w ktérym nie zachodzita rekombinacja
DNA a zmiennos$¢ jest wylacznie efektem powstawania nowych mutacji.

Pozwala na wybranie tzw. polimorfizmow etykietujacych (ang. tagging SNPS), ktore
zawieraja w sobie wigkszo$¢ informacji potrzebnej do oceny zmiennos$ci genetycznej
stwierdzanej w danym fragmencie DNA. Zgodnie z szacunkami mdéwigcymi o obecnosci
jednego polimorfizmu na okoto 1200 par zasad mozna si¢ spodziewac na takim odcinku DNA

okoto 80 polimorfizméw.
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Wyboru polimorfizméw etykietujacych dokonano przy uzyciu programu Haploview

4.2. Dla poznania okoto 90% zmienno$ci genetycznej w calym tym obszarze wystarczy

zgenotypowac¢ maksymalnie 7 polimorfizmow.

Region zawierajagcy CCL19 znajduje si¢ w obszarze silnej nierdwnowagi sprzezen o

wielko$ci 40000pz. Dla poznania okoto 87% zmiennos$ci genetycznej w catym tym obszarze

wystarczy zgenotypowac max. 5 polimorfizméw. Pokazuje to jak wielka oszczgdno$¢ mozna

uzyskac¢ wykorzystujac obecno$¢ nierbwnowagi sprzezen.

Rycina 3. Blok haplotypowy obejmujacy gen CCR7, polimorfizmy etykictujace.
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Tabela 1. Wykaz wybranych polimorfizméw etykietujacych genu CCR7 i CCL19.

Gen Polimorfizm Fizyczna lokalizacja na
chromosomie
CCR7 rs17708087 AlG 17:38 670 513
rs16965880 AlG 17:38 673 928
rs645991 CIT 17:38 675 157
rs9675320 CIT 17:38 698 666
rs2023906 G/A 17:38 713 686
rs3136685 AIG 17:38 719 799
CCL19 rs3176818 AIG 9:34 687 936
rs3176820 CIT 9:34 686 143
rs3176823 CIT 9:34 685 765
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Metoda polimerazowej reakcji lancuchowej (PCR, Polymerase Chain Reaction)

Izolacj¢ DNA z prébek krwi obwodowej przeprowadzono przy uzyciu
automatycznego izolatora kwasow nukleinowych EasyMag. Aparat wykorzystuje do izolacji
metode Booma [114].

Primery (firma DNA-Gdansk II) zaprojektowano za pomoca programow Primer 3,
PREMIER Biosoft International, RepeatMasker. Liofilizat primeréw rozcienczano buforem
TE (10mM Tris-HCI pH 8,0; ImM EDTA) do stgzenia 100uM.

Dla kazdego produktu PCR dokonywano indywidualnego doboru warunkéw reakcji
(st¢zenia chlorku magnezu, primeréw, polimerazy DNA, temperatury meltingu, czasu trwania
cyklu elongacji - Tabela 2) [115,116]. Jakos$¢ produktu oceniano metoda elektoforezy w zelu
agarozowym (rycina 4). Dla wykluczenia zanieczyszczenia probek przeprowadzano kontrole

negatywne.

Sktad mieszaniny reakcyjnej PCR:

e DNA 5,0 ul
e Dbufor 10x (Invitrogen) 3,0 ul
e 50 mM MgCl; (Qiagen) 1,1-1,3 ul
e dNTP 2mM (Fermentas) 0,8 ul

e primer F 100uM (DNA-Gdansk I1) 0,6 ul

e primer R 100uM (DNA-Gdansk I1) 0,6 ul

e polimeraza DNA (Platinum Taq — Invitrogen; Perpetual Tag DNA - EURX) 0,1- 0,2 ul
e H50 do 30 pl

Program reakcji PCR (aparat DNA Engine®):
e 94 °C przez 5 minut
e 35-39 cykli: denaturacja 94 °C przez 20-45s, annealing 60°C przez 20-45s, elongacja
72°C przez 20-45s

e 72 °C przez 10 minut
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Rycina 4. Ocena wplywu warunkow reakcji na jako$¢ produktu PCR
(0,8 ul; 1,1 pl; 1,3 ul 50 mM MgClI2, temperatura annealingu — 55-65°C);

elektroforeza na zelu agarozowym.
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Tabela 2. Metoda PCR — zastosowane primery, dtugos¢ produktu PCR, warunki reakcji.

Gen SNP Sekwencja primeréw produ Tm, czas
kt elongaciji,
(pz)  obj. MgCl,
CCR7 rs (F) 5’-BiotinCGTGCTCCCACTTGCTAGA-3’ 104  56°C; 30s;
17708087 (R) 5’-CCTGAACCCACTTTCTAAACTCA-3’ 1,1l
rs (F) 5’-BiotinAGTGCAGCTGGTGGACAAAG3’ 476 55°C; 30s;
16965880 (R) 5-CAATGTCATCACGCTTCTACAAA-3’ 1,1ul
rs (F) 5’- BiotinGCCTTGTAGGTCAGGTGAGG3’ 282  55°C; 30s;
645991 (R) 5’-ATCGCCAAGCAAAGAAACAT-3’ 0,45ul
rs (F) 5’- Biotin TCCTCTTGGCATCTTGTCCT-3’ 270  60°C; 45s;
9675320 (R) 5’-AAGAAGTGGGAGGGAAGGAA-3’ 0,45ul
rs (F) 5’- BiotinACCAGGAACCAGATTCAGCA3’ 207 53°C; 45s;
2023906 (R) 5’-GGTTGCCACTGACTTTTCGT-3’ 0,9ul
rs (F) 5’- BiotinCAACTTGAGAGAGCCCCAAC3> 245  55°C; 30s;
3136685 (R)5’-TGCTCATTCAAACCGTGAAA-3’ 0,9ul
rs (F) 5°- BiotinCTTGCTTGGGAAGAGAGGTG-3> 510  60°C; 45s;
CCl19 3176818 (R) 5>-TGTCACTGGCACTGAGAAGG-3’ 1,1ul
rs (F) 5’-BiotinTCCATGTCACTCCCTCCTTC-3’ 850  60°C; 45s;
3176820 (R) 5’-CCACCAGCTTCCTCTCTTGT-3’ 0,9ul
RS (F) 5’- BiotinAAGCCACTACTTTTGGGTGCT3” 126 60°C; 45s;
3176823 (R) 5’-CCAGCCCTCAGTCCAAGTG-3’ 1,3ul
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Metoda PCR
A) odczynniki i bufory

woda dejonizowana

bufor 10x (Invitrogen)

50 mM MgCl, (Qiagen)

dNTP Mix 2mM (Fermentas)

primer F; R 100uM (DNA-Gdansk I1)

polimeraza DNA (Platinum Taq — Invitrogen; Perpetual Tag DNA - EURX)
DNA (Zaktad Hemodynamiki i Angiokardiografii Instytutu Kardiologii CM UJ)

sprzet

aparat DNA Engine®; DNA EngineTetrad®Peltier Thermal Cyclers (Bio-Rad)
pipety CappAero Multi-Channel Pipette 25-200

pipety nastawne o poj. 0,5-10ul

jatowe koncowki do pipet

rekawiczki ochronne

oprogramowanie - Primer 3, PREMIER Biosoft International, RepeatMasker

Hybrydyzacja typu “reverse dot blot” [117-119]

I Zalozenia metody

W tej metodzie olingonukleotydowe sondy sa przytwierdzane kowalencyjnie do btony

nylonowej. Na powierzchni btony zachodzi hybrydyzacja produkuktéw PCR, znakowanych

biotyng o komplementarnej sekwencji nukleotydowej. Wizualizacja zwigzanych z blong

produktow PCR jest mozliwa dzigki reakcji chemiluminescencji biotyny ze streptawidyng

znakowang peroksydaza. Btona z przytwierdzonymi sondami po regeneracji, moze zostac¢

ponownie wykorzystana. Podzial blony na sektory (,,dot”), umozliwia hybrydyzacje

produktéw PCR z 96 probek, w jednym doswiadczeniu.
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10.

Il Przytwierdzane kowalencyjnie sondy oligonukleotydowej do blony nylonowej
Przygotowanie roztworu sondy oligonukleotydowej o stezeniu 125-5000 pmol w 150 ul
500mM NaHCOs o pH 8,4.

Aktywowanie btony Biodyne C w $§wiezo przygotowanym 16% EDAC [1-etyl-3-(-
dimetylaminopropyl) karbodiimid] przez 10 min w temperaturze pokojowej.
Umieszczenie zwilzonej woda destylowang btony w komorze miniblotera. Skrecenie
komory i pokrywy miniblotera. Usunigcie nadmiaru ptynu z dotkow komory miniblotera
przez aspiracj¢ pipeta.

Wypehienie kazdego z dotkdw miniblotera 150 ul roztworu zawierajacego sonde
oligonukleotydowa.

Inkubacja przez 1 min w temperaturze pokojoweyj.

Usunigcie z dotkow miniblotera roztworu zawierajacego sondy oligonukleotydowe przez
aspiracje pipeta.

Odkreceniu pokrywy miniblotera i przeniesienie blony do butelki obrotowej zawierajace;j
100mM NaOH.

Inkubacja przez 8 minut w temperaturze pokojowej, dla inaktywacji btony.

Ptukanie btony w 250 ml 2x SSPE/0,1% SDS przez 5 min w temperaturze 60°C

Dla przechowania btony: ptukanie w 100 ml 20 mM EDTA o pH 8 przez 15 min w

temperaturze pokojowej; zabezpieczenie folig przed wyschnigciem w temperaturze 4°C.

III Hybrydyzacja i wykrycie produktow PCR
Rozcienczenie produktu PCR w 2x SSPE/0,1% SDS do 150 pl.
Denaturacja produktu PCR przez 10 min w temperaturze 99°C, nastepnie schtodzenie na
lodzie.
Inkubacja btony Biodyne C z przytwierdzonymi kowalencyjnie sondami
oligonukleotydowymi w 250 ml 2xSSPE/0,1% SDS przez 5 min w temperaturze
pokojowe;j.
Umieszczenie blony w komorze miniblotera. Skrecenie komory i przykrywy miniblotera.
Usunigcie nadmiaru ptynu z dotkow komory miniblotera przez aspiracj¢ pipeta.
Wypehienie dotkéw miniblotera 150 pl roztworu zawierajgcego rozcienczony produkt
PCR.
Hybrydyzacja przez 60 min w temperaturze 42°C w pozycji poziome;.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

Usunigcie z dotkow miniblotera roztworu zawierajacego produkt PCR przez aspracje
pipeta.

Odkreceniu pokrywy miniblotera i przeniesienie blony do butelki obrotowej zawierajace;j
250 ml 2xSSPE/0,5% SDS.

Inkubacja przez 10 min w temperaturze 52°C. Powtorzenie inkubacji z nowa porcja

250 ml 2xSSPE/0,5% SDS.

Inkubacja btony w butelce obrotowej zawierajacej 10 ml roztworu streptawidyny
znakowanej peroksydazg w 2xSSPE/0,5% SDS w stosunku 1:4000; przez 45 minut w
temperaturze 42°C.

Przygotowanie roztworu odczynnikéw do chemiluminescencji: 15 ml odczynnika A i 150
ul odczynnika B w temperaturze pokojoweyj.

Inkubacja btony w butelce obrotowej zawierajacej 250 ml 2xSSPE/0,5% SDS przez
10min w temperaturze 42°C. Powtorzenie inkubacji z nowa porcjg 250 ml
2xSSPE/0,5% SDS.

Inkubacja btony w butelce obrotowej zawierajacej 250 ml 2xSSPE przez 5 min w
temperaturze pokojowej. Powtorzenie inkubacji z nowa porcjg 250 ml 2xSSP.

Inkubacja btony w 10 ml roztworu odczynnikéw do chemiluminescencji przez 1 min w
temperaturze pokojowej w ciemni.

Umieszczenie blony w kasecie zawierajacej klisze swiatloczutg na 5-30 min (zaleznie od
natezenia chemiluminescencji).

Odczytanie wzoru zacienienia kliszy. W kazdej hybrydyzacji stosowano samokontrole w
postaci reagentow, bez materialu genetycznego, celem wykrycia ewentualnej

przypadkowej kontaminacji probek.

Przyktadowe wyniki hybrydyzacji typu “reverse dot blot”, przedstawia rycina 5 i 6.

W miejscach gdzie dochodzi do zwigzania produktu PCR z komplementarng sonda,

chemiluminescencja powoduje zacienienie kliszy swiattoczutej. W miejscach gdzie nie

dochodzi do hybrydyzacji, nie obserwuje si¢ zacienienia kliszy. Dla ustalenia genotypu

polimorfizmu rs645991 u 96 pacjentdw, niezbedne jest wykonanie dwoch hybrydyzacji —

osobno dla allelu C oraz T. Analizujac wzor zacienien mozna stwierdzi¢, ze pacjent w pozycji

2C kliszy ma genotyp CC; w pozycji 2D - CT, a w pozycji 2D — TT.
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IV Regeneracja blony nylonowej z przytwierdzonymi kowalencyjnie sondami

oligonukleotydowymi

1. Inkubacja btony w butelce obrotowej zawierajacej 1% SDS przez 30 min w temperaturze

80°C.
2. Phukanie blony w 20 mM EDTA o pH 8 przez 15 min w temperaturze pokojowej.

3. Zabezpieczenie folig przed wyschnigciem. Przechowanie w temperaturze 4°C.
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Tabela 3. Hybrydyzacja typu “ reverse dot blot” — sekwencja sond oligonukleotydowych,

warunki reakcji.

Gen | Polimorfi Sekwencja sond oligonukleotydowych Tm
CCR7 ersn sonda G 5’-GTTATTTGCCGGGTGGTGGACAAA-3’ 59°C
17708087 sonda A 5-GTTATTTGCCAGGTGGTGGACAAA-3’ 57°C

rs sonda G 5-ATTTACCTTGGAACAGTGGGA-3’ 57°C

16965880 sonda A 5-ATTTACCTTGAAACAGTGGGA-3’ 55°C

rs sonda C 5°-TGCAGGCCTGCGCCCTTCCCT-3’ 69°C

645991  sonda T 5-TGCAGGCCTGTGCCCTTCCCT-3’ 67°C

rs sonda C 5°-CACACCCTCCCCTAGCAGCCA-3’ 67°C

9675320 sonda T 5>-CACACCCTCCTCTAGCAGCCA-3’ 65°C

rs sonda G 5-TTCACACCCAGGTTCTGGATT-3’ 59°C

2023906  sonda A 5-TTCACACCCAAGTTCTGGATT-3’ 57°C

rs sonda G 5-AGAGGTGGGTGAGGAGGGAGG-3’ 67°C

3136685 sonda A 5°~AGAGGTGGGTAAGGAGGGAGG-3’ 65°C

rs sonda T 5~ AGCTGTTTCTGCATTCATC-3’ 53°C

3176818 sonda C 5 -AGCTGTTTCCGCATTCATC-3’ 55°C

rs sonda A 5-TCCAGTCAGATAACTTCCT-3’ 59°C

3176820 sonda G 5-TCCAGTCAGGTAACTTCCT-3’ 55°C

CCl 19 rs sonda G 5°-GCCATGTGCGAGTCTCCAA-3’ 59°C
3176823 sonda A 5-GCCATGTGCAAGTCTCCAA-3’ 57°C
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Hybrydyzacja typu “reverse dot blot”

A) odczynniki i bufory

woda dejonizowana

sondy oligonukleotydowe (DNA-Gdansk I, klasa HPLC)

streptawidyna znakowana peroksydazg (Streaptavidine-POD Roche Diagnostics)
odczynniki do chemiluminescencji biatek i kwasow nukleinowych - BM
Chemiluminescence Blotting Substrate POD (Roche Diagnostics)

20xSSPE (9,49 EDTA+ 35,99 NaH,PO4-2H,0+ NaCl 175,3g w 800ml H0, alkalizacja
roztworem 10M NaOH do pH 7,4, nastepnie H,0 do catkowitej objetosci 1000ml
dodecylowy siarczan sodu SDS (10g SDS w 100ml H,0)

2XSSPE/0,1% SDS, 2xSSPE/ 0,5% SDS, 2xSSPE

16% EDAC (1,6g EDAC w 10ml H,0)

100mM NaOH (1g NaOH w 250ml H.0)

0,5M NaHCO3 (10,59 NaHCO3; w 240ml H,0, alkalizacja roztworem 2M NaOH do pH
8,4, nastepnie H,0 do catkowitej objetosci 250ml

20mM EDTA (7,49 EDTA w 800ml H0, alkalizacja roztworem 100mM NaOH do pH 8,

nastepnie H,0 do catkowitej objetosci 1000ml

B) sprzet

minibloter (Immunetics, Cambridge, MA)

piec do hybrydyzacji Stuart Scientific oven/shaker SI 20H
btony nylonowe Biodyne C (Pall Corporation)

klisze §wiatloczute

pipety CappAero Multi-Channel Pipette 25-200

jalowe koncowki do pipet

rekawiczki ochronne
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Analiza polimorfizmu dlugosci fragmentow restrykcyjnych

W trakcie genotypowania metoda cheminulimenscencyjng, dla czeséci polimorfizmdw,
nie uzyskano optymalnych parametréw rozdziatu (czas inkubacji, temperatura), a dalszg
analize przeprowadzano metoda RFLP (Restriction Fragments Length Polymorphism).
Genotypowanie odbywato si¢ w trzech etapach: namnazanie przy pomocy PCR, fragmentow
DNA okalajacych badane polimorfizmy, ciecie uzyskanego produktu za pomoca
specyficznych enzymoéw restrykceyjnych, rozdzial elektroforetyczny cigtych produktow PCR

na zelu agarozowym z dodatkiem bromku etydyny.

I Trawienie produktow PCR
Dla kazdego z produktow PCR dobrano enzym restrykcyjny, na podstawie bazy

RestrictionMapper wersja 3.0 (adres bazy http://www.restrictionmapper.org/).

Tabela 4. Zastosowane enzymy restrykcyjne, dlugo$¢ uzyskanych fragmentéw trawienia,

warunki reakcji). Czas trawienia — 16 godzin.

SNP enzym sekwencja genotyp dlugosc¢ Bufor 10x,
restrykcyjny  rozpoznawana fragmentow temperatura
przez enzym restrykcyjnych (pz) inkubacji
rs3136685 Hphl GGTGA AA 245 Bufor B;
AG 70, 175, 245 37°C
GG 70, 175
rs2023906 AlwNI CAGNNCTG AA 207 Bufor
AG 102, 105, 207 Tango;
GG 102, 105 37°C
rs9675320 BsERI GAGGAG TT 41, 81, 148 NEBufor 4;
TC 41,81, 148, 229 37°C
CC 41, 229
rs645991 BseSl GAATGC CC 282 Bufor G;
TC 141, 141, 282 55°C
TT 141, 141
rs16965880 Smill CTYRAG GG 50, 121, 306 NEBufor 4,
AG 50, 121, 306, 356 BSA;
AA 121, 356 55°C
rs17708087  ECORII CCWGG AA 48, 56 Bufor 0;
AG 48, 56, 104 37°C
GG 104
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Sktad mieszaniny reakcyjnej trawienia produktow PCR

A)

B)

o &~ N

bufor 10x 1,3 ul
enzym 0,1-0,375 ul
H,0 do3pul
produkt PCR 10,0 pl

II Elektroforeza na zelu agarozowym [120]

Przygotowanie Zelu do elektroforezy

W naczyniu (250 ml) umieszczano 25 g agarozy, nastgpnie dodawano buforu do
elektroforezy (TAE) do catkowitej objetosci 100 ml. Zaznaczano poziom ptynu na
naczyniu. W przypadku odparowania uzupetniano do objetosci 100 ml.

Rotwor agarozy umieszczano w mikrofaléwce. Prace kuchenki zatrzymywano co 30 s,
aby zamiesza¢ agarozg¢ i rozpusci¢ pozostate fragmenty agarozy z dna i $cianek
naczynia. Roztwor gotowano i mieszano az do catkowitego rozpuszczenia agarozy.

Przed wylaniem zelu roztwér schtadzano do ok. 60°C i dodawano 2,5 pl bromku

etydyny.

Wylewanie zelu

Aparat do elektroforozy ustawiano na wypoziomowonej powierzchni. Sanki o
wymiarach 15x15 cm umieszczano w komorze aparatu. Boczne krawedzie sanek
zamykano zastawkami. W obrebie sanek, od strony katody, umieszczano grzebienie.
Pomigdzy zastawki wylewano 100 ml roztworu 2,5% agarozy o temp. 60°C.
Agaroze pozostawiano w temp. pokojowej na 20-40 min do zastygnigcia.

Z zastyglego zelu usuwano grzebien, a nastgpnie zastawki.

Zel o grubosci 0,5cm zanurzano w buforze do elektroforezy na gleboko$é 2cm.

Elektroforeza

Przygotowanie probki do naniesienia na zel: do 10 pl produktu PCR dodawano 3 pl
buforu obcigzajacego.

Naniesienie probek do kieszonek zelu za pomocg standardowej pipety. Wzorzec DNA

8 ul (1,6 ul na Imm grubosci zelu) nanoszono do pierwszej kieszonki w rzegdzie.
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3. Komorg aparatu nakrywano pokrywa. Rozdziat elektroforetyczny prowadzono pod
napieciem pradu elektrycznego 75V przez 30-60 min, pod kontrola transiluminatora
UAVA

Wg zalecen producenta zel o stezeniu 2,5% umozliwia rozdziat fragmentéw DNA o
wielkosci 100-500pz. Szacowane tempo migracji w zelu 15x15 ecm probek wynosi 3cm/godz.
Dla wykrycia ewentualnej przypadkowej kontaminacji probek stosowano samokontrole w

postaci reagentéw bez materiatu genetycznego.

111 Analiza dlugos$ci fragmentow restrykcyjnych

Zdjecia zeli po rozdziale elektroforetycznym wykonano za pomoca kamery cyfrowe;j
w trakcie transiluminacji UV. Zdj¢cia zapisano w formacie cyfrowym (IrfanView JPG File), a
nastepnie poddano analizie.
Oceng poszczegbdlnych produktéw rozdzialu elektroforetycznego prowadzono w oparciu o
wzorzec (drabinke DNAS) DNA O’GeneRuler™ zawierajagcg 11 fragmentow DNA o
dhugosci 300, 200, 150, 100, 75, 50, 35, 25, 20, 15 i 10 par zasad (pz).

Rycina 7. Przyktadowe rezultaty cigcia

1 elektroforezy oraz sposdéb odczytu
wynikow.

Polimorfizm G/A, rs3136685

nr 2,3 - Homozygota niecig¢ta 245pz

nr 4 - Homozygota ci¢ta 70,175pz

nr 1,5 - Heterozygota 70,175,245pz

Wyniki genotypowania metoda RFLP zapisywano w postaci plikéw xIs.

Dane exportowano do programu SAS.
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IV Metoda RFLP

A) odczynniki i bufory

woda dejonizowana

enzymy restrykcyjne: Hphl, AlwNI, BsERI, BseSl, Smll, ECORII (New England
BioLabs Inc.)

Bufor B, Bufor Tango, NEBufor 4, Bufor G, NEBufor 4, BSA, Bufor 0 (New England
BioLabs Inc.)

agaroza (Fermentas)

bufor octanowy 50XTAE Tris-Acetate-EDTA (Tris-Base 242g+100ml 0,5M EDTA
pH 8,0+57,1 ml lodowego kwasu octowego w 600ml, nastepnie H,0 do catkowitej
objetosci 1000ml

bromek etydyny do barwienia zeli agarozowych 0,5mg/ml (Fermentas)

bufor obcigzajacy 6xMassRuler™ DNA Loading Dye (Fermentas)

wzorzec DNA O’GeneRuler ™ Ultra Low Range DNA Ladder (Fermentas)

B) sprzet

aparat do elektroforezy w Zelu agarozowym Sub-Cell®GT Bio Rad
zasilacz do elektroforezy

transiluminator UV

pipety nastawne o0 poj. 0,5-10ul

jalowe koncowki do pipet

rekawiczki ochronne

oprogramowanie: program RestrictionMapper wersja 3.0
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Analiza statystyczna

Analiza statystyczna wptywu czynnikow genetycznych zostata przeprowadzona
osobno w kazdej z wyodrebionych klinicznie 1 angiograficznie grup (oprogramowanie SAS
Genetics v.9.1). Wykaz przeprowadzonych analiz znajduje si¢ w rodziale ,,wyniki”. Projekt
analizowano przy zastosowaniu metodyki badania 0sob niespokrewnionych. Analiz¢
przeprowadzono dla modelu addytywnego, recesywnego i dominujgcego z zastosowaniem
testu chi-kwadrat, testu Fishera, testu trendu Cochran-Armitage. W analizie
wieloczynnikowej stosowano model regresji liniowej i regresji logistycznej. Cechy ilosciowe
opisano z wykorzystaniem $redniej arytmetycznej i zakresu wartosci.

Przy uzyciu programu Haploview 4.2 wykonano takze analiz¢ wptywu najczestszych
haplotypow, utworzonych przez zgenotypowane polimorfizmy, na wystapienie miazdzycy lub
jej powiktan. Analiza haplotypow umozliwia taczng oceng kilku polimorfizméw w celu
opisania kombinacji alleli, ktérych dziedziczenie warunkuje podatnos¢ do rozwoju miazdzycy
w wigkszym stopniu niz pojedynczy polimorfizm.

Warto$ci p <0.05 uznawano za znamienne statystycznie.
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WYNIKI

Wykaz analiz zamieszczonych w rozdziale

I Analiza zgodnos$ci rownowagi Hardy’ego-Weinberga (tabela 1.)
Il Charakterystyka kliniczna badanej populacji (tabela 2a, 2b, 2c)
111 Analiza danych angiograficznych
1. Czesto$¢ wystepowania zmian miazdzycowych o réznym stopniu redukcji $rednicy
Swiatla tetnicy wiencowej (tabela 3a i 3b)
2. Lokalizacja zmian miazdzycowych w tetnicach wiencowych (tabela 3c-d)
IV Analiza wplywu polimorfizméw genu CCR7 na:
1. ryzyko zawatu serca (tabela 4)
2. obecno$¢ zmian miazdzycowych w tetnicach wiencowych:
a. redukujacych $rednice Swiatta naczynia
i. od 10 do 100% (tabela 5)
ii. od 50 do 100% (tabela 6)
iii. 0 100% (niedroznos¢) (tabela 7)
b. wielonaczyniowych (tabela 8)
c. w odcinkach proksymalnych lub dystalnych (tabela 9 i 10)
3. czestos¢ wystepowania wybranych czynnikow ryzyka sercowo-naczyniowego,
objawow 1 chordb towarzyszacych takich jak:
a. nadci$nienie t¢tnicze (tabela 11)
b. cukrzyca (tabela 12)
c. hipercholesterolemia (tabela 13)
d. otytosc¢ (tabela 14)
e. dodatni wywiad rodzinny w kierunku choroby niedokrwiennej serca
(tabela 15)
zaburzenia rytmu serca (tabela 16)

migotanie przedsionkow (tabela 17)

> @

chromanie przestankowe (tabela 18)
I. stopien nasilenia dolegliwosci dtawicowych (tabela 19)
4. warto$¢ wybranych zmiennych cigglych - BMI, parametrow laboratoryjnych i
echokardiograficznych (tabela 20)
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V Analiza zwigzku mi¢dzy przebytym zawalem serca a stosowanym leczeniem
farmakologicznym (tabela 21)

VI Analiza wieloczynnikowa (tabela 22)

VI Analiza haplotypow (tabela 23,24,25)

Tabela 1a, 1b. Analiza zgodnosci rownowagi Hardy’ego-Weinberga.

Rozktad genotypow badanych polimorfizmoéow z okolic locus genu CCR7 i CCL19 nie
odbiegal od rownowagi Hardy’ego-Weinberga. Gen dla CCR7zajmuje fizycznie miejsce od
nukleotydu w pozycji 38 710 022 (koniec 3”) do 38 721 736 (koniec 5’) na chromosomie 17,
a gen dla CCL19 34 689 567 (koniec 3) do 34 691 274 (koniec 5’) na chromosomie 9,

wedlug UCSC Genome Browser (wersja 34) i e-Ensembl Genome Browser.

Polimorfizm CCRY7 Fizyczna lokalizacja na Wartosé P dla
chromosomie 17 rownowagi Hardy’ego-
Weinberga
rs17708087 AIG 38670513 0,14
rs16965880 AlG 38673928 0,60
rs645991 CIT 38 675 157 0,55
rs9675320 CIT 38 698 666 0,42
rs2023906 G/IA 38713 686 0,44
rs3136685 AlG 38719 799 0,40
Polimorfizm CCL 19 Fizyczna lokalizacja na Wartosé P dla
chromosomie 17 réwnowagi Hardy’ego-
Weinberga
rs3176818 AIG 34 687 936 0,32
rs3176820 CIT 34 686 143 0,34
rs3176823 CIT 34 685 765 0,11

Warto$¢ P dla odchylenia od rownowagi Hardy’ego — Weinberga obliczono na
podstawie zmodyfikowanego testu chi-kwadrat (oprogramowanie SAS Genetics, wersja .9.1)
uzywajac genotypoéw 78 zdrowych osob, nie wchodzacych w sktad pozniejszej analizy
asocjacji polimorfizméw z parametrami klinicznymi pacjentéw z podejrzeniem choroby
wiencowe;j.
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Tabela 2a, 2b. Wartosci istotnych z klinicznego punktu widzenia zmiennych,

obserwowanych w kohorcie 300 pacjentow z podejrzeniem choroby wiencowej, przyjetych

celem wykonania planowej angiografii naczyn wienhcowych w Zaktadzie Hemodynamiki

Instytutu Kardiologii CM UJ Krakowskiego Szpitala Specjalistycznego im. Jana Pawta II.

Zmienna kliniczna Warto$¢ Srednia Zakres wartosci
wiek 60,2 35-84
BMI 27,9 18,3-41,2
Glukoza [mmol/l] 4-12,5 5,7
Cholesterol catkowity [mmol/1] 51 21-91
LDL {mmol/l] 3,2 1,2-6,5
HDL [mmol/l] 1,2 0,47-2,2
TG [mmol/l] 1,7 0,5-5,5
Zmienna kliniczna Wartos¢ Brak danych
Ple¢ meska n=226 75,3 % n=0
Choroby towarzyszace i czynniki ryzyka:
nadcisnienie tetnicze n =226 76,3 % n=4
cukrzyca w wywiadzie n=>58 19,6 % n=4
hipercholesterolemia n =227 78 % n=9
otylosé n=94 37,1 % n =47
palenie
- W wywiadzie n=120 46,5 % n=42
- obecnie n=35 13,5 % n=42
dodatni wywiad rodzinny w kierunku n=126 62,4 % n=98
ch.n.s
migotanie przedsionkow n=23 8,2% n=22
inne zaburzenia rytmu n=47 16,6 % n=18
chromanie przestankowe n=29 11,6 % n=>52
przebyty zawat serca n =148 50,3 % n==6
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Tabela 2c. Wartosci istotnych z klinicznego punktu widzenia zmiennych,

obserwowanych w kohorcie 300 pacjentow z podejrzeniem choroby wiencowej, przyjetych

celem wykonania planowej angiografii naczyn wiencowych w Zaktadzie Hemodynamiki

Instytutu Kardiologii CM UJ Krakowskiego Szpitala Specjalistycznego im. Jana Pawta II.

Zmienna kliniczna Wartos¢ Brak danych
Ilo$¢ przebytych zawatow serca:
0 n =146 50,2 % n=9
1 n=122 41,9 %
2 n=21 7,2 %
3 n=2 0,7%
Klasa CCS:
I n=20 9,2% n=283
I/11 n=10 4,6 %
1| n="74 34,1 %
I/ n=27 12,4 %
i n=>57 26,3 %
/v n=18 8,3 %
v n=11 51%
Terapia:
aspiryna n =265 88,3 % n=0
pochodne tienopirydyny n=101 33,8 % n=1
acenokumarol n=14 4,7 % n=1
statyny n =264 88 % n=0
inhibitory konwertazy n=228 76 % n=0
diuretyki petlowe lub tiazydowe n=>50 16,7 % n=1
spironolakton n=43 14,4 % n=1
beta-blokery n = 247 82, 7% n=0
blokery kanatu wapniowego n=>55 18,4 % n=1
azotany n=130 43,3 % n=0
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Tabela 3a. Zaawansowanie zmian miazdzycowych w tetnicach wiencowych. Czestosc¢

wystepowania zmian miazdzycowych o okreslonym stopniu redukcji §rednicy $wiatla

naczynia wsrdd chorych.

Zaawansowanie zmian miazdzycowych Liczba zmian Czestos¢ Brak
wystepowania danych

Brak zmian w jakimkolwiek naczyniu n=37 12,3 % n=0

Zmiany w naczyniach redukujace $wiatto n=20 6,7 %;

naczynia < 50 %

Zmiany w naczyniach redukujace $wiatto n=243 81 %;

naczynia >50 %

Zmiany w naczyniach redukujace $wiatto n=234 78%

naczynia > 70 %

Niedrozno$¢ naczynia n= 190 63,3%

Tabela 3b. Zaawansowanie zmian miazdzycowych w tetnicach wiencowych. Czestosé

wystepowania zmian miazdzycowych o okreslonym stopniu redukcji §rednicy $wiatla

naczynia wsrdd chorych.

stopien 10% 15% 20% 30% 35% 40% 45% 50% 55% 60%
ZwezZenia

liczba chorych | 4 3 3 4 1 4 2 3 1 3
czestose 13% 1% 1% 1,3% 0,3% 13% 0,7% 1% 0,3% 1%
wystepowania

stopien 65% 70% 75% 80% 85% 90% 95% 99% 100 | Suma
ZwezZenia

liczba chorych | 1 13 1 26 3 27 14 22 128 | 263
czestose 03% 43% 03% 87% 1% 9% 47% 7,3% 48% | 100%
wystepowania
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Tabela 3c. Zaawansowanie zmian miazdzycowych w tetnicach wiencowych.

Liczba zajetych naczyn.
Zaawansowanie zmian miazdzycowych Liczba Czestosé Brak danych
Liczba zajetych naczyn chorych
Brak zmian n=37 13% n=16
Choroba jednonaczyniowa n=92 32,4%
Choroba dwunaczyniowa n=71 25%
Choroba wielonaczyniowa n= 84 29,6%

Tabela 3d. Lokalizacja zmian miazdzycowych w tetnicach wienicowych

Lokalizacja zmian miazdzycowych: Liczba Czestosé Brak danych
chorych
odcinki proksymalne naczyn n=220 73,3% n=0
odcinki dystalne naczyn n=211 70,3%
Lokalizacja zmian miazdzycowych: Liczba Czestosé Brak danych
chorych
pien lewej tetnicy wiencowej n=40 13,3% n=0

galaz migdzykomorowa przednia

odcinek proksymalny n=178 59,3%
pozostate odcinki n= 80 26,7%
galaz przekatna pierwsza n=28 9,3%
galaz przekatna druga n=38 2,7%
peforatory n=3 1%
galaz okalajaca

odcinek proksymalny n=79 26,3%
pozostate odcinki n= 80 26,7%
galaz brzezna pierwsza n=41 13,7%
galaz brzezna druga n=12 4%
galaz brzezna trzecia n=3 1%

prawa tetnica wiencowa

odcinek proksymalny n=293 31%
pozostale odcinki n=150 50%
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Tabele 4 - 19

Kolejnos¢ kolumn w tabeli:
1. nr porzadkowy polimorfizmu wg HapMap (faza 3)
2. badane allele danego polimorfizmu
3. badany genotyp
4. liczba genotypow w badanej populacji, wg wybranej zmiennej klinicznej
5. wartos¢ ,,p” dla
* - modelu addytywnego - test chi-kwadrat lub test Fishera;
** - modelu addytywnego- testu trendu Cochran-Armitage;
# - modeul dominacji allelu 1- test chi-kwadrat lub test Fishera;
## - modelu dominacji allelu 2 -testu chi-kwadrat lub test Fishera;

6. brakujace dane

Fenotyp dominujacy pojawia si¢ u pacjentow heterozygotycznych, natomiast

recesywny tylko w przypadku obecnosci dwoch alleli w locus.
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Tabela 4. Analiza wptywu polimorfizméw genu CCR7 i CCL19 na ryzyko zawatu serca.

Whniosek: W analizie jednoczynnikowej ryzyko zawatu serca zwigkszata obecno$¢:

e allelu A rs16965880 (test trendu p= 0,034, dominujgcy allel A p= 0,044)

e allelu Ars17708087 (model addytywny p= 0,01, test trendu p= 0,025, dominujgcy

allel A p=0,003)
SNP Allel  Allel  Genotyp Przebyty zawal Wartos¢ p  Brak
1 2 serca danych
tak nie
rs3136685 A G AA n=9 n=>5 *p=0,74 n=61; 20%
AG n=28 n=26 **p= 0,64
GG n=91 n=80 #p=0,88
##p= 0,58
rs2023906 A G AA n=285 n=79 *p=0,55 n=32; 11%
AG n=43 n =48 **p=0,29
GG n=>5 n=38 #p= 0,57
##p= 0,38
rs9675320 T C TT n=_82 n=382 *p=0,70 n=65; 22%
TC n=30 n=23 **p= 0,65
CcC n=9 n=9 #p=0,90
##p= 0,49
rs645991 C T CC n =50 n =50 *p=0,26 n=47; 16%
TC n =60 n =46 **p=0,63
TT n=20 n=27 #p=0,18
##p= 10,72
rs16965880 G A GG n =89 n=94 *p=0,10 n=51;17%
AG n=37 n=22 **p= 0,034
AA n=>5 n=2 #p= 0,45
##p= 0,044
rs17708087 A G AA n=239 n=34 *p=0,010 n=13; 4%
AG n =69 n=>51 **p= 0,025
GG n=35 n=59 #p= 0,003
##p= 0,48
rs3176818 A G AA n=70 n =85 *p=0,23 n=60; 20%
AG n =40 n=32 **p= 10,09
GG n=8 n=>5 #p= 0,35
##p= 0,09
rs3176820 C T TT n=73 n=76 * p=0,54 n=50; 17%
CT n=49 n =40 **p=0,73
CcC n=>5 n=7 #p=0,52
##p= 0,48
rs3176823 C T CC n=119 n=122 *p= 0,47 n=27; 9%
CT n=18 n=14 **p=0,47
TT n=0 n=0 ##p= 0,46
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Tabela 5. Analiza wptywu polimorfizméw genu CCR7 i CCL19 na obecnos$¢ zmian
miazdzycowych w tetnicach wiencowych, redukujacych srednice $wiatta od 10 do 100%.

Whniosek: W analizie jednoczynnikowej ryzyko zmian, redukujacych srednice swiatta
naczynia od 10 do 100% zwickszata obecno$¢:
e allelu A rs3136685 (model addysywny p= 0,033, test trendu p= 0,049, dominujgcy
allel A p=0,027)

e allelu C rs3176823 (test trendu p=0,039, dominujgcy allel C p= 0,039)

SNP Allel  Allel Genotyp Zmiana redukujaca Wartosé¢ p Brak
1 2 srednice 10-100% danych
tak nie
rs3136685 A G AA n=12 n=2 *p=10,033 n=57;19%
AG n=42 n=12 **p= 0,049
GG n=159 n=16 #p= 0,027
##p= 0,68
rs2023906 A G AA n=147 n=21 *p=0,26 n= 26; 9%
AG n=77 n=15 **p=0,81
GG n=14 =0 #p=0,22
##p= 0,71
rs9675320 T C 1T n=143 n=23 *p=0,34 n=63;21%
TC n =49 n=>5 **p=0,78
CcC n=14 n=4 #p=0,27
##p= 0,83
rs645991 C T CC n =288 n=14 *p=0,43 n= 41;14%
TC n=100 n=9 **p= 0,60
TT n=42 n==6 #p=0,71
##p= 0,30
rs16965880 G A GG n=162 n=25 *p=0,31 n=45;15%
AG n=>57 n=4 **p=0,28
AA =6 n=1 #p=10,59
#Hp= 0,27
rs17708087 A G AA n =66 =9 *p=090 n=9;3%
AG n=108 n=14 **n= 0,74
GG n=283 n=13 # p=0,65
##p= 0,93
rs3176818 A G AA n=138 n=20 *p=0,94 n=56;18%
AG n =63 n=10 **n= 0,74
GG n=11 n=2 #p= 0,80
##p= 0,77
rs3176820 C T TT n=123 n=23 *p=0,07 n=44; 14%
CT n =283 n==6 **p=0,49
CC =9 n=3 #p=0,18
##p= 0,16
rs3176823 C T CC n=218 n=27 *p=0,051 n=21; 7%
CT n=26 n=38 **p= 0,039
TT n=0 n=0 ##p= 0,039

47




Tabela 6. Analiza wptywu polimorfizméw genu CCR7 i CCL19 na obecno$¢ zmian
krytycznych miazdzycowych w tetnicach wiencowych, redukujacych $rednicg §wiatha
naczynia od 50 do 100%.

Whiosek: W analizie jednoczynnikowej ryzyko krytycznych zmian, redukujgcych $rednice
$wiatta naczynia powyzej 50% zwigkszata obecnos¢:

o allelu Ars17708087 (dominujgcy allel A p= 0,015)

e alelu C rs3176823 (test trendu p=0,034, dominujgcy allel C p= 0,034)

SNP Allel  Allel Genotyp Zmiana redukujgca Wartosé¢p Brak
1 2 Srednice 50-100% danych
tak nie
rs3136685 A G AA n=12 n=2 *p=0,08 n=57;19%
AG n=39 n=15 **p=0,15
GG n=150 n=25 #p= 0,06
##p= 1,00
rs2023906 A G AA n=139 n=29 *p=0,41 n=26; 9%
AG n=70 n=22 **p= 0,47
GG n=12 n=2 #p=1,00
##p= 0,27
rs9675320 T C TT n=128 n=238 *p=0,16 n=62;21%
TC n=48 n==6 **p=10,28
CC n=14 n=4 #p=0,76
##p= 10,16
rs645991 C T CC n =83 n=19 *p=0,30 n=41;14%
TC n=93 n=16 **p=0,58
TT n =36 n=12 #p=0,17
##p= 0,87
rs16965880 G A GG n=148 n=39 *p=0,27 n=45;15%
AG n=54 n=7 **p=0,13
AA n==6 n=1 #p=1,00
##p= 0,10
rs17708087 A G AA n==63 n=12 *p=0,052 n=7;2%
AG n=104 n=18 **p= 0,051
GG n=70 n=26 #p= 0,015
##p= 0,43
rs3176818 A G AA n=128 n=30 *p=0,84 n=56; 18%
AG n=57 n=16 **p=0,56
GG n=10 =3 #p=0,78
##p= 0,56
rs3176820 C T TT n=120 n=35 *p=0,08 n=44; 15%
CT n=79 n=10 **p=10,15
CcC n=9 n=3 #p=10,57
##p= 0,51
rs3176823 C T CcC n=203 n=42 *p=0,058 n=21;7%
CT n=23 n=11 **p= 0,034
TT n=0 n=0 ##p= 0,034
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Tabela 7. Analiza wptywu polimorfizméw genu CCR7 i CCL19 na obecno$¢ zmian

miazdzycowych, redukujacych $rednice $wiatta naczynia o 100% (niedroznosc).

Whniosek: W analizie jednoczynnikowej ryzyko przewlektej niedroznosci naczynia

zwiekszata obecnos¢:

e allelu C rs9675320 (model addytywny p= 0,034, test trendu p= 0,02, dominujgcy allel

C p=0,013)
o allelu A rs16965880 (test trendu p= 0,025, dominujgcy allel A p = 0,038)

e allelu T rs3176820 (model addytywny p = 0,022, dominujgcy allel A p= 0,014)

SNP Allel  Allel Genotyp Zmiana redukujaca Wartosé¢p Brak
1 2 srednice 0 100% danych
tak nie
rs3136685 A G AA n=10 n=4 *p=0,87 n=57;19%
AG n=34 n=20 **p= 0,87
GG n=114 n=61 #p=1,00
##p= 10,78
rs2023906 A G AA n=104 n=64 *p=0,43 n=26; 9%
AG n=61 n=231 **p=0,20
GG n=11 n=3 #p= 0,39
##p= 0,36
rs9675320 T C TT n=95 n=71 *p=0,034 n=62;21%
TC n=41 n=13 **p= 0,02
CC n=13 n=>5 #p= 0,45
##p= 0,013
rs645991 C T CcC n =62 n=40 *p=0,32 n=41; 14%
TC n=74 n=35 **p= 0,86
TT n=27 n=21 #p=0,29
##p= 0,56
rs16965880 G A GG n=113 n=74 *p=0,08 n=45; 15%
AG n=45 n=16 **p= 0,025
AA n==6 =1 #p=0,43
##p= 0,038
rs17708087 A G AA n=48 n=27 *p=0,40 n=7;2%
AG n=_82 n=40 **p= 0,40
GG n =56 n=40 #p=0,20
##p= 0,91
rs3176818 A G AA n=104 n=54 *p=0,56 n=56; 18%
AG n=43 n=30 **p=0,38
GG n=38 n=5 #p=0,87
##p= 0,31
rs3176820 C T TT n=92 n =63 *p=10,023 n=44; 15%
CT n =68 n=21 **p= 0,062
CcC n=7 n=5 #p=0,60
##p= 0,014
rs3176823 C T CC n=158 n=87 *»=0,25 n=21;7%
CT n=18 n=16 **p=10,19
TT =0 =0 ##p= 0,19
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Tabela 8. Analiza wptywu polimorfizméw genu CCR7 i CCL19 na obecno$¢ zmian

wielonaczyniowych.

Whniosek: W analizie jednoczynnikowej ryzyko zmian wielonaczyniowych zwigkszata
obecno$¢ allelu G rs2023906 (model addytywny p = 0,04, dominujgcy allel A p= 0,013)

SNP Allel  Allel  Genotyp Zmiany Wartos¢ p  Brak
1 2 wielonaczyniowe danych
tak nie
rs3136685 A G AA n==8 n==6 *p=0,37 n=57;19%
AG n=25 n=29 **p=10,39
GG n=100 n=75 #p=0,22
##p= 0,85
rs2023906 A G AA n=_86 n=_82 *p=0,04 n=26; 9%
AG n =47 n=45 **p=0,12
GG n=12 n=2 #p= 0,013
##p= 0,54
rs9675320 T C 1T n =88 n=78 *p=0,78 n=62;21%
TC n=30 n=24 **p= 0,50
CC n=11 n=7 #p= 0,54
##p= 0,58
rs645991 C T CcC n=>55 n =47 *p=0,50 n=141; 14%
TC n=61 n =48 **p=0,47
TT n=22 n=26 #p=0,25
##p= 0,87
rs16965880 G A GG n=297 n=90 *p=0,38 n=45;15%
AG n=38 n=23 **p=0,20
AA n=4 n=3 #p=1,00
##p= 0,20
rs17708087 A G AA n=39 n=36 *p=0,66 n=7;2%
AG n=70 n=52 **p=0,95
GG n =50 n =46 #p=0,60
##p= 0,65
rs3176818 A G AA n =89 n =69 *p=0,68 n=56;19%
AG n=38 n=35 **p=0,38
GG n=6 n=7 #p=10,53
##p= 0,43
rs3176820 C T TT n=75 n =380 *p=0,12 n=44;15%
CT n =55 n=34 **p=0,13
CC n==6 n==6 #p=0,82
##p= 0,06
rs3176823 C T CC n=109 n=136 *p=0,21 n=21;7%
CT n =289 n =69 **p=0,21
TT n =238 n=235 ##p=0,21
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Tabela 9. Analiza wptywu polimorfizméw genu CCR7 i CCL19 na obecno$¢ zmian

miazdzycowych w proksymalnych odcinkach t¢tnic wiencowych.

Whniosek: W analizie jednoczynnikowej obecnos¢ allelu G rs3136685, zwickszata ryzyko
zmian w proksymalnych odcinkach tetnic (dominujgcy allel A p= 0,024)

SNP Allel  Allel Genotyp  Obecno$¢ zmiany Wartosé p  Brak
1 2 w odcinku danych
proksymalnym
tak nie
rs3136685 A G AA n=10 n=4 *p=0,064 n=57;19%
AG n=33 n=21 **p= 0,06
GG n=136 n=39 #p= 0,024
##p=0,76
rs2023906 A G AA n=118 n=50 *p=0,53 n=26;9%
AG n =66 n=26 **p= 0,36
GG n=12 n=2 #p=0,22
##p= 0,59
rs9675320 T C TT n=122 n=44 *p=0,46 n=62;21%
TC n=41 n=13 **p=0,51
CC n=11 n=7 #p= 0,23
##p= 0,84
rs645991 C T CC n=71 n=231 *p=0,45 n=41; 14%
TC n=284 n=25 **p=0,35
TT n=36 n=12 #p=0,83
##p= 0,22
rs16965880 G A GG n=135 n=52 *p=0,37 n=45;15%
AG n=48 n=13 **p=0,78
AA n=4 n=3 #p=10,38
##p= 0,53
rs17708087 A G AA n=>51 n=24 *p=0,44 n=7;2%
AG n=93 n=29 **p=0,42
GG n=71 n=25 #p= 0,88
##p= 0,22
rs3176818 A G AA n=114 n=44 *p=0,70 n=56; 19%
AG n =56 n=17 **p=0,73
GG n=9 n=4 #p=10,73
##p= 0,56
rs3176820 C T TT n=110 n=45 *p=0,27 n=44; 15%
CT n =69 n=20 **p=0,82
CcC =7 =5 #p= 0,25
##p= 0,45
rs3176823 C T CcC n=183 n=62 *p=0,06 n=21;7%
CT n=20 n=14 **p= 0,051
TT n=0 n=0 ##p= 0,051
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Tabela 10. Analiza wptywu polimorfizméow genu CCR7 i CCL19 na obecno$¢ zmian
miazdzycowych w dystalnych odcinkach tetnic wiencowych.

Whniosek: W analizie jednoczynnikowej ryzyko zmian w dystalnych odcinkach t¢tnic

zwigkszata obecnos¢:

e allelu G rs3136685 (dominujgcy allel A p= 0,042)
o allelu Ars3176818 (model addytywny p=0,04,; dominujgcy allel A p= 0,048)

SNP Allel  Allel Genotyp Obecno$¢ zmiany w  Wartosé p  Brak
1 2 odcinku dystalnym danych
tak nie
rs3136685 A G AA n=10 n=4 *p=0,057 n=57;19%
AG n=31 n=23 **p=0,11
GG n=130 n=45 #p= 0,042
##p= 1,00
rs2023906 A G AA n=117 n=51 *p=0,33 n=26;9%
AG n =60 n=232 **p=0,79
GG n=12 n=2 #p=0,23
##p=0,79
rs9675320 T C TT n=117 n=49 *p=0,26 n=62;21%
TC n=41 n=13 **p= 0,56
CcC n=10 n=38 #p=0,15
##p= 0,66
rs645991 C T CC n=75 n=27 *p=0,64 n=41;14%
TC n =280 n=29 **p= 0,44
TT n=32 n=16 #p=0,34
##p= 0,70
rs16965880 G A GG n=127 n=60 *p=0,51 n=45; 15%
AG n =46 n=15 **p=0,33
AA n=5 =2 #p=1,00
##p= 0,35
rs17708087 A G AA n=>52 n=23 *p=051 n=7;2%
AG n=290 n=232 **p= 0,64
GG n =64 n=32 #p=0,34
##p= 0,83
rs3176818 A G AA n=115 n=43 *p=0,12 n=44;15%
AG n=45 n=28 **p= 0,04
GG n=7 n==6 #p=0,24
##p= 0,048
rs3176820 C T TT n=107 n=48 *p=0,53 n=44;15%
CT n=67 n=22 **p=0,53
CcC =8 =4 #p=0,73
##p= 0,37
rs3176823 C T CC n=174 n=71 *p=100 n=21;,7%
CT n=24 n=10 **p=0,96
TT n=0 n=0 ##p= 0,96
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Tabela 11. Analiza zwigzku polimorfizméw genu CCR7 i CCL19 z obecnos$cig nadci$nienia

tetniczego.

Whiosek: W analizie jednoczynnikowej nie obserwowano asocjacji pomigdzy obecnoscia
polimorfizmoéw genu CCR7, a wystepowaniem nadcisnienia tetniczego

SNP Allel  Allel  Genotyp Nadci$nienie Wartos¢ p  Brak
1 2 tetnicze danych
tak nie
rs3136685 A G AA n=11 n=3 *p=0,45 n=60; 20 %
AG n=38 n=16 **p= 0,45
GG n=13% n=37 #p=10,31
##p= 1,00
rs2023906 A G AA n=119 n=45 *p=0,47 n=30;11%
AG n=73 n=19 **p=0,25
GG n=11 n=3 #p=1,00
##p= 0,25
rs9675320 T C 1T n= 131 n=33 *p=0,21 n=64;21%
TC n=37 n=17 **p=0,13
CcC n=13 n=>5 #p=0,64
##p= 0,08
rs645991 C T CC n=75 n=25 *p=0,96 n=45; 15%
TC n=2_81 n=26 **p=0,79
1T n=237 n=11 #p=0,80
##p= 0,84
rs16965880 G A GG n=144 n=40 *p=0,70 n=49; 16%
AG n=45 n=15 **p=0,52
AA n=>5 =2 #p=0,71
##p= 0,61
rs17708087 A G AA n =55 n=19 *p=0,20 n=11;4%
AG n =86 n=34 **p=0,20
GG n="78 n=17 #p=0,08
##p= 0,74
rs3176818 A G AA n=119 n=37 *p=0,59 n=60, 20%
AG n=>51 n=20 **p=0,97
GG n=11 =2 #p=0,43
##p= 0,67
rs3176820 C T 1T n=114 n=238 *p=0,87 n=48; 16%
CT n==67 n=21 **p= 0,60
CC n=10 n=2 #p=0,53
##p= 0,71
rs3176823 C T CC n=185 n=57 *p=0,67 n=25;8%
CT n=24 n=9 **p= 0,64
TT n=0 n=0 ##p= 0,64

53




Tabela 12. Analiza zwigzku polimorfizméw genu CCR7 i CCL19 z obecnoscig cukrzycy w

wywiadzie.

Whiosek: W analizie jednoczynnikowej nie obserwowano asocjacji pomigdzy obecnoscia
polimorfizméw genu CCR7, a wystepowaniem cukrzycy

SNP Allel  Allel  Genotyp Cukrzyca Wartos¢ p  Brak
1 2 e danych
tak nie
rs3136685 A G AA =3 n=11 *p=0,92 n=60; 20%
AG n=10 n=44 **p=0,78
GG n=31 n=141 #p= 0,85
##p=0,73
rs2023906 A G AA n=33 n=132 *p=0.69 n=30;11%
AG n=18 n=73 **p=0,65
GG n=4 n=10 #p= 0,49
##p= 0,88
rs9675320 T C TT n=28 n=137 *p=0,74 n=63;21%
TC n=38 n =46 **p= 0,82
CC n=4 n=14 #p= 0,52
##p= 1,00
rs645991 C T CC n=18 n=382 *p=0,68 n=45;15%
TC n=24 n=284 **p=0,93
TT n=28 n=239 #p= 0,69
##p= 0,63
rs16965880 G A GG n =235 n =149 *p=0,31 n=49;16%
AG n=15 n =45 **p=0,94
AA n=0 n=7 #p= 0,35
##p= 0,59
rs17708087 A G AA n=17 n=>57 *p=0,59 n=11;4%
AG n=21 n =100 **p=0,84
GG n=20 n=74 #p=0,72
##p= 0,47
rs3176818 A G AA n=233 n=122 *p=0,56 n=60;20%
AG n=16 n =56 **p=0,51
GG =1 n=12 #p=0,23
##p= 0,81
rs3176820 C T TT n=27 n=124 *p=0,78 n=48; 16%
CT n=17 n=72 **p=0,59
CcC n=3 n=9 #p= 0,56
##p= 0,70
rs3176823 C T CcC n=>50 n=192 *p=0,15 n=25;8%
CT n=3 n =30 **p=0,11
TT n=0 n=0 ##p=0,11
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Tabela 13. Analiza zwigzku polimorfizméw genu CCR7 i CCL19 z obecnoscia
hypercholesterolemii.

Whniosek: W analizie jednoczynnikowej nie obserwowano asocjacji pomiedzy obecno$cig
polimorfizméw genu CCR7, a wystepowaniem hypercholesterolemii

SNP Allel  Allel  Genotyp Hyper- Wartos¢ p  Brak
1 2 cholesterolemia danych
tak nie
rs3136685 A G AA n=12 n=1 *p=0,24 n=65;22%
AG n=237 n=16 **p=0,82
GG n=130 n=39 #p=10,74
##p= 0,31
rs2023906 A G AA n=122 n=39 *p=0,85 n=35;12%
AG n=70 n=21 **p=10,73
GG n=11 n=2 #p=0,48
##p= 0,77
rs9675320 T C TT n=131 n=32 *p=0,38 n=67;22%
TC n =40 n=12 **p=0,19
CC n=12 n==6 #p= 0,20
##p= 0,30
rs645991 C T CC n=73 n=24 *p=051 n=50;17%
TC n=385 n=21 **p=0,25
TT n =239 n=38 #p= 0,44
##p= 0,28
rs16965880 G A GG n=146 n=35 *p=053 n=52;17%
AG n=45 n=15 **p=0,29
AA n=>5 n=2 #p= 0,64
##p= 0,30
rs17708087 A G AA n =54 n=19 *p=0,55 n=16;6%
AG n=96 n=23 **p=0,55
GG n=72 n=20 #p=0,98
##p= 0,31
rs3176818 A G AA n=118 n=236 *p=0,89 n=64;21%
AG n =55 n=14 **p=0,72
GG n=10 n=3 #p=10,96
##p= 0,65
rs3176820 C T TT n=117 n=33 *p=0,19 n=51;17%
CT n =68 n=19 **p=0,26
CcC n=12 n=0 #p= 0,07
##p= 0,60
rs3176823 C T CC n=180 n=>58 *p=0,10 n=30;11%
CT n=28 n=4 **p=0,13
TT n=0 n=0 ##p=0,13
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Tabela 14. Analiza zwigzku polimorfizmow genu CCR7 i CCL19 z obecnoscig otytosci.

Whniosek: W analizie jednoczynnikowej otylos¢ czesciej wystepowata wérdd nosicieli:

o allelu T rs9675320, (test trendu p = 0,032, dominujgcy allel T p= 0,029)

o allelu T rs645991, (dominujgcy allel C p= 0,022)

SNP Allel  Allel  Genotyp Otylos¢ Wartos¢ p  Brak
1 2 e danych
tak nie
rs3136685 A G AA n=>5 n==6 *p=0,09 n=96; 32%
AG n=12 n=37 **p= 0,27
GG n =259 n=2385 #p=0,11
##p= 0,55
rs2023906 A G AA n=48 n =96 *p=0,23 n=68; 23%
AG n=34 n=43 **p=0,38
GG n=3 n=28 #p=0,75
##p= 0,21
rs9675320 T C TT n=64 n =83 *p=0,062 n=95; 32%
TC n=16 n=27 **p=0,030
CC n=2 n=13 #p=0,029
##p= 0,11
rs645991 C T CC n=29 n=>57 *p=0,07 n=82;27%
TC n=32 n =59 **p=0,054
TT n=22 n=19 #p=0,022
##p= 0,29
rs16965880 G A GG n =58 n =107 *p=0,27 n=80;27%
AG n=21 n=27 **p=0,90
AA n=1 n==6 #p=0,42
##p= 0,52
rs17708087 A G AA n=24 n=142 *p=0,97 n=52;17%
AG n =36 n =62 **p=0,82
GG n=32 n=52 #p=0,82
##p= 0,89
rs3176818 A G AA n =46 n=91 *p=0,32 n=90; 30%
AG n=27 n =35 **p=0,52
GG =3 =8 #p=0,53
##p= 0,28
rs3176820 C T TT n=>51 n=77 *p=0,83 n=85;28%
CT n=27 n =49 **p= 0,57
CcC n=4 n="7 #p=0,90
##p= 0,53
rs3176823 C T CC n=78 n=132 *p=0,61 n=64;21%
CT n=11 n=15 **p=0,61
TT =0 =0 ##p= 0,61
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Tabela 15. Analiza zwigzku polimorfizmow genu CCR7 i CCL19 z obecnoscig dodatniego
wywiadu rodzinnego w kierunku choroby niedokrwiennej serca.

Whniosek: W analizie jednoczynnikowej dodatni wywiad rodzinnego w kierunku choroby
niedokrwiennej serca wystepowal czesciej wsrod nosicieli allelu G rs3176818 (model
addytywny p=0,046, test trendu p=0,013, dominujgcy allel G p=0,012)

SNP Allel  Allel  Genotyp Dodatni wywiad  Wartos¢ p Brak
1 2 rodzinny ch.n.s. danych
tak nie
rs3136685 A G AA n=4 n=4 *p=0,24 n=137; 46%
AG n=29 n=11 **p=0,51
GG n =68 n=47 #p= 0,29
##p= 0,48
rs2023906 A G AA n =69 n=44 *p=0,60 n=115; 38%
AG n=41 n=21 **p=0,99
GG n=>5 n=>5 #p=0,51
##p= 0,75
rs9675320 T C TT n =65 n=41 *p=0,75 n=142;47%
TC n=25 n=13 **p=0,41
CC n=10 n=4 #p=0,58
##p= 0,49
rs645991 C T CC n=43 n=24 *p=0,93 n=128; 43%
TC n =47 n=28 **p=0,88
TT n=20 n=10 #p=10,73
##p= 0,97
rs16965880 G A GG n=281 n =50 *p=0,09 n=126;42%
AG n=27 n=11 **p=0,74
AA n=1 n=4 #p=0,065
##p= 10,72
rs17708087 A G AA n =30 n=23 *p=0,53 n=102; 34%
AG n="53 n=27 **p=0,63
GG n=40 n=25 #p=0,91
##p= 0,33
rs3176818 A G AA n =62 n =48 *p=0,046 n=132; 44%
AG n=35 n=12 **p=0,013
GG n=9 n=2 #p=10,18
##p=0,012
rs3176820 C T TT n =58 n =48 *p=0,21 n=130; 43%
CT n=38 n=28 **p= 0,07
CcC =5 =1 #p=0,12
##p= 0,11
rs3176823 C T CC n=99 n=~61 *p=0,82 n=116; 39%
CT n=16 n=38 **p= 0,65
TT n=0 n=0 ##p= 0,65
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Tabela 16. Analiza zwigzku polimorfizméw genu CCR7 i CCL19 z obecnoscia zaburzen

rytmu serca.

Whiosek: W analizie jednoczynnikowej zaburzenia rytmu serca wystgpowaly czeSciej wsrod

nosicieli:

e allelu T rs9675320 (dominacja allelu C p=0,028)
e allelu C rs3176820 (model addytywny p=0,018, dominacja allelu T p=0,014)

SNP Allel  Allel Genotyp Zaburzeniarytmu Wartos¢p Brak
1 2 serca danych
tak nie
rs3136685 A G AA n=1 n=12 *p=0,24 n=71;24%
AG n=>5 n =48 **p=0,09
GG n =30 n =133 #p=10,11
##p= 10,70
rs2023906 A G AA n=23 n=136 *p=0,65 n=42; 14%
AG n=16 n=71 **p=0,81
GG n=1 n=11 #p= 0,69
##p= 0,59
rs9675320 T C TT n=231 n=127 *p=0,061 n=76; 25%
TC n=3 n =45 **p=0,06
CC n=2 n=16 #p= 0,75
##p=0,028
rs645991 C T CC n=12 n=83 *p=0,21 n=58;19%
TC n=23 n=2381 **p=0,34
TT n=7 n=36 #p=0,83
##p= 0,12
rs16965880 G A GG n=26 n =150 *p=0,42 n=60; 20%
AG n=9 n =49 **p=0,43
AA n=2 n=4 #p=0,23
##p= 0,68
rs17708087 A G AA n=9 n=63 *p=0,33 n=25; 9%
AG n=23 n=91 **p=0,80
GG n=13 n=76 #p= 0,59
##p= 0,30
rs3176818 A G AA n=22 n=128 *p=0,57 n=67;22%
AG n=14 n =56 **p=0,49
GG =2 n=11 #p=10,93
##p= 0,36
rs3176820 C T 1T n=18 n=126 *p=0,018 n=59; 20%
CT n=21 n=63 **p= 0,07
CcC n=1 n=10 #p= 0,46
##p= 0,14
rs3176823 C T CC n=37 n=195 *p=1,00 n=38;12%
CT n=4 n=26 **p=0,71
TT n=0 n=0 ##p=0,71
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Tabela 17. Analiza zwigzku polimorfizmow genu CCR7 i CCL19 z obecnos$cig migotania

przedsionkow.

Whniosek: W analizie jednoczynnikowej migotanie przedsionkéw wystepowato czgsciej
wsrod nosicieli allelu T rs3176820 (model addytywny p=0,014; dominacja allelu T p=0,01)

SNP Allel  Allel  Genotyp Migotanie Wartos¢ p  Brak
1 2 przedsionkow danych
tak nie
rs3136685 A G AA =0 n=13 *p=0,77 n=74;25%
AG n=>5 n =47 **p=0,45
GG n=15 n =146 #p=0,80
##p= 0,61
rs2023906 A G AA n=10 n =146 *p=0,39 n=45; 15%
AG n=11 n=76 **p=0,47
GG n=0 n=12 #p=0,61
#ip= 0,24
rs9675320 T C 1T n=16 n=139 *p=0,69 n=79; 26%
TC n=3 n=35 **p=0,72
CC n=2 n=16 #p= 0,68
##p= 0,61
rs645991 C T CC n=4 n=288 *p=0,14 n=62;21%
TC n=12 n=91 **p=0,09
TT n=>5 n=238 #p= 0,55
##p=0,06
rs16965880 G A GG n=17 n =157 *p=0,34 n=63;21%
AG n=3 n=54 **p=0,61
AA n=1 n=>5 #p=0,43
##p= 0,61
rs17708087 A G AA n=5 n= 65 *p=0,36 n=29;11%
AG n=13 n =100 **p= 0,66
GG n=>5 n =283 #p= 0,35
##p= 0,80
rs3176818 A G AA n=12 n=135 *p=054 n=69; 23%
AG n=>5 n =65 **p= 0,65
GG n=2 n=11 #p=0,34
##p= 0,93
rs3176820 C T 1T n==6 n=135 *p=0,014 n=62;21%
CT n=13 n=73 **p= 0,07
CcC n=0 n=11 #p=0,32
##p=0,01
rs3176823 C T CC n=17 n=210 *p=0,71 n=43; 14%
CT n=3 n=27 **p=0,62
TT n=0 n=0 ##p= 0,62
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Tabela 18. Analiza zwigzku polimorfizmow genu CCR7 i CCL19 z obecnoscig chromania
przestankowego.

Whniosek: W analizie jednoczynnikowej chromanie przestankowe wystepowato czgsciej
wsrod nosicieli:
e allelu G rs3136685 (model addytywny p= 0,02, test trendu p= 0,032, dominujgcy allel

A p=0,01)

e allelu Ars17708087 (model addytywny p= 0,024)

SNP Allel  Allel  Genotyp Chromanie Wartos¢ p Brak
1 2 przestankowe danych
tak nie
rs3136685 A G AA n=1 n=10 *p=0,02 n=101; 34
AG =1 n =45 **p=0,032 %
GG n=24 n=118 #p=0,01
##p= 0,69
rs2023906 A G AA n=14 n=129 *p=0,35 n=73; 24%
AG n=10 n=64 **p=0,23
GG n=2 n=38 #p= 0,32
##p= 0,31
rs9675320 T C TT n=18 n=119 *p=0,34 n=104; 35%
TC n=2 n=40 **p= 0,37
CC n=2 n=15 #p=1,00
##p= 0,20
rs645991 C T CC n==6 n =380 *p=0,20 n=91; 30%
TC n=13 n=72 **p=0,32
TT n=4 n=34 #p: 1,00
##p= 0,12
rs16965880 G A GG n=19 n=132 *p=0,64 n=093;31%
AG n=38 n=42 **p=0,53
AA n=1 n=>5 #p= 0,58
##p= 0,51
rs17708087 A G AA n==6 n =59 *p=0,024 n=159; 20%
AG n=18 n=76 **p= 0,44
GG n=>5 n=77 #p=0,058
##p= 0,42
rs3176818 A G AA n=13 n=122 *p=0,16 n=93;31%
AG n=9 n=>51 **p=0,08
GG n=3 =9 #p= 0,16
##p= 0,14
rs3176820 C T 1T n=12 n=116 *p=0,30 n=87;29%
CT n=10 n =66 **p=10,19
CcC n=2 n=7 #p=0,28
##p= 0,28
rs3176823 C T CcC n=27 n=177 *p=0,87 n=70; 23%
CT n=2 n=24 **p=0,42
TT n=0 n=0 ##p=10,42
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Tabela 19. Analiza zwigzku polimorfizméw genu CCR7 i CCL19 z obecnoscig dolegliwosci

dtawicowych w klasie CCS II/III-1V.

Whniosek: W analizie jednoczynnikowej wsrod nosicieli allelu G rs2023906, czesciej
wystepowaty dolegliwosci dtawicowe w klasie CCS II/III-IV (model addytywny p= 0,002,

test trendu p=0,027, dominacja allelu A p= 8x10%

SNP Allel  Allel  Genotyp Klasa CCS Wartos¢ p Brak
1 2 H/i-1v danych
tak nie
rs3136685 A G AA n=>5 n=3 *p=0,96 n=123;41%
AG n=22 n=18 **p=0,79
GG n=71 n =58 #p=1,00
##p=0,73
rs2023906 A G AA n =58 n =60 *p=0,002 n=106; 35%
AG n=33 n=32 *p=8x10"
GG n=11 n=0 #p=0,001
#ip= 0,24
rs9675320 T c TT n==61 n=>57 *p=0,14 n=124;41%
TC n=28 n=13 **p= 0,54
cC =8 n=9 #p=10,48
##p=0,19
rs645991 C T CcC n=42 n=233 *p=0,51 n=113;38%
TC n=39 n=42 **p=10,89
TT n=18 n=13 #p=0,53
##p= 0,49
rs16965880 G A GG n=75 n=>57 *p=0,32 n=115; 38%
AG n=24 n=22 **p=0,24
AA n=2 n=5 #p=0,16
#p= 0,41
rs17708087 A G AA n=27 n=233 *p=0,36 n=89; 30%
AG n=47 n=239 **p=0,19
GG n=237 n=28 #p=10,40
##p= 0,16
rs3176818 A G AA n =58 n =58 *p=0,58 n=117;39%
AG n=26 n=230 **p=10,76
GG n=7 n=4 #p=0,34
##p= 0,93
rs3176820 C T TT n=62 n=47 *p=0,23 n=114; 38%
CT n=232 n=36 **p=0,09
CC =3 =6 #p=0,24
##p= 0,12
rs3176823 C T CC n=93 n=82 *p=0,08 n=102; 34%
CT n=9 n=14 **p=0,20
TT n=0 n=0 ##p=0,20
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Tabela 20. Analiza zwiazku polimorfizméow genu CCR7 i CCL19 z wybranymi zmiennymi

ciggtymi (BMI, stezenie glukozy, cholesterolu catkowitego - TC, frakcji LDL, frakcji HDL i

trojglicerydow - TG, wartoscig frakcji wyrzutowej lewej komory w badaniu

echokardiograficznym- EF). Przedstawiono wybrane wyniki (*Test Kruskala-Wallisa).

SNP Zmienna  Genotyp Liczba  Srednia, Wartosé p Brak
kliniczna chorych  wartos$é¢, SD danych
rs2023906 stezenie AA n= 158 57+/- 1,1 *p=0,029 n=45; 15%
glukozy AG n= 84 56 +/-1,2
[mmmol/l] GG n=13 51+/-0,7
rs9675320 BMI TT n= 143 285+/-3,8 *p=0,028 n=101;33%
TC n=41 28,5 +/-4,1
CC n= 15 25,9 +/-3,5
rs9675320 stezenie TT n= 153 58+/-14 *p=10,028 n=78;26%
glukozy TC n=>51 54 +/-0,8
[mmmol/l] CC n=18 50+/-15
TC n= 89 27,5 +/-4,1
TT n=39 29,5 +/- 3,9
rs16965880 BMI GG n= 161 28 +/- 4,1 *p=0,016 n=53;18%
AG n= 47 28,6 +/- 3,3
AA n=6 23,5 +/-4,1
HDL AA n= 68 1,26 +/-0,3  *p=0,024 n=40; 13%
rs17708087 [mmmol/l] AG n=112 1,15 +/- 0,3
GG n= 80 1,19 +/- 0,3
rs3176820 EF [%] TT n=119 59,3+/-12,2 *p=0,01 n=104; 34%
CT n= 68 54,5 +/-12,2
CC n=9 59,4 +/- 10,3
Whniosek:

e Nosiciele allelu A rs2023906; allelu T rs9675320, mieli wyzsze st¢zenie glukozy we
krwi (test Kruskala-Wallisa odpowiednio p= 0,028; p=0,029)

e Nosiciele allelu T rs9675320, allelu G rs16965880, mieli wyzsze wartosci BMI (test
Kruskala-Wallisa odpowiednio p= 0,028; p= 0,016)

e Nosiciele allelu G rs17708087, mieli wyzsze stezenie cholesterolu frakcji HDL (test

Kruskala-Wallisa p=0,024)

e Heterozygoty CT rs3176820, miaty nizszg frakcje wyrzutowa lewej komory (test

Kruskala-Wallisa p=0,01)
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Analiza wieloczynnikowa zwiazku polimorfizméw genu CCR7 i CCL19 z wybranymi

zmiennymi ciaglymi (model regresji liniowej)

W modelu regresji liniowej genotyp TT rs9675320 korelowat ze stezeniem glukozy (p=

0,039) 1 wigzat si¢ z wyzszym stezeniem glukozy (5,8 +/- 1,4 vs 5,0 +/- 1,5mmol/l) ) w

porownaniu z genotypem CC.

Tabela 21. Analiza zwigzku migdzy przebytym zawatem serca a stosowanym leczeniem

farmakologicznym.

e Whniosek: W analizie jednoczynnikowej w grupie chorych po zawale serca, czesciej

stosowane byty: aspiryna (p= 0,0003), pochodne tienopirydyny (p= 0,0018),

acenokumarol (p= 0,034), spironolakton (p= 0,036), azotany (p=0,0065)

Lek Przebyty zawal serca Wartosé¢ p  Brak danych
tak nie
stosowanie leku stosowanie leku
tak nie tak nie

aspiryna n=142 n==6 n=121 n=25 *p=0,0003 n=6;2%
**p=0,0002

pochodne n==63 n=8 |n=37 n=109 | *p=0,0018 n=6;2%

tienopirydyny **n=0,0021

acenokumarol n=11 n=137 | n=3 n=149 | *p=0,034 n=6;2%
**p= 0,051

statyny n=135 n=13 [(n=126 n=20 *p=0,18 n=6;2%
**p=0,20

inhibitory n=116 n=32 |n=109 n=37 *p=0,45 n=6;2%

konwertazy **p= 0,49

diuretyki petlowe | n =26 n=122 |n=23 n=123 *p=0,68 n=6;2%

lub tiazydowe **p=0,76

spironolakton n=28 n=120 |[n=15 n=131| *p=0,036 n=6;2%
**p= 0,047

beta-blokery n=128 n=20 |n=117 n=29 *p=0,14 n=6;2%
**p=0,16

blokery kanalu n=24 n=124 |n=31 n=115| *p=0,27 n=6;2%

wapniowego **p=0,30

azotany n=76 n=72 (n=52 n=9% *p=0,0065 n=06;2%
**p= 0,007

*test chi-kwadrat lub test Fishera; ** test trendu Cochran-Armitage;
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Tabela 22. Analiza wieloczynnikowa zwigzku polimorfizméw genu CCR7 i CCL19 z

ryzykiem zawatu serca, lokalizacjg i stopniem nasilenia zmian miazdzycowych.

Polimorfizm Zmienna kliniczna Adjustacja wzgledem lloraz Warto$¢ p
szans 95%
(OR) przedzial
ufnosci (CI)
rs17708087 A/G | ryzyko zawalu serca ptci, wieku, palenia w 2,13 p=0,01;
wywiadzie, Cl 1,13-3,86
hipercholesterolemii,
stosowania ASA,
pochodnych
tienopirydyny,
acenokumarolu,
azotanow
rs16965880 A/G | ryzyko zawatu serca rs17708087 - p=0,076
Cl 0,95-2,68
rs3176820  C/T | ryzyko zmian, plei, wieku 1,73 p=0,0279
redukujacych $rednice Cl11,06-2,80
rs3136685 A/G | $wiatta naczynia od 10 plci - p=0,061
do 100% Cl10,30-3,37
rs3176823 CIT ptci, wieku - p= 0,09
Cl10,16-1,13
rs17708087 A/G | obecno$¢ zmian, pici 0,63 p=0,03;
redukujacych $rednice 0,42-0,96
rs3176823 C/T | $wiatla naczynia od 50% ptci, wieku - p= 0,09
Cl10,20-1,12
rs9675320 C/T | obecnos$¢ zmian, pici 1,79 p= 0,018;
redukujacych $rednice Cl1,1-292
Swiatta naczynia o 100%
rs2023906 A/G | ryzyko zmian pici - p=0,19
wielonaczyniowych C10,23-2,97
rs3136685 A/G | ryzyko zmian pici - p=0,06
proksymalnych C10,97-2,44
rs3136685 A/G | ryzyko zmian dystalnych pici - p=0,11
Cl10,92- 2,28
rs3176818 A/G ptci, wieku - p= 0,06
C10,40-1,12
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Whniosek: W analizie wicloczynnikowej uwzgledniajgcej oprocz samego
polimorfizmu, wplyw plci, wieku, palenia w wywiadzie, hipercholesterolemii,
stosowania ASA, pochodnych tienopirydyny, acenokumarolu, azotanéw, przy mocy
badania wystarczajacej dla wykrycia wariantow zwigkszajacych szanse zdarzenia 2-
krotnie (iloraz szans, OR=2), istotny statystycznie pozostal zwigzek pomiedzy allelem
A 1517708087, a ryzykiem zawatu serca.

Przy zatozonej mocy badania, stwierdzane korelacje miedzy: allelem A rs17708087, a
obecno$cig zmian redukujacych srednice Swiatta naczynia powyzej 50% (p=0,03);
allelem C rs9675320, a obecnoscig jakichkolwiek zmian miazdzycowych (p=0,028),
allelem C rs9675320, a przewlekta niedroznos$cig naczynia (p=0,018), sa
prawdopodobnie przypadkowe.

Odstapiono od analizy wieloczynnikowej zwigzku polimorfizmow genu CCR7 1 CCL
19, z wybranymi czynnikami ryzyka sercowo-naczyniowego, objawami i chorobami
towarzyszacymi, ze wzgledu na nierdbwnowage liczebnosci poréwnywanych grup i

niepelne dane o czestosci badanej cechy kliniczne;.
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Analiza haplotypow

Badane polimorfizmy genu CCR7 i CCL19 znajdowaty si¢ w obszarze stosunkowo stabej
nierdwnowagi sprzezen, co powoduje brak mozliwosci wyodrebnieniu bloku haplotypowego
(rycina 8,9). Dla zademonstrowania mozliwosci metody przeprowadzono analize

wymuszonego haplotypu na bazie polimorfizméw genu CCR7.

Rycina 8,9. Mapa nierownowagi sprzezen (Linkage Disequilibrium-plot) polimorfizmow
genu CCR7 i CCL19 Podano wartosci wspdlczynnika korelacji Lewontin's D prime
(D'™*100%).

1L I | snp87 = rs17708087,
N\ snp80 = rs16965880,
snp91 = rs645991,
snp20 =rs9675320,
snp06 = rs2023906,
snp85 = rs3136685,
snp23 =rs3176823,
snp20 =rs3176820,
snp18 = rs3176818).
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Tabela 23,24. Czg¢stos¢ wystepowania haplotypéw CCR7 i CCL19.
Zaobserwowano roznice w czestosci wystepowania poszczegdlnych haplotypow genu CCR 7

oraz CCL19 w ocenianej populacji i wzorcowej populacji projektu HapMap (faza 3) [18].

CCR7 | 5 | & Q © 0 | czestos¢ CCL19 1 @ | & | % czestos¢
1% |5 | & |5 5| 5|5
1 A C T A G| 185% 1 C T A | 565%
2 G C T A G | 143% 2 c C A 18%
3 A T T A G| 108% 3 C T G | 15%%
4 |G T T G G | 102% 4 T T A | 45%
5 |6 T T A G| 99% 5 C C G | 36%
6 |G C T G G | 58% R=98,5%
7 |A C C A A | 44%
8 |G ¢ T A A | 37%
9 [G C C A A | 34%
R=81%

Tabela 25. Testy permutacji wybranych genotypow i haplotypéw CCR7 z ryzykiem zawatu

serca.
haplotyp wartos¢ p haplotyp wartos¢ p
permutacji permutacji

ATTAG 0,59 GCCAA 0,99
ACCAA 0,97 GTTGG 1,00
GTTAG 0,97 ACTAG 1,00
GCTGG 0,99 GCTAG 1,00
GCTAA 0,99
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OMOWIENIE WYNIKOW

W niniejszej pracy badano, czy polimorfizmy w genach dla CCR7 i CCL19 oraz
skonstruowane na ich bazie haplotypy, maja wptyw na rozwoj, nasilenie, lokalizacj¢ zmian
miazdzycowych w tetnicach wiencowych i ryzyko zawatu serca, U pacjentow z chorobg
niedokrwienng serca, u ktorych wykonano koronarografi¢ w trybie planowym. Oceniano
rowniez wplyw polimorfizmoéw na czgsto$¢ wystepowania wybranych czynnikow ryzyka

Sercowo-naczyniowego, objawow i chorob towarzyszacych.

W analizie jednoczynnikowej obserwowano zwigzek migdzy:

e allelem A rs16965880 (CCRY7), a ryzykiem zawatu serca (test trendu p= 0,034,
dominujqcy allel A p= 0,044)

e allelem A rs17708087 (CCRY7), a ryzykiem zawatu serca (model addytywny p= 0,01,
test trendu p= 0,025, dominujgcy allel A p= 0,003)

e allelem A rs3136685 (CCR7), a obecnoscig zmian redukujacych srednice $wiatta
naczynia od 10 do 100% (model addytywny p= 0,033, test trendu p= 0,049,
dominujgcy allel A p= 0,027)

e allelem Crs3176823 (CCL19), a obecnoscig zmian redukujacych $rednice Swiatta
naczynia od 10 do 100% (test trendu p=0,039, dominujgcy allel C p= 0,039)

e allelem A rs17708087 (CCR?7), a obecno$cig zmian redukujacych srednice $wiatta
naczynia powyze] 50% (dominujgcy allel A p= 0,015)

e alelem Crs3176823 (CCL19), a obecnos$cig zmian redukujacych $rednice Swiatta
naczynia powyzej 50% (test trendu p=0,034, dominujgcy allel C p= 0,034)

e allelem C rs9675320 (CCR7), a przewlekta niedroznoscia naczynia (model addytywny
p= 0,034, test trendu p= 0,02, dominujgcy allel C p= 0,013)

o allelem A rs16965880 (CCRY7), a przewlekla niedroznoscig naczynia (test trendu p=
0,025, dominujgcy allel A p = 0,038)

e allelem T rs3176820 (CCL19), a przewlekla niedroznoscig naczynia (model
addytywny p = 0,022, dominujgcy allel A p= 0,014)

e allelem G rs2023906 (CCR7), a obecno$cig zmian wielonaczyniowych (model
addytywny p = 0,04, dominujgcy allel A p= 0,013)

e allelem G rs3136685 (CCR7), a obecno$cig zmian w proksymalnych odcinkach fetnic
(dominujgcy allel A p= 0,024)
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allelem G rs3136685 (CCR7), a obecno$cig zmian w dystalnych odcinkach tetnic
(dominujgcy allel A p=0,042)

allelem A rs3176818 (CCL19), a obecnoscig zmian w dystalnych odcinkach tetnic
(model addytywny p=0,04,; dominujgcy allel A p= 0,048)

allelem T rs9675320 (CCRY7), a obecnoscig otytosci (test trendu p = 0,032,
dominujgcy allel T p= 0,029)

allelem T rs645991 (CCRY7), a obecnoscia otytosci (dominujgcy allel C p= 0,022)
allelem T rs9675320 (CCRY7), a obecnosciag zaburzen rytmu serca (dominacja allelu C
p= 0,028)

allelem C rs3176820 (CCL19) ), a obecnoscig zaburzen rytmu serca (model addytywny
p=0,018, dominacja allelu T p=0,014)

allelem T rs3176820 (CCL19), a obecnoscig migotania przedsionkéw (model
addytywny p=0,014; dominacja allelu T p=0,01)

allelem G rs3176818 (CCL19), a obecnoscig dodatniego wywiadu rodzinnego w
kierunku choroby niedokrwiennej serca (model addytywny p=0,046, test trendu
p=0,013, dominujgcy allel G p=0,012)

allelem G rs3136685 (CCR7), a obecnoscia chromania przestankowego (model
addytywny p= 0,02, test trendu p= 0,032, dominujgcy allel A p=0,01)

allelem A rs17708087 (CCRY7), a obecnoscig chromania przestankowego (model
addytywny p= 0,024)

allelem G rs2023906 (CCR7), a obecnoscia dolegliwo$ci dtawicowych w klasie CCS
[/111-1V  (model addytywny p= 0,002, test trendu p=0,027, dominacja allelu A p=
8x10)

allelem A rs2023906 (CCRY7), a stezeniem glukozy (test Kruskala-Wallisa p=0,029)
allelem T rs9675320 (CCRY7), a stezeniem glukozy (test Kruskala-Wallisa (p= 0,028)
allelem T rs9675320 (CCRY7), a warto$cig BMI (test Kruskala-Wallisa p= 0,028)
allelem G rs16965880 (CCRY7), a wartoscig BMI (test Kruskala-Wallisa p= 0,016)
allelem G rs17708087 (CCR?7), a stezeniem HDL (test Kruskala-Wallisa p=0,024)
genotypem CT rs3176820 (CCL19), a frakcjg wyrzutowg lewej komory (test
Kruskala-Wallisa p=0,01)
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Analiza wieloczynnikowa uwzgle¢dniajaca jako zmienne niezalezne: pte¢, wiek, palenie
w wywiadzie, hipercholesterolemig, stosowanie ASA, pochodnych tienopirydyny,
acenokumarolu, azotanow, wykazata, ze allel A rs17708087, jest niezaleznym czynnikiem
ryzyka zawatu serca (p=0,01). Obecnos¢ genotypu AA rs17708087 zwickszata ponad 2-
krotnie szanse wystapienia zawatu serca (iloraz szans - OR 2,13, przedziat ufnosci - Cl 1,13-
3,86). Czestos¢ wystepowania 1 lub wiecej kopii allelu A wsrod pacjentow, ktorzy przebyli
zawat serca wynosila 75,5%, a w grupie kontrolnej 59%.

W modelu regresji liniowej genotyp TT rs9675320 korelowat ze stezeniem glukozy (p=
0,039) 1 wigzat si¢ z wyzszym stezeniem glukozy (5,8 +/- 1,4 vs 5,0 +/- 1,5mmol/l) ) w

poréwnaniu z genotypem CC.

Analizy zwigzku (association study, case-control study) stanowig najczgstszy typ
badan nad podtozem genetycznym powszechnych chordb uktadu krazenia. Stosowane
kryteria wiarygodnosci badan i wiarygodnosci zwigzku polimorfizmu z ryzykiem sercowo-
naczyniowym, zmniejszaja ryzyko powaznych btedow metodologicznych [30,33,121].

Kryteria wiarygodno$ci badan obejmuja: dobrze zdefiniowany fenotyp, postawienie
hipotezy i przeprowadzenie analizy mocy statystycznej badania a priori, duza liczebosé¢
badanej grupy, biologiczng wiarygodnos¢ hipotezy, powtorzenie wynikow W réznych
populacjach oraz w badaniach rodzinnych, przy zastosowaniu polimorfizméow,
zlokalizowanych w tym samym genie [121].

Kryteria wiarygodnosci korelacji polimorfizmu z ryzykiem sercowo — naczyniowym
obejmuja: $ciste zdefiniowanie fenotypu, odpowiednia moc statystyczna badania,
wykluczenie wptywu czynnikow zaktocajacych, wykazanie funkcjonalnosci polimorfizmu in

vitro oraz in vivo [121]. Wyniki mojej pracy przedstawiam w kontekscie wymienionych

kryteriow.

Kryteria wiarygodnosci badania - zdefiniowowanie fenotypu

Miazdzyca jest chorobg ztozong, wywolywana przez liczne czynniki genetyczne,
srodowiskowe oraz ich wzajemne interakcje [6,7,76]. Patofizjologicznie stanowi zbidr wielu
procesow takich jak: dysfunkcja srodbtonka, zapalenie, reakcje immunologiczne, zaburzenia
uktadu krzepnigcia [76,79]. Jako proces ogdlnoustrojowy, obejmuje niemal wszystkie lozyska
naczyniowe, w tym wiencowe i mézgowe, prowadzac do zaburzenia perfuzji zaopatrywanych

narzadow.
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Choroba naczyn wiencowych jest gtbwna przyczyng choroby niedokrwiennej serca.
Manifestacja kliniczna niedokrwienia migénia sercowego jest ztozona - obejmuje zaréwno
stabilng dtawice piersiowg jak i ostre zespoty wiencowe i nagly zgon sercowy; niedokrwienie
moze rowniez pozosta¢ nieme klinicznie [7].

W diagnostyce choroby niedokrwiennej serca, obok objawoéw podmiotowych,
kluczowag rolg odgrywaja badania obcigzeniowe, umozliwiajgce wykrycie niedokrwienia
migsnia sercowego w trakcie wysitku oraz badania obrazowe (koronarografia lub tomografia
naczyn wiencowych), ktore pozwalajg na ocen¢ morfologii tetnic wiencowych [73]. Liczne
badania nad uwarunkowaniami genetycznymi choroby niedokrwiennej serca, nie
uwzgledniaja w kryteriach wiaczenia do badania, oceny angiograficznej tetnic wiencowych,
opierajac si¢ wytacznie na wynikach prob obcigzeniowych lub w przypadku ostrego zespotu
wiencowego na stwierdzeniu obecnos$ci biomarkeréw martwicy migénia sercowego we Krwi
[29,39]. Takie podejscie, wigze si¢ z ryzykiem pominigcia, istotnych zmian miazdzycowych,
ze wzgledu na ograniczong czuto$¢ badan obcigzeniowych, ktéra w przypadku
elektrokardiograficznego testu wysitkowego wynosi jedynie 68% oraz pominigcia zmian
nieistotnych hemodynamicznie, ktore ze wzgledu na brak manifestacji klinicznej, sa mozliwe
do wykrycia jedynie w badaniach obrazowych [122]. Badania nad naturalnym przebiegiem
miazdzycy tetnic wiencowych, wykazuja, ze za znaczng czg$¢ przypadkow ostrych zespotow
wiencowych, odpowiada progresja zmian pierwotnie nieistotnych hemodynamicznie [123].

Najczesciej stosowanymi wskaznikami zaawansowania miazdzycy 1 ryzyka
niedokrwienia w ocenie angiograficznej sa: stopien redukcji §wiatla naczynia, lokalizacja i
morfologia zmian miazdzycowych oraz liczba zajetych naczyn. W licznych badaniach za
istotne hemodynamicznie, uznawano zmiany, powodujace redukcj¢ $wiatta naczynia o 70%, a
w przypadku pnia lewej tetnicy wiencowej, redukujace $wiatto o 50% [124,125]. Aktualne
zalecenia Europejskiego Towarzystwa Kardiologicznego, obok stopnia redukcji §wiatla
naczynia (o ponad 50%), za kluczowe uznaja, udokumentowanie niedokrwienia badaniami
nieinwazyjnymi lub wykazanie istotnego zmniejszenia rezerwy wiencowej metoda FFR
(fractional flow reserve) [73].

Wykorzystana w badaniu baza danych klinicznych, opiera zasady rozpoznawania
poszczegolnych chordb, czynnikdéw ryzyka, a takze zasady oceny koronarografii, o aktualne

standardy postgpowania Polskich Towarzystw Naukowych [3,112,113].
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Do badania wlaczono 300 pacjentéw ze stabilng chorobg niedokrwienng serca,
zakwalifikowanych do planowej koronarografii, w oparciu o objawy podmiotowe oraz wynik
badan obcigzeniowych. Obecno$¢ zmian miazdzycowych w koronarografii stwierdzono u
87,7% badanych; czgsto$¢ wystgpowania zmian redukujgcych §wiatlo naczynia o wigcej niz
50%, wynosita 81%, a zmian powodujacych przewlekla niedroznos$¢ naczynia 63,3%.
Najczestsza lokalizacje anatomiczng stanowita gatgz miedzykomorowa przednia - 99%
badanych, prawa tetnica wiencowa - 81%, gataz okalajgca - 71,7% oraz pien lewej tetnicy
wiencowej - 13,3%. Nie obserwowano istotnej roznicy w czestosci wystepowania zmian,
pomig¢dzy odcinkami proksymalnymi i dystalnymi t¢tnic wiencowych. Czgstosé
wystepowania choroby jednonaczyniowej wynosita 32,4%, dwunaczyniowej - 25%, a
wielonaczyniowej - 29,6%.

Analizowano wptyw wybranych SNP na obecno$¢ zmian miazdzycowych o réznym
stopniu redukcji $wiatta naczynia, liczbg zajetych naczyn oraz lokalizacje zmian w odcinkach
proksymalnych i dystalnych. W analizie wieloczynnikowej polimorfizm rs17708087
korelowat z obecnoscig zmian istotnych hemodynamicznie (>50% i 70% ), a polimorfizm
rs9675320 z przewlekta niedrozno$cig naczynia. Mimo istotnej statystycznie wartosci p,
obliczony iloraz szans dla stwierdzonych asocjacji, byt nizszy niz od mocy badania. Zaden z
polimorfizméw nie wykazywat zwiazku z liczbg zajetych naczyn oraz lokalizacja zmian w
odcinkach proksymalnych.

Przebycie zawatu serca przed przyjeciem do szpitala stwierdzono u 50,3% badanych.
W analizie wieloczynnikowej polimorfizm rs17708087 pozostawat niezaleznym czynnikiem

przebytego ryzyka zawatu serca.

Kryteria wiarygodnosci badania - hipoteza a priori

Hipoteza robocza zaktada, Zze polimorfizmy w genach dla CCR7 oraz CCL19 lub
skonstruowane na ich bazie haplotypy (zestawy alleli), maja wptyw na rozwoj, nasilenie i
lokalizacj¢ zmian miazdzycowych w tetnicach wiencowych, poprzez zmiang poziomu
ekspresji lub funkcji biatek regulujacych zawartos¢ komorek dendrytycznych w blaszce
miazdzycowej. Badane polimorfizmy moga determinowac typ zmiany, stopien krytyczno$ci

zwezenia 1 posrednio stabilnos¢ blaszki miazdzycowe;.
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Kryteria wiarygodnos$ci badania - liczebos¢ badanej grupy i analiza mocy statystycznej
badania a priori

Prawdopodobienstwo wykrycia zwigzku miedzy danym allelem genu kandydata a
chorobg zalezy m.in. od czgsto$ci wystgpowania allela i stopnia jego powigzania z choroba
[14,15]. Szacuje si¢, ze dla osiagni¢cia odpowiedniej mocy badania, niezb¢dnej dla wykrycia
czestych wariantow (tj. obecnych u powyzej 5% populacji), ktore zwigkszaja ryzyko o 10-
50% (OR 1,1-1,5), niezbedne jest przeprowadzanie badan z udziatem tysi¢cy chorych [31].
Badanie WTCCC, ktore wykryto polimorfizmy rejonu 9p21 (OR 1,3, czestos¢ allelu ryzyka
46%) obejmowato 5000 oséb [35]. Warianty wigzace si¢ z wyzszym ilorazem szans,
wymagaja odpowiednio nizszej liczebno$ci analizowanej grupy. W projekcie doktoratu
wykorzystano DNA oraz bazg¢ danych klinicznych obejmujaca 300 pacjentow, zalozona moc
badania jest wystarczajaca dla wykrycia wariantow zwigkszajacych szanse zdarzenia 2-
krotnie (OR=2). Przy zatozonej mocy badania, stwierdzane w analizie wieloczynnikowej
korelacje miedzy: allelem A rs17708087, a obecno$cig zmian redukujacych srednice Swiatta
naczynia powyzej 50%; allelem C rs9675320, a obecnoscia jakichkolwiek zmian
miazdzycowych, allelem C rs9675320, a przewlekla niedroznoscig naczynia (p=0,018), sa
prawdopodobnie przypadkowe.

Kryteria wiarygodnos$ci badania -biologiczna wiarygodnos¢ hipotezy

Niewatpliwie w rozwoju miazdzycy tetnic wiencowych i jej powiktan, czynniki
genetyczne majg istotne znaczenie. Szacuje sig, ze 35 najlepiej udokumentowanych
polimorfizméw odpowiada jedynie za ok. 13 procent dziedzicznos$ci choroby niedokrwiennej
serca [33]. Ludzki genom zawiera ok. 10 milionow SNP, liczb¢ polimorfizmoéw
etykietujacych szacuje si¢ na 500.000-1000.000 [18]. Badanie genow kandydatow, w
przeciwienstwie do badan typu GWAS, pozwala na oceng¢ jedynie drobnego fragmentu
materiatu genetycznego, dlatego kluczowy jest wybor genu i jego polimorfizméw w oparciu 0
przestanki patofizjologiczne.

Wyboru genu kandydata (CCR 7 i CCL 19) dokonano a priori, w oparciu o dane
literaturowe na temat roli komoérek dendrytycznych w miazdzycy tetnic wiencowych [90-
92,109-111]. Istniejg przestanki wskazujace na zarowno na ich pro-, jak i

przeciwmiazdzycowe dzialanie u cztowieka [92-109-111].
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W zwierzecym modelu miazdzycy, w ktorym uzyskano regresj¢ miazdzycy, komorki
piankowate blaszki miazdzycowej, nabywaty cech komorek dendrytycznych i migrowaty z
tadunkiem cholesterolu do weztow chtonnych, co prowadzito do regresji blaszki

miazdzycowej. W tym procesie dochodzito do silnej indukcji genu CCR7 [111].

Kryteria wiarygodnoS$ci badania - powtorzenie wynikéw badania w roznych
populacjach i w badaniach w modelu rodzinnym

Brak jest danych literaturowych o badaniu w modelu rodzinnym, w ktérym oceniano
by zwigzek polimorfizméw genu CCR7 1 CCL19 z miazdzyca tetnic wiencowych [126].

Mozliwe jest, ze ryzyko rozwoju zmian miazdzycowych w tetnicach wiencowych
zwigkszaja inne polimorfizmy, bedace w nierownowadze sprzezen z badanym SNP.
Zwigkszenie gestosci markerow w sasiedztwie rs17708087 moze pozwoli¢ na ich wykrycie.

Dominujacym obecnie modelem badan nad podtozem genetycznym choréb ztozonych,
sa Genome Wide Association Studies, ktore ze wzgledu na wysoka cene trudno zastosowac w
Polsce. Szacunkowy koszt genotypowania 500000 SNP z zastosowaniem mikromacierzy, w
chwili planowania badania wynosit 1000 dolaréw na pacjenta [23]. W najwigkszych
opublikowanych badaniach GWAS, zdolnych do wykrycia polimorfizméw zwiagzanych ze
wzrostem ryzyka sercowo-naczyniowego o 5%, dotychczas nie opisywano roli
polimorfizméw genu CCR7 i CCL19 [26-28, 33]. Potwierdzenie roli wigkszosci opisywanych
w literaturze polimorfizmow, w badaniach przeprowadzonych w innych osrodkach, napotyka
trudnosci, ze wzgledu na réznie definiowany fenotyp choroby niedokrwiennej serca, znaczne
zrdznicowanie badanych populacji oraz problemy w publikacji wynikow negatywnych
(publication bias) [14,121].

Dane z projektu HapMap wskazuja, ze czgsto§¢ wystepowania badanych alleli r6zni
si¢ zaleznie od rasy np. allel A polimorfizmu rs17708087 wystepuje w populacji
zachodnioeuropejskiej z czestoscig 76%, chinskiej 93%, a w nigeryjskiej 100% [18].
Znaczenie tej zmiennosci jest nieznane. Badana przeze mnie grupa byla jednorodna etnicznie.
Zaobserwowana roznica w czestosCi wystepowania poszczegolnych haplotypow genu CCR 7
i CCL19 w badanej populacji i wzorcowej populacji projektu HapMap (faza 3), jest
prawdopodobnie wynikiem odmiennosci genetycznej obu populacji [18].

Powtdrzenie badania w innych populacjach moze rowniez zredukowaé wpltyw
czynnikow zakldcajacych nie uwzglednianych w badaniu, takich jak: wzorce zachowan, tryb

zycia 1 sposob odzywiania si¢.
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Kryteria wiarygodnosci badania - wykluczenie wplywu czynnikow zaklécajacych

Badanie jest oparte na wstecznej analizie danych rejestrowych, co wigze si¢ z
typowymi ograniczeniami dla badan retrospektywnych, jak preselekcja chorych w grupie
badanej, brak czg¢éci danych dotyczacych analizowanych przypadkow [3].

Do badania wtaczono chorych ze stabilng chorobg niedokrwienng serca,
zakwalifikowanych do koronarografii w trybie planowym. Z badania wytgczono chorych po
pomostowaniu aortalno-wiencowym, ze wzgledu na zmieniong anatomi¢ krazenia
wiencowego i prawdopodobne odmienne czynniki determinujace progresj¢ miazdzycy w tej
grupie. Kryterium wykluczenia stanowita rowniez konieczno$¢ wykonania badania w trybie
pilnym, z powodu zawatu serca. Cigzkie dolegliwosci dtawicowe w klasie CCS III/IV i IV,
charakterystyczne dla niestabilnej dtawicy piersiowej, wystepowatly u 13,4 %, przyjetych
planowo chorych.

Istotnym ograniczeniem koronarografii jest mozliwo$¢ oceny wytacznie zmian
miazdzycowych, redukujacych §wiatto naczynia. Zmiany powodujace ekscentryczny
remodelling naczynia, bez redukcji jego swiatta pozostaja nieme angiograficznie, dlatego nie
moga zostaé ujete w badaniu. Nowe metody diagnostyczne jak ultrasonografia
wewnatrzwiencowa (IVUS) i optyczna koherentna tomografia (OCT), umozliwiajg ocen¢
$ciany naczynia, jednak ze wzgledu na koszt 1 bezpieczenstwo nie sg rutynowo stosowane [5].

Czestos¢ wystepowania czynnikow ryzyka miazdzycy w badanej populacji jest
zblizona, do obserwowanej w innych badaniach. Populacja rejestru jest w znacznym stopniu
obcigzona hipercholesterolemia, wystepujaca u 78% badanych, nadci$nieniem tetniczym -
76,3%, otytoscig - 37%, wystgpowaniem palenia w wywiadzie — 46,5%. Tak duza czg¢stos¢
wystgpowania czynnikow ryzyka miazdzycy byta obserwowana m.in. w badaniu Dandona
1 wsp., w ktorym wykazano, ze polimorfizm rejonu 9p21, wptywa na obecnosé
zaawansowanych zmian w koronarografii - choroby tréjnaczyniowej oraz zajgcia pnia lewej
tetnicy wiencowej [41]. W badaniu WOBASZ dotyczacym rozpowszechnienia czynnikow
ryzyka miazdzycy w populacji Matopolski, przeprowadzonym wsréd mezczyzn i kobiet w
wieku 20-74 lat, hipercholesterolemia wystepowata u 68% mezczyzn i 61% kobiet,
nadci$nienie tetnicze — 44 i 32%, otytos$¢ 23,8 127,5%, palenie 45 125% [127-130].

Srednia wieku w badanej populacji wynoszaca 60 lat, jest wyzsza w poréwnaniu z
wiekszoscig badan nad podlozem genetycznym choroby niedokrwiennej serca, np. w badaniu

INTERHEART wynosita 55 lat, WTCC 49,8 lat [28,29].
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Przedwczesne wystgpowanie w rodzinie, chorob uktadu sercowo-naczyniowego, jest
W znacznym stopniu uwarunkowane genetycznie [9]. Za koniecznos$cig odnoszenia wynikow
badan do wieku populacji, przemawia cho¢by obserwacja, ze zmienno$¢ w obrebie rejonu
9p21, silniej koreluje z obecnoscia zaawansowanych zmian w koronarografii, u chorych
ponizej 56 roku zycia, w poréwnaniu z grupa o sredniej wieku 70 lat [41]. Wptyw czynnikow
zaktocajacych takich jak: wzorce zachowan, tryb zycia i sposob odzywiania si¢, nie byt
uwzgledniany w badaniu.

Grupg kontrolng dla poszczegolnych analiz wyodrebniono w oparciu o takie zmienne
jak: przebyty zawat serca (tabela 4), lokalizacja i zaawansowanie zmian miazdzycowych w
tetnicach wiencowych (tabela 5-10), wystgpowanie wybranych czynnikéw ryzyka sercowo-
naczyniowego, objawéw i chorob towarzyszacych (tabela 11-19). Charakterystyka grupy
kontrolnej moze r6zni¢ si¢ od populacji 0s6b zdrowych, poniewaz obejmuje pacjentéw, U
ktorych objawy i nieprawidtowos$ci w badaniach obrazowych byly przyczyng skierowania
pacjentow do diagnostyki inwazyjnej choroby niedokrwiennej serca, a cze¢sto$¢ wystepowania
czynnikow ryzyka miazdzycy wyzsza, niz w badaniu WOBASZ [73].

W analize jednoczynnikowe;j, stwierdzono 13 asocjacji pomi¢dzy badanymi
polimorfizmami, a ryzykiem zawatu serca lub zaawansowaniem zmian miazdzycowych w
tetnicach wiencowych, sposrod ktérych jedynie 4 pozostatly istotne statystycznie w analizie
wieloczynnikowej. Byly nimi - zwigzek pomiedzy allelem A rs17708087, a ryzykiem zawatu
serca; allelem A rs17708087, a obecnoscig zmian >50%; allelem C rs9675320, a obecnoscia
zmian >50% i niedrozno$cig naczynia. Moc statystyczna badania byta wystarczajaca jedynie
dla wykrycia korelacji pomiedzy allelem A rs17708087, a ryzykiem zawatu serca. Nie mozna
wykluczy¢, ze obserwowane w analizie wieloczynnikowej asocjacje, sa wynikiem
rzeczywistych réznic w zakresie niektorych cech fenotypowych, pomigdzy badang grupg a
grupa kontrolng, ktore nie zostaly uwzglednione w rejestrze. Cze$¢ oséb w grupie kontrolne;j
moze by¢ nosicielami alleli ryzyka choroby niedokrwiennej serca. Do ujawnienia si¢ fenotypu
nie dochodzi z powodu braku obecnos$ci innych alleli ryzyka, rownowazenia wpltywu przez
allele o znaczeniu ochronnym, niepelnej penetracji genu, réZznic w narazeniu na wptywy
srodowiska [14]. Na zmniejszenie wiarygodnosci analizy wieloczynnikowej wplywa rowniez:
nierownowaga liczebnos$ci porownywanych grup i brak pelnych danych o czestosci badane;j

cechy klinicznej w czg$ci populacji.
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Kazda z zastosowanych metod laboratoryjnych ma szereg ograniczen, ktore decyduja
o wiarygodnosci genotypowania. W przypadku reakcji PCR, ryzyko wynikow fatszywie
dodatnich niesie kontaminacja materiatu; ryzyko wynikow fatszywie ujemnych powoduje
zanieczyszczenie probek inhibitorami reakcji, uzycie niewtasciwych odczynnikéw oraz
nieoptymalne warunki reakcji. Analiza polimorfizmu dtugosci fragmentow restrykcyjnych
(RFLP) obok ograniczen typowych dla PCR, w przypadku nieoptymalnych warunkéw
trawienia, stwarza ryzyko wykrycia fatszywych heterozygot. Hybrydyzacja typu “reverse dot
blot” wymaga precyzyjnego doboru warunkow dla reakcji wigzania produktu PCR z sonda,
reakcji chemiluminescencji oraz detekcji [131-133]. Dla wykluczenia zanieczyszczenia, w
badaniu stosowano kontrolg negatywne oraz kontrolowano jakos$¢ produktu PCR metoda
elektroforezy w zelu agarozowym. Rowniez zachowanie rownowagi Hardy’ego-Weinberga
dla genotypow badanych polimorfizmoéow z okolic locus genu CCR7 i CCL19, przemawia

przeciw wystgpieniu istotnego btedu laboratoryjnego [16].

Kryteria wiarygodnosci badania - funkcjonalnos¢ in vitro polimorfizméw

Poznanie mechanizmu w ktérym polimorfizm pojedynczego nukleotydu wywotuje efekt
biologiczny jest jednym z kryteriow wiarygodnosci korelacji SNP z ryzykiem sercowo-
naczyniowym. Wplyw polimorfizmu na czynno$¢ genu, jest analogiczny do roli mutacji
punktowej o typie substytucji. Obecnos¢ polimorfizmu lub mutacji w sekwencjach
kodujacych genu moze prowadzi¢ do zmiany struktury biatka i jego funkcji; a w przypadku
sekwencji regulatorowych, konsekwencja moze by¢ zmiana poziomu ekspresji genu. W
hipercholesterolemii rodzinnej, bedacej monogenowym modelem miazdzycy, konsekwencja
mutacji w genach kluczowych dla metabolizmu lipidow, jest obserwowany in vitro szereg
patologii receptora dla LDL m.in. uposledzenie wigzania ligandu, zwigkszona degradacja lub
uposledzona endocytoza receptora [11,134].

Wszystkie oceniane w badaniu polimorfizmy znajdujg si¢ poza sekwencjami kodujacymi
genow. W sekwencjach niekodujacych genu CCR 7 znajdujg si¢ rs2023906 i rs3136685, w
sgsiedztwie loci CCR 7 - rs17708087, rs16965880, rs645991, rs9675320, a w sasiedztwie loci
CCL19 -rs3176818, rs3176820, rs3176823. Sekwencje nickodujace, uwazane przez dhugi
okres czasu za ,,smieciowe DNA”, wedtug nowych badan odgrywaja role w organizacji
chromatyny, sktadaniu genu (splicing), wigzaniu czynnikdéw transkrypcyjnych,
funkcjonowaniu transpozonow typu LINEs i SINES (long/short interspersed nucleotide
elements) [135,136].
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Trudnos$¢ w znalezieniu mechanizmu wptywu wariantéw genu na rozwoj miazdzycy, jest
typowa dla badan nad podtozem genetycznym chorob ztozonych. Wiekszo$¢ polimorfizméw
odkrytych w badaniach GWAS nie wykazuje zwigzku z konkretnym mechanizmem
patofizjologicznym, ktory thumaczytby zwigkszone ryzyko rozwoju choroby niedokrwiennej
serca [33]. Réwniez korelacja migdzy opisywanymi SNP a poziomem ekspresji genow w
komorkach jest niska [137].

Nie mozna réwniez wykluczy¢€, ze znaczenie biologiczne wykazuje inny polimorfizm
sprzgzony z rs17708087 oraz rs9675320 [138].

Wptyw polimorfizmu na funkcj¢ genu receptora chemokinowego CCR7, moga
wyjasni¢ badania czynno$ciowe in vitro, przeprowadzone w kolejnych badaniach [27]. W
ocenie zmian w ekspresji genu, moga znalez¢ zastosowanie liczne metody np.,,run-on”
identyfikujaca geny transkrybowane w danym momencie, badania sekwencji regulatorowych,
badania wigzania biatek regulatorowych (np. test opdznionej migracji w zelu, analiza sladow
z uzyciem DNAzy I, test modyfikacji z uzyciem czynnika metylujacego), hybrydyzacja in-
situ z antysensownym RNA, Real-Time PCR, ilosciowy PCR, translacja in-vitro, metoda

typu Western, immunodetekcja, immunocytochemia, metoda phage display [139-141].

Kryteria wiarygodnosci badania -funkcjonalno$¢ in vivo polimorfizmow

Badania GWAS wskazuja na znaczenie dla rozwoju choroby niedokrwiennej serca
polimorfizmow chromosomu 9 (rs579459, rs4977574) i chromosomu 17 (rs216172,
rs12936587, rs46522), w sasiedztwie ktorych znajduje si¢ gen dla CCR 71 CCL 19 (9p13.3)
[26-28, 33].

Uzyskane wyniki sugeruja, ze polimorfizm rs17708087 z okolic locus genu CCR7,
wplywa na rozwoj 1 nasilenie zmian miazdzycowych w tetnicach wienicowych. Dane
literaturowe sugeruja, ze receptor CCR7 moze modyfikowac liczne efekty biologiczne, w tym
chemotaksje komorek dendrytycznych i makrofagéw, rozwoj procesu zapalnego w $cianie
tetnic, w ten sposob wptywajac na rozwoj i nasilenie miazdzycy [88,111]. Nie mozna
wykluczy¢, ze rs17708087 moze wplywac na ryzyko rozwoju miazdzycy przez inne
mechanizmy niz immunologiczne, jak np. poziom nasilenia klasycznych srodowiskowych
czynnikoéw ryzyka lub odpowiedzi na nie. W analizie wieloczynnikowej allel T rs9675320
korelowat ze stezeniem glukozy (p= 0,039) oraz granicznie z wartoscig BMI (p=0,06), a allel
G rs17708087 ze stezeniem HDL (p= 0,024).
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Nie wykazano jednak wptywu allelu T rs9675320 na ryzyko zawalu serca oraz
lokalizacje i nasilenie zmian miazdzycowych w angiografii tetnic wiehcowych. Badania nad
loci cech ilosciowych (QTL Quantitative Trait Loci) m.in. stezenia lipidow (opisano
dotychczas 95 QTI), wysokosci ci$nienia tetniczego (opisano 43 QTI), wykazujg sygnaty
sprzgzenia rowniez w sgsiedztwie genéw dla CCR 71 CCL 19 [46,47].

Badane polimorfizmy, w analizie wieloczynnikowej nie wykazywaty zwigzku, z
obecno$cig choroby wielonaczyniowej i wystgpowaniem zmian w proksymalnym odcinku
naczyn wiencowych (w tym pniu lewej tetnicy wiencowej), w ktorych preferowang metoda
leczenia jest pomostowanie aortalno-wiencowe [73]. Genotypowanie rs17708087 nie pomaga
wigc w wyborze metody rewaskularyzacji.

Czgste wspotistnienie zaawansowanej miazdzycy w wielu tozyskach tetniczych, u
jednego chorego, stanowi przestanke nad rozszerzeniem badania nad rolg polimorfizméow
CCR7 i CCL19 w rozwoju miazdzycy wielopoziomowej [142]. W przypadku polimorfizmoéw
rejonu 9p21, obserwowano zwiagzek z ryzykiem wystgpowania choroby niedokrwiennej serca,

jak i tetniaka aorty brzusznej i udaru niedokrwiennego mozgu [143].

Znaczenie badan

Badanie sugeruje, ze polimorfizm rs17708087 genu CCR 7 jest potencjalnym
czynnikiem ryzyka miazdzycy tetnic wiencowych. Okreslenie z wigksza precyzja grupy osob,
obcigzonych zwigkszonym ryzykiem, pozwala na wyprzedzenie wystgpienia powiklan
odpowiednimi dziataniami prozdrowotnymi. Testy genetyczne niosg ze sobg niewielkie
ryzyko powiktan i sg akceptowane przez wiekszo$¢ pacjentow. Malejacy koszt
genotypowania, daje nadzieje na wiaczenie testow genetycznych do standardowego panelu
diagnostycznego. W ostatnich latach odkryto szereg polimorfizméw modyfikujacych
catkowite ryzyko sercowo-naczyniowe, jednak nieliczne pozwalaja na zwigkszenie
skutecznos$ci dotychczasowych skal ryzyka opartych na parametrach klinicznych 1
biochemicznych [53,55,17]. Dalsze analizy moga wykaza¢ czy wlaczenie polimorfizmow
genu CCR7 w obecne skale ryzyka rozwoju miazdzycy tetnic wiencowych i jej powiktan,
pozwoli na zwigkszenie ich zdolnosci predykcyjnej. Potrzebne sg rowniez dalsze badania
funkcjonalne komorek dendrytycznych, limfocytow T oraz substancji modyfikujacych ich
dziatanie. Potwierdzenie roli genu CCR7 w miazdzycy tetnic wiencowych, moze

doprowadzi¢ w dtuzszym czasie, do rozwoju nowych terapii.
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WNIOSKI

1) W populacji pacjentéw ze stabilng chorobg niedokrwienng serca, zakwalifikowanych
do planowej koronarografii, w oparciu o0 objawy podmiotowe oraz wynik badan
obcigzeniowych, obecnos¢ allelu A polimorfizmu rs17708087, w genie receptora
chemokinowego CCR7, stanowi niezalezny czynnik ryzyka zawatu serca, po uwzglednieniu
pici, wieku, palenia w wywiadzie, hipercholesterolemi oraz stosowanej farmakoterapii
choroby niedokrwiennej serca. Obecnos¢ genotypu AA zwigksza 2-krotnie szanse

wystgpienia zawatu serca W badanej populacji.

2) Nie stwierdzono zwigzku mi¢dzy polimorfizmami genu receptora chemokinowego
CCRY oraz chemokiny CCL19, a lokalizacja i nasileniem zmian miazdzycowych w

angiografii tetnic wiencowych.

3) Obecnos¢ genotypu TT polimorfizmu rs9675320 w genie dla receptora
chemokinowego CCR7, wiaze si¢ z wyzszym stezeniem glukozy w badanej populacji.

4) Dalsze analizy moga wykaza¢ czy wiaczenie polimorfizm rs17708087 w obecnie
stosowane skale ryzyka sercowo-naczyniowego, pozwoli na zwigkszenie ich zdolno$ci

predykcyjnej.

5) Badang populacje cechuje znaczna czesto$¢é wystepowania zaawansowanych zmian
miazdzycowych - przewleklej niedroznosci naczynia oraz choroby wielonaczyniowe;j.

Najczestsza lokalizacje anatomiczng zmian stanowi gatagz migdzykomorowa przednia.
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STRESZCZENIE

WSTEP. Celem badania bylo poszukiwanie zwigzku miedzy polimorfizmami genu receptora
chemokinowego CCR?7 oraz ligandu CCL19 z obrazem angiograficznym miazdzycy tetnic

wiencowych oraz ryzykiem zawatu serca w populacji matopolskie;.

MATERIAL I METODY. Analizowano materiat genetyczny 300 chorych ze stabilng
chorobg niedokrwienng serca, zakwalifikowanych do planowej koronarografii. Metoda
hybrydyzacji ,,dot blot” oraz RFLP wykonano genotypowanie 9 polimorfizmow
etykietujacych. Analize statystyczng dla zbadania zaleznos$ci genotypoéw z choroba,
przeprowadzono dla modelu addytywnego, recesywnego i dominujgcego z zastosowaniem
testu 7, testu Fishera, testu trendu Cochran-Armitage. W analizie wieloczynnikowej

stosowano model regresji liniowej i regresji logistycznej.

WYNIKI. Czesto$¢ wystepowania 1 lub wigcej kopii allelu A rs17708087 wsrod pacjentow,
ktorzy przebyli zawat serca, byta znamiennie wyzsza (75,5%) niz w grupie kontrolnej (59%),
p=0,01. U pacjentéw bedacych homozygotami AA rs17708087 ryzyko wystapienia zawatu
serca byto ponad 2-krotnie wigksze (OR 2,13, CI 1,13-3,86). Nie stwierdzono zwigzku
migdzy badanymi polimorfizmami a lokalizacjg 1 nasileniem zmian miazdzycowych w

koronarografii.
WNIOSKI. Wyniki badania sugeruja, ze polimorfizm rs17708087 jest potencjalnym

czynnikiem ryzyka zawatu w populacji matopolskiej. Potrzebne sa badania nad zdolno$cia

predykcyjng skal ryzyka sercowo-naczyniowego z jego zastosowaniem.
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ABSTRACT

INTRODUCTION. The aim of the study was to search for the association between
9 polymorphisms in the genes for C-C chemokine receptor type 7 and C-C motif chemokine
19 and angiographic patterns of coronary artery atherosclerosis or myocardial infarction risk

in Polish population.

METHODS. 300 patients with chronic stable coronary artery disease undergoing
coronarography were genotyped by RFLP method and reverse dot blot hybridization.

Single variable analysis for genotype-phenotype association involved chi-square test for
additive, dominant and recessive model of inheritance, Fisher’s exact test, Cochran-Armitage

trend test. Multivariate analysis involved linear regression and logistic regression

RESULTS: Allele A rs17708087 frequency in patient who underwent myocardial infarction
was significantly higher (75,5%) than in control group (59%, p=0,01). AA homozygotes
versus other genotype carriers presented over two-fold increased risk of myocardial infarction
(OR 2,13, CI 1,13-3,86). No correlation was found between CCR7, CCL19 polymorphisms
and angiographic patterns of coronary artery atherosclerosis.

CONCLUSIONS: The results of the study suggest that polymorphism rs17708087 may be

potentially a risk factor of myocardial infarction in Polish population. Risk prediction models
for coronary artery disease with rs17708087 require further research.
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