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WPROWADZENIE 

 

Znaczenie miażdżycy 

Powikłania miażdżycy naczyń tętniczych odpowiadają za 42% zgonów w Unii 

Europejskiej i 48% w populacji Polskiej. Choroba niedokrwienna serca oraz udar mózgu, 

bedące najczęstszymi manifestacjami klinicznymi miażdżycy, zajmują dwa pierwsze miejsca 

wśród wszytkich przyczyn zgonów w Unii Europejskiej [1]. Tylko choroba niedokrwienna 

serca, jest odpowiedzialna za około 40 tys. zgonów i 230 tys. hospitalizacji rocznie w Polsce.  

Co piąty zgon z tego powodu dotyczy osób poniżej 65 roku życia [2,3]. Dzięki intensywnemu 

rozwojowi metod profilaktyki i leczenia, śmiertelność z powodu choroby niedokrwiennej 

serca systematycznie się obniża [4]. Wraz z rozpowszechnieniem interwencji na naczyniach 

wieńcowych, leków fibrynolitycznych, leczenia przeciwzakrzepowego i prewencji wtórnej, 

śmiertelność w pierwszym miesiącu po zawale serca zmniejszyła się od połowy lat 80-tych z 

16%, do 4-6% obecnie [5]. Pomimo to, choroby naczyń tętniczych są obecnie największym 

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

 

Choroba niedokrwienna serca 

Pojęcie „choroba niedokrwienna serca” obejmuje wszystkie stany niedokrwienia 

mięśnia sercowego, bez względu na patomechanizm. Termin „choroba wieńcowa” jest 

pojęciem węższym, odnosi się do stanów niedokrwienia mięśnia sercowego, związanych ze 

zmianami w tętnicach wieńcowych, powodującymi upośledzenie perfuzji mięśnia sercowego. 

Podział kliniczny choroby wieńcowej wyróżnia stabilne zespoły wieńcowe: dławicę piersiową 

stabilną, sercowy zespół X, dławicę związaną z mostkami mięśniowymi nad tętnicami 

wieńcowymi oraz ostre zespoły wieńcowe (z uniesieniem odcinka ST i bez uniesienia odcinka 

ST) [6]. 

 

Czynniki środowiskowe i genetyczne miażdżycy 

 Za zwiększenie ryzyka rozwoju miażdżycy oraz jej powikłań, odpowiadają zarówno 

czynniki środowiskowe, jak i genetyczne. Wpływ i znaczenie czynników środowiskowych 

jest stosunkowo dobrze poznany. Liczne badania wykazały, że takie czynniki ryzyka, jak 

cukrzyca, nadciśnienie tętnicze, hypercholesterolemia, otyłość przyczyniają się do rozwoju 

miażdżycy [7,8].  
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 Pomimo istotnego wpływu czynników środowiskowych, obciążający wywiad 

rodzinny w kierunku chorób układu sercowo-naczyniowego, pozostaje niezależnym 

czynnikiem ryzyka, sugerując istnienie genów zwiększających ryzyko rozwoju miażdżycy 

[9]. Najczęściej spotykaną ogólną miarą wpływu czynników genetycznych na badaną cechę, 

jest jej dziedziczność (ang. heritability, h
2
), czyli ta część zmienności fenotypowej, która 

została wywołana przez czynniki genetyczne. Na podstawie szwedzkiego rejestru, 

obejmującego obserwację 20 tysięcy par bliźniąt przez 36 lat, dziedziczność dławicy 

piersiowej szacuje się na 39% u mężczyzn i 43% u kobiet, a dziedziczność zgonu z przyczyn 

sercowo-naczyniowych na 38% u mężczyzn i aż 57% u kobiet [10]. 

 Istnieją rzadkie przyczyny monogenowe miażdżycy np. hipercholesterolemia rodzinna 

(dotychczas opisano kilkaset różnych mutacji w obrębie genu receptora LDL), rodzinna 

hyperlipidemia (spowodowana mutacją w genie cytochromu 450 CYP7A1), rodzinny defekt 

apolipoproteiny B, homocystynuria (mutacja enzymu - syntazy β-cystationionowej), choroba 

Tangierska (mutacja w genie ATP-binding cassette-1) oraz rodzinnie występująca postać 

choroby wieńcowej spowodowana mutacją genu MEF2A (ang. Myocyte-specific enhancer 

factor 2A), kodującego czynnik transkrypcyjny regulujący ekspresję białek śródbłonka tętnic 

wieńcowych) [6,11,12]. W postaciach monogenowych, to podłoże genetyczne w największym 

stopniu determinuje rozwój miażdżycy, a udział czynników środowiskowych ma ograniczone 

znaczenie. W obrazie klinicznym charakterystyczne jest przedwczesne występowanie 

miażdżycy oraz jej powikłań [13].  

 Wpływ czynników genetycznych na rozwój miażdżycy, przejawia się najczęściej, w  

działaniu wielu genów, z których każdy wykazuje stosunkowo niewielki efekt działania,  

modyfikowany przez czynniki środowiskowe [14,15]. Większość prowadzonych obecnie 

badań skupia się na roli zmienności genetycznej. Polimorfizm genetyczny oznacza 

występowanie w populacji dwóch lub więcej postaci danego genu (alleli), z częstością 

wyższą, niż wynikająca z samej mutacji. Zakłada się arbitralnie, że najrzadszy wariant 

alleliczny w danym locus, występuje w populacji z częstością większą niż 1% [16]. 

 Najczęstszą postacią polimorfizmu genetycznego, występującą z częstością 1 na 1200 

par zasad i odpowiadającą za ok. 90% zmienności w ludzkim genomie, jest polimorfizm 

pojedynczego nukleotydu (Single Nucleotide Polymorphism – SNP), w którym zmiana 

dotyczy jednego nukleotydu [17,18].  



7 

 

 W projekcie mapy zmienności ludzkiego genomu – HapMap (faza 3), zgenotypowano 

dotychczas ok. 1,5 miliona polimorfizmów, wśród 1387 osób należacych do 11 populacji m.in 

zachodnioeuropejskiej, nigeryjskiej, kenijskiej, meksykańskiej, japońskiej i chińskiej [18,19]. 

  Jedną z pierwszych chorób, której etiologię ustalono dzięki badaniom nad 

polimorfizmem genów, jest zwyrodnienie plamki żółtej (Age-Related Macular Degeneration; 

AMD), będące w krajach rozwiniętych najczęstszą przyczyny ślepoty osób w podeszłym 

wieku. Wykazano, że obecność allelu C rs380390 lub allelu C rs1329428, w genie dla 

czynnika H dopełniacza, zwiększa 4,6-krotnie szansę wystąpienia AMD. Obecność 

wspomnianych alleli w sekwencjach kodujących genu prowadzi do zmiany struktury białka i 

jego funkcji, a w konsekwencji do nieprawidłowego funkcjonowanie układu dopełniacza [20]. 

Obecnie w I fazie badań klinicznych znajdują się swoiste leki bazujące na tym odkryciu, takie 

jak POT-4 firmy Potentia Pharmaceuticals i ARC1905 firmy Ophthotec [21].    

 W badaniach nad rolą polimorfizmu pojedynczych nukleotydów, wykorzystywane są 

najczęściej dwa typy analiz: analiza sprzężeń (linkage analysis) i analiza związku (association 

study, case-control study). Analiza sprzeżeń oparta jest na obserwacji, że w trakcie procesu 

„crossing over”, zachodzącego w mejozie,  markery genetyczne dziedziczą się, zależnie od 

odległości od węzłów rekombinacji tzw. „recombination hotspots”. W przypadku bliskiego 

położenia markerów, prawdopodobieństwo ich niezależnego rodziału, jest niskie. Oceniając 

dziedziczenie panelu markerów, u członków rodzin z daną chorobą genetyczną, możliwe jest 

wykrycie, które z markerów znajdują się w bliskości fizycznej poszukiwanego genu choroby 

[22-24]. Analiza sprzężeń odegrała kluczowa rolę w identyfikacji loci chorób 

jednogenowych, jednak w przypadku chorób wielogenowych, wyższą moc wykazują badania 

związku [15]. W badaniach związku, porównuje się częstość wystepowania określonych alleli 

danego genu kandydata, w grupie niespokrewnionych chorych i w grupie kontrolnej [14, 22-

24]. Do niedawna dominowały badania genów kandydatów wyznaczonych na podstawie 

różnych przesłanek patofizjologicznych. W przypadku miażdżycy i jej powikłań były to geny 

regulujące: metabolizm lipidów, równowagę układu krzepnięcia i fibrynolizy, zapalenie, 

funkcję naczyń i płytek krwi [25-28]. Liczne prace, oparte na niewielkich populacjach, 

sugerowały rolę polimorfizmu genu: protrombiny, czynnika V Leiden, czynnika VII, 

promotora inhibitora aktywatora plazminogenu typu 1, glikoproteiny Ib i IIb, trombopoetyny, 

syntazy tlenku azotu, apolipoproteiny-B i apolipoproteiny-E, selektyny-E, CD-14, adhezyny 

PECAM-1 [25].  
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 Próbę potwierdzenia znaczenia opisywanych w literaturze genów, podjęto w ramieniu 

genetycznym badania INTERHEART, obejmującym 8579 osób, gdzie analizowano związek 

1536 polimorfizmów zlokalizowanych w  103 genach, z ryzykiem zawału serca. Znamienność 

statystyczną, wykazano jedynie w przypadku polimorfizmów genu: apolipoproteiny B, 

apolipoproteiny E2 oraz receptora LDL [29]. W opublikowanej w 2006 roku metaanalizie 340 

badań, w których wzięło udzial łącznie 248000 pacjentów, wykazano związek 15 

polimorfizmów, z ryzykiem rozwoju choroby niedokrwiennej serca i zawału serca. Były to 

warianty genów dla ACE, receptora AT1, białka przenoszącego estry cholesterolu, 

apolipoproteiny-B, apolipoproteiny E, lipazy lipoproteinowej, paraoksynazy 1, promotora 

inhibitora aktywatora plazminogenu – 1, syntazy tlenku azotu, reduktazy MTHF. 

Ograniczeniem pracy była znaczna niejednorodność badań [30]. 

Obecnie najważniejszą metodą badań nad podłożem genetycznym zmienności cech 

osobniczych (np. wzrostu, ciśnienia tętniczego), predyspozycji do występowania chorób oraz 

odpowiedzi na leczenie, stanowią badania asocjacyjne całego genomu - Genome Wide 

Association Studies  (GWAS). Wysoka przepustowość GWAS, pozwala na ocenę 

dziesiątków tysięcy polimorfizmów, w populacjach liczących tysiące chorych [31]. Baza 

danych opublikowanych GWAS obejmuje 1181 badań i 5907 polimorfizmów (stan na 

24.02.2012) [32]. Dzięki zastosowaniu tej metody, od 2007 roku do 2012, odkryto 35 

polimorfizmów odpowiadających za 13 procent dziedziczności choroby niedokrwiennej serca 

[33]. Badania GWAS nie potwierdziły związku z rozwojem miażdżycy tętnic wieńcowych 

większości opisywanych w literaturze genów kandydatów [30,33]. Najwyższa powtarzalność 

badań GWAS, dotyczących choroby niedokrwiennej serca, cechuje polimorfizm rs1333049 

znajdujący się na krótkim ramieniu chromosomu 9 (9p21.3) [35-38]. W metanalizie 7 badań 

obejmującej 12004 chorych i 28949 osób w grupie kontrolnej wykazano, że obecność allelu C 

rs1333049, zwiększa ryzyko choroby niedokrwiennej serca 1,6-krotnie u homozygot i 1,3-

krotnie u heterozygot [39]. Częstość występowania w populacji jednej kopii alelu C jest 

szacowana na 50%, a dwóch kopi na 25% [37].  

Istnieje niewiele badań, w których analizowano wpływ czynników genetycznych na 

lokalizację i zaawansowanie zmian miażdżycowych, w angiografii tętnic wieńcowych. W 

badaniach nad dziedzicznością choroby naczyń wieńcowych u bliźniąt wykazano, że 

obecność blaszek miażdżycowych w częściach proksymalnych naczyń, morfologia zmian i 

obecność zwapnień, są w znacznej mierze cechami dziedzicznymi, natomiast liczba zajętych 

naczyń oraz lokalizacja blaszek miażdżycowych w częściach dystalnych naczyń to cechy, 
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które dziedziczą się w niewielkim stopniu [40]. Wykazano, że allel C rs1333049, zwiększa 

ryzyko zaawansowanych zmian miażdżycowych - zajęcia pnia lewej tętnicy wieńcowej oraz 

choroby trójnaczyniowej, prawdopodobnie poprzez wzrost objętości blaszek miażdżycowych, 

bez istotnego wpływu na ryzyko ich destabilizacji [41]. Mechanizm zwiększenia ryzyka 

choroby niedokrwiennej serca przez polimorfizmy 9p.21 jest niejasny, ponieważ rejon ten nie 

zawiera sekwencji kodujących. Sugerowane jest zaburzenie funkcji genów leżacych w 

sąsiedztwie – CDKN2B, CDKN2A, będących regulatorami cyklu komórkowego, genu 

kodującego fosforylazę metyltioadenozyny - enzymu  metabolizmu puryn oraz genów 

regulujących reaktywność płytek krwi [42,43]. Większość z 35 polimorfizmów odkrytych w 

badaniach GWAS, trudno powiązać z konkretnym mechanizmem patofizjologicznym, który 

tłumaczyłby zwiększone ryzyko rozwóju choroby niedokrwiennej serca [33]. Proponowana 

jest rola mechanizmów regulujących „cis”, mogących zmieniać poziom ekspresji genów w 

odległych rejonach genomu [44]. 

 Badania nad podłożem genetycznym chorób złożonych, jako badania retrospektywne, 

dla oceny wielkości efektu, najczęściej posługują się pojęciem ilorazu szans („odds ratio” - 

OR), będącego ilorazem szansy wystąpienia określonego stanu klinicznego w grupie 

eksponowanej i grupie kontrolnej [45]. Dotychczas poznane polimorfizmy zwiększają szansę 

wystąpienia choroby niedokrwiennej serca nieznacznie (OR 1,07-1,92). Wielkość efektu jest 

typowa dla chorób złożonych, w których poszczególne geny i polimorfizmy, wykazują 

stosunkowo niewielki efekt działania,  sumujący się przy określonym genotypie i podlegający 

wpływowi czynników środowiskowych [17, 33].   

 Wpływ czyników genetycznych i  środkowiskowych w rozwoju choroby 

niedokrwiennej serca jest wzajemny. Czynniki genetyczne mogą decydować o stopniu 

nasilenia środowiskowych czynników ryzyka i odpowiedzi na nie, a czynniki środowiskowe 

modyfikować efekt genów. Model obejmujący 95 polimorfizmów tłumaczy ok. 13% 

zmienności stężenia frakcji LDL [46]. Polimorfizm genu TRIB1 (Drosophila tribbles 

homologue), regulującego kaskadę kinaz aktywowanych mitogenami, decyduje o stężeniu 

frakcji LDL, HDL i trójglicerydów [46]. Zmienność w obrębie genu 17-α hydroksylazy 

(CYP17A1), koreluje z wysokością skurczowego ciśnienia tętniczego [47]. Obecność allelu A 

w pozycji 20210 genu protrombiny, zwiększa 11-krotnie ryzyko zawału serca 

niezakończonego zgonem, w grupie kobiet z nadciśnieniem tętniczym, stosujących 

hormonalną terapię zastępczą [48].  
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 W grupie osób palących papierosy, poniżej 68 roku życia, genotyp DD w genie dla 

enzymu konwertującego angiotensynę (polimorfizm I/D), wiąże się z 5-krotnie większym 

ryzykiem zawału serca [49]. W metanalizie oceniającej predyspozycje genetyczne 

uzależnienia od tytoniu, obejmującej ponad 140000 badanych, z rozpoczęciem palenia 

korelowało 8 polimorfizmów mi.n. w obrębie genu neurotrofiny (BDNF). Polimorfizm w 

sąsiedztwie genu beta-hydroksylazy dopaminy wpływał na prawdopodobieństwo zaprzestania 

palenia, a polimorfizmy genu receptora nikotynowego CHRN3 oraz regionu 10q25, 9q13 

miały związek z liczbą  wypalanych codziennie papierosów [50]. Badania przeprowadzone 

wśród sportowców wskazują, że polimorfizm I/D genu enzymu konwertującego angiotensynę 

odpowiada za zdolność do długotrwałego wysiłku u biegaczy długodystansowych i 

himalaistów [51]. Dla większości polimorfizmów opisanych w badaniach GWAS (22 z 34) 

nie obserwuje się jednak związku z klasycznymi czynnikami ryzyka [33]. 

Dalszego postępu w badaniach nad zmiennością genetyczną, a także regulacją 

ekspresji genów, epigenetyką, transkryptomiką, można oczekiwać, dzięki zastosowaniu nowej 

generacji metod sekwencjonowania - Next-Generation Sequencing (NGS), cechujących się 

niezwykle wysoką przepustowością [34]. NGS umożliwiają istotną redukcję kosztu 

sekwencjonowania całego genomu, z 70 milionów dolarów przy zastosowaniu metod 

pierwszej generacji np. metody Sangera, do kilkudziesięciu tysięcy dolarów, przy 

wykorzystaniu aparatów NGS, takich jak: GAIlx (Ilumina), GS-FLX Titanum (454 

Sequencing), SOLID 3 (Applied Biosystems), Single Molecule Sequencer (Helicos) [35].  

W drugiej polowie 2012 roku w sprzedaży pojawi się System GridIon firmy Oxford 

Nanopore Technologies, umożliwiający zsekwencjonowanie ludzkiego genomu w 15 minut.  

System MinIon tej samej firmy, zminiaturyzowany do wielkości pamięci USB, umożliwia w 

cenie 900 dolarów, sekwencjonowanie dziesiątek milionów par zasad. Systemy Oxford 

Nanopore wykorzystują zjawisko zmian w potencjale elektrycznym błon polimerowych, 

podczas trasnportu nici DNA, przez białkowe kanały (nanopory) obecne w błonie [144].  
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Znaczenie kliniczne badań nad uwarunkowaniami genetycznymi miażdżycy i jej 

powikłań 

 Najczęstszy typ zmienności genetycznej w ludzkim genomie, jakim jest polimorfizm 

pojedynczego nukleotydu, prawdopodobnie odgrywa rolę na każdym etapie rozwoju choroby 

niedokrwiennej serca: od fazy narażenia na czynniki ryzyka, przez okres bezobjawowy, po 

manifestację kliniczną oraz rozwój powikłań, decyduje także o odpowiedzi na leczenie 

[33,46,47]. Testy genetyczne, oparte na analizie polimorfizmów genu, mogą posłużyć do 

potwierdzenia diagnozy, przewidywania ryzyka rozwoju choroby, wykrycia bezobjawowego 

nosicielstwa genów ryzyka oraz oceny skuteczności profilaktyki i leczenia. Złożone podłoże 

genetyczne choroby niedokrwiennej serca wskazuje na ograniczoną możliwość zastosowania 

swoistych metod leczenia [33].  

 

Ocena ryzyka sercowo-naczyniowego   

 Pula polimorfizmów może stanowić podstawowy czynnik etiologiczny choroby 

niedokrwiennej serca [33]. Dla większości chorób złożonych zidentyfikowano dotychczas  

od 10 do 30 polimorfizmów ryzyka, jednak skale ryzyka oparte na włączeniu znanych SNP do 

dotychczas stosowanych modeli, wiążą się z niewielką lub umiarkowaną poprawą zdolności 

predykcyjnej skal dla indywidualnych pacjentów [52,53].  

 W modelu Malmö Diet and Cancer Study, zawierającym 9 polimorfizmów 

korelujących, ze stężeniem cholesterolu frakcji LDL i HDL, wraz ze  wzrostem liczby alleli 

ryzyka obserowano liniowy wzost stężenia frakcji LDL, spadek stężenia frakcji HDL oraz 

zwiększenie ryzyka choroby niedokrwiennej serca [54].   

 W innym, skandynawskim badaniu prospektywym, obejmującym 30725 uczestników 

bez jawnej choroby układu sercowo-naczyniowego, oceniano wartość predykcyjną panelu 13 

polimorfizmów, wykazujących silny związek z chorobą niedokrwienną serca. W 10-letnim 

okresie obserwacji, w podgrupie z przewidywanym najwyższym ryzykiem genetycznym, w 

oparciu o panel, częstość występowania choroby niedokrwiennej serca była o 70% wyższa, 

niezależnie od wpływu klasycznych czynników ryzyka [55].  

 W modelu konsorcjum Wellcome Trust Case-Control, zawierającym 9 

polimorfizmów, częstość występowania choroby niedokrwiennej serca w badanej grupie, 

wzrastała proporcjonalnie do liczby alleli ryzyka. W grupie najwyższego ryzyka iloraz szans 

wynosił 2,2. Wzrost ryzyka choroby niedokrwiennej serca w modelu był niezależny od 

klasycznych czynników ryzyka sercowo-naczyniowego [56]. 
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Farmakogenomika 

Indywidualizacja terapii farmakologicznej choroby niedokrwiennej serca, w 

zależności od genotypu pacjenta, stwarza nadzieję na zwiększenie skuteczności i zmniejszenie 

ryzyka działań ubocznych leczenia oraz optymalizację czasu stosowania terapii. 

Dostępne dane dotyczące redukcji ryzyka zawału serca i udaru mózgu są 

niejednoznaczne, z powodu  niskiej powtarzalność badań [57,58]. W badaniu, do którego 

włączono 1038 chorych z nadciśnieniem tętniczym, polimorfizm Tryp460Gly genu alfa-

adducyny, regulującego reabsorpcję nerkową sodu wiązał się ze zmniejszeniem ryzyka 

zawału serca niezakończonego zgonem i udaru mózgu w odpowiedzi na leczenie diuretykami 

(OR, 0.49; 95% CI, 0.32-0.77). Zależności takiej nie obserwowano dla innych grup leków 

hypotensyjnych [57]. W największym, badaniu z zakresu farmakogenomiki GenHAT 

(Genetics of Hypertension Associated Treatment) przeprowadzonym na grupie 42418 chorych 

z nadciśnieniem tętniczym, oceniano wpływ polimorfizmów genów układu renina-

angiotenzyna-aldosteron oraz genów regulujących homeostazę sodową, funkcję śródbłonka, 

gospodarkę lipidową, oporność na insulinę, na odpowiedź na różne grupy leków 

hypotensyjnych [58]. Nie potwierdzono wpływu polimorfizmu Tryp460Gly genu alfa-

adducyny oraz sposobu leczenia hypotensyjnego (chlortalidon, amlodypina, lizynopril, 

doksazosyna) na częstość występowania choroby niedokrwiennej serca [59]. Wykazano 

natomiast, że  leczenie lizynoprilem, w porównaniu z leczeniem amlodypiną, w grupie 

chorych z polimorfizmem 455G>A genu fibrynogenu beta, zwiększało ryzyka udaru mózgu 

[60]. Genotyp TT polimorfizmu T2238C w obrębie genu NPPA, kodującego przedsionkowy 

peptyd natriuretyczny, wiązał się z korzystniejszym rokowaniem, w przypadku leczenia 

blokerem kanału wapniowego, obecność allelu C determinowała lepszą odpowiedź 

terapeutyczną na diuretyki [61].  

   Liczne prace oceniają wpływ farmakoterapii i genotypu na drugorzędowe punkty 

końcowe, będące uznanymi czynnikami ryzyka sercowo-naczyniowego np. przerost mięśnia 

lewej komory czy białkomocz. W badaniu EUCLID, obejmującym 530 chorych z cukrzycą 

typu 1, genotyp II w genie dla enzymu konwertującego angiotensynę (polimorfizmu I/D 

ACE), wiązał się z największą redukcją albuminurii, w trakcie leczenia lizynoprylem [62]. W 

grupie chorych po przeszczepie nerki, z nadciśnieniem tętniczym leczonym lizynoprylem, 

obecność genotypu DD ACE był niezależnym czynnikiem wielkości redukcji przerostu 

mięśnia lewej komory [63].   
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  Znajomość czynników genetycznych determinujących farmakokinetykę i 

farmakodynamikę leku, może zmniejszyć ryzyko istotnych działań ubocznych, częstość 

hospitalizacji, wpływając na rokowanie i jakość życia chorych. Wykazano, że obecność 

wariantów CYP2C9*2 i CYP2C9*3 cytochromu P450, wiąże się ze zmniejszeniem 

aktywności enzymatycznej cytochromu do 12% i 5%, w stosunku do najczęstszego allelu 

CYP2C9*1. Stosowanie  warfaryny w standardowych dawkach, u pacjentów z wariantami 

CYP2C9*2 i CYP2C9*3 zwiększa ryzyko krwawienia, z powodu zahamowania rozkładu 

enancjomeru S-warfaryny i wzrostu jego stężenia we krwi [64,65]. Szacuje się, że obecność 

genotypów CYP2C9 i reduktazy epoksydu witaminy K (VKORC1) odpowiada za 35 do 50% 

zmienności w ostatecznej dawce warfaryny [66]. Skonstruowanie haplotypów, na bazie 10 

polimorfizmów VKORC1,  pozwala na stratyfikację pacjentów z niskim i wysokim 

zapotrzebowaniem na warfarynę [67]. W badaniu Medco-Mayo Warfarin Effectiveness Study 

wykazano, że leczenie przeciwkrzepliwe chorych, u których znano genotyp CYP2C9 i 

VKORC1, wiązało się ze zmniejszeniem ryzyka hospitalizacji z powodu krwawienia o 28% w 

trakcie 6 miesięcy obserwacji [65,68]. Wyniki badania doprowadziły do zmian zaleceń 

dotyczących bezpieczeństwa stosowania warfaryny przez Amerykańską Agencję ds. Leków 

(FDA) [31].  

  

Terapia genowa 

Wiedza o mechanizmach genetycznych rozwoju choroby niedokrwiennej serca, daje 

nadzieje nie tylko na optymalizację już istniejącej farmakoterapii, ale także na ich 

modyfikację za pomoca terapii genowej. Wyniki dotychczas przeprowadzonych badań, z 

zastosowaniem terapii genowej, są niejednoznaczne. W większości badań obserwowano 

korzystny wpływ na takie parametry jak: perfuzja mięśnia sercowego oceniana metodą 

SPECT i zapotrzebowaniem na azotany, tolerancja wysiłku, grubość i lokalna kurczliwość 

mięśnia sercowego w rezonansie magnetycznym serca, jakość życia; część badań nie 

wykazywała korzyści względem placebo [69-71]. 

  W niedawno zakończonym polskim badaniu VIF-CAD  (Angiogenesis Using VEGF-

A165/bFGF Plasmid Delivered Percutaneously in No-option CAD Patients ),  pacjentom z 

zaawansowaną chorobą wieńcową, którzy otrzymywali optymalne leczenie farmakologiczne, 

zgodne z zaleceniami Europejskiego Towarzystwa Kardiologicznego i nie kwalifikowali się 

do rewaskularyzacji metodami standardowymi, podawano w trakcie cewnikowania serca do 

mięśnia lewej komory, plazmid zawierający czynniki wzrostu naczyń - VEGF i FGF.  
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W obserwacji jednorocznej, terapia genowa nie spowodowała poprawy perfuzji 

mięśnia sercowego ocenianej metodą SPECT, obserwowano jedynie poprawę tolerancji 

wysiłku i zmniejszenie nasilenia objawów klinicznych choroby wieńcowej [21,72]. 

 

Rewaskularyzacja mięśnia sercowego 

W wybranych grupach chorych z chorobą niedokrwienną serca, rewaskularyzacja 

naczyń wieńcowych poprawia rokowanie i jakość życia, w porównaniu z leczeniem 

farmakologicznym [5,73]. Aktualne wytyczne dotyczące rewaskularyzacji mięśnia sercowego 

w stabilnej dławicy piersiowej, uznają za istotne hemodynamicznie, zmiany powodujące 

redukcję światła naczynia o ponad 50%, jeżeli udokumentowano niedokrwienia badaniami 

nieinwazyjnymi lub wykazano istotne zmniejszenie rezerwy wieńcowej metodą FFR 

(fractional flow reserve) [73]. Obok rozległości niedokrwienia, do najważniejszych 

czynników decydujących o wyborze metody rewaskularyzacji tętnic wieńcowych, należy 

lokalizacja zmian miażdżycowych. Angioplastyka naczyń wieńcowych (PCI) jest 

preferowaną metodą w zawale serca, a wśród chorych ze stabilną chorobą wieńcową, w 

przypadku choroby jedno- lub dwunaczyniowej, nieobejmującej początkowego odcinka gałezi 

międzykomorowej przedniej. Pomostowanie aortalno-wieńcowe (CABG) wykazuje przewagę 

nad PCI, u chorych z zajęciem pnia lewej tętnicy wieńcowej lub proksymalnego odcinka 

gałęzi międzykomorowej przedniej, chorobą wielonaczyniową, cukrzycą lub przewlekłą 

chorobą nerek [73]. Badania genetyczne mogą mieć znaczenie w wyborze metody terapii. 

Polimorfizmy rejonu 9p21 korelują z obecnością najbardziej zaawansowanych form choroby 

wieńcowej - zajęciem pnia lewej tętnicy wieńcowej oraz chorobą trójnaczyniową, w których 

preferowaną metodą leczenia jest pomostowanie aortalno-wieńcowe [41].   

Istotnym ograniczeniem angioplastyki wieńcowej jest nawrót zwężenia poszerzanej 

tętnicy (restenoza) i konieczność ponownej rewaskularyzacji. Znanymi czynnikami ryzyka 

restenozy są m.in. cukrzyca, stosowanie stentów metalowych, liczba stentów oraz średnica 

stentu poniżej 3mm [74]. Mechanizmy genetyczne mogące decydować o odpowiedzi zapalnej 

na wszczepienie stentu i ryzyko restenozy w stencie są słabo poznane. Sugerowana jest rola 

polimorfizmu genu receptora adrenergicznego beta-2 (ADRB2), czynnika stymulującego 

wzrost granulocytów i makrofagów (CSF2), chemokiny CCL11 oraz receptora CD14 [75]. 
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Patogeneza miażdżycy 

Obecne koncepcje procesu miażdżycowego naczyń krwionośnych uznają kluczową 

rolę procesu zapalnego, w którym mechanizmy immunologiczne współdziałają z czynnikami 

metabolicznymi, w zapoczątkowaniu i rozwoju zmian [7, 76-77]. 

W procesie powstawania blaszki miażdżycowej można wyróżnić szereg etapów [76]. 

Pasma tłuszczowe  (ang. „fatty streaks”) obecne w błonie wewnętrznej tętnic, stanowią 

najwcześniej rozpoznawalną makroskopowo zmianę miażdżycową, obecną już w badaniach 

autopsyjnych u dzieci. Rozwój pasm tłuszczowych jest związany z ogniskowym odkładaniem 

się lipidów, wywodzących się głównie z lipoprotein osocza [76]. Przedostające się do intimy 

lipoproteiny, w szczególności frakcji LDL, mogą ulec modyfikacji,  prowadząc do powstania 

silnie aterogennych utlenowanych cząsteczek ox-LDL. W przestrzeni podśródbłonkowej, 

dochodzi do kontaktu zmodyfikowanych cząsteczek  LDL z siecią immunokompetentych 

komórek,  rozpoznających sygnały zagrożenia [77, 78]. Wytworzony przez nie gradient 

chemotaktyczny przyciąga z krwi do ściany tętnicy monocyty, komórki immunologiczne i 

komórki macierzyste [76-79]. Kaskada reakcji zapalnych oraz wychwyt ox-LDL przez 

makrofagi, prowadzi do powstawania komórek piankowatych (ang. „foam cells”), tworzących 

pasma tłuszczowe i ostatecznie rdzeń lipidowy blaszki miażdżycowej [76, 80]. Rdzeń 

lipidowy dojrzałych blaszek miażdżycowych, zostaje pokryty od strony światła naczynia 

przez czapeczkę włóknistą (ang. fibrous cap) zbudowaną z komórek mięśniówki gładkiej, 

macierzy pozakomórkowej, komórek zapalnych i ich mediatorów. Neowaluskaryzacja rdzenia 

blaszki przez naczynia przydanki, rozwój nacieków zapalnych w regionie brzeżych, prowadzi 

do powstania tzw. zmian złożonych (ang. „complicated lesion”) [76, 79]. Blaszki 

miażdżycowe o tym charakterze wykazują  zwiększone ryzyko pęknięcia w porównaniu z 

blaszkami włóknisto-tłuszczowymi. Pękająca blaszka, uwalniając trombogenną zawartość 

prowadzi do powstania zakrzepu i zatoru tętniczego, którego konsekwencją kliniczną może 

być zawał serca, udar mózgu [76].  

Zapalenie rozumiane, jako złożony układ interakcji pomiędzy czynnikami 

rozpuszczalnymi i komórkami, powstający w tkance w odpowiedzi na uraz, zakażenie, 

niedokrwienie, uszkodzenie toksyczne lub autoimmunologiczne, odgrywa rolę na każdym 

etapie rozwoju blaszki miażdżycowej [81]. Kluczowy w początkowym etapie rozwoju zmian 

miażdżycowych proces migracji i różnicowania się monocytów w makrofagi i ostatecznie 

komórki piankowate, jest zależny od wielu cytokin i czynników wzrostu, produkowanych 

przez zmieniony zapalnie śródbłonek [76].  
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Aktywowany, zmieniony prozapalnie śródbłonek wykazuje ekspresję cytokin (m.in. 

białka chemotaktycznego monocytów MCP-1, interleukiny 8), cząsteczek adhezyjnych 

(międzykomórkowych – ICAM-1 oraz naczyniowych VCAM-1, selektyny E i P), 

umożliwiając rekrutację limfocytów i makrofagów oraz infiltrację warstwy podśródbłonkowej 

przez komórki i powstanie wczesnych form miażdżycy - pasm tłuszczowych [7,82]. Rozwój 

zaawansowanych zmian miażdżycowych jest wynikiem oddziaływania komórek zapalnych 

obecnych w blaszce miażdżycowej -monocytów/makrofagów, limfocytów (T, B, NKT), 

komórek dendrytycznych i mastocytów. Wydzielane przez aktywowane komórki proteazy, 

poprzez rozkład macierzy pozakomórkowej, prowadzą do osłabienia czapeczki włóknistej, 

zwiększając prawdopodobieństwo pęknięcia blaszki miażdżycowej, powstania zakrzepu i 

manifestacji klinicznej [83]. Badania krytycznych zmian, odpowiadających za zawał serca, 

wykazują, że zapalenie jest głównym czynnikiem odpowiadającym za pęknięcie blaszki 

miażdżycowej i erozję jej powierzchni [84,85]. Poprzez produkcję czynników 

prozakrzepowych komórki zapalne nasilają powstawanie zakrzepu na powierzchni 

uszkodzonej blaszki miażdżycowej [ 76-77]. 

 

Znaczenie komórek dendrytycznych w rozwoju miażdżycy 

Komórki dendrytyczne (DC), należą do komórek prezentujących antygen, które 

rozpoznają obce i potencjalnie niebezpieczne antygeny i prezentują je w kontekście antygenu 

głównego układu zgodności tkankowej MHC I i II, obecnego na ich powierzchni, łacząc w 

ten sposób cechy komórek odporności swoistej i nieswoistej [86].  

W 2011 roku Ralph M. Steinman otrzymał nagrodę Nobla w dziedzinie fizjologii i medycyny, 

za wykazanie roli komórek dendrytycznych w funkcjonowaniu odporności [87]. 

Dojrzewanie DC wiąże się ze zwiększeniem skuteczności prezentacji antygenu 

limfocytom. Dojrzałe DC posiadają receptory chemokinowe (CCR, CXCR- CCR4, CCR7, 

CXCR4) oraz wydzielają 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 sprzężony z białkiem G.  Ekspresję receptora stwierdzano 

na powierzchni komórek dendrytycznych, limfocytów B oraz T. Funkcja biologiczna CCR7 

obejmuje: aktywację limfocytów B oraz T, kontrolę migracji limfocytów T do zmienionych 

zapalnie tkanek oraz stymulację dojrzewania komórek dendrytycznych [89,90].  
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Poprzez receptor CCR7, wirus Epstein-Barr (EBV) wywiera swój wpływ na limfocyty 

B [88]. Chemokiny CCL19 i CCL21 to ligandy dla receptora CCR7, produkowane przez 

komórki zrębu węzłów chłonnych [91]. 

Komórki dendrytyczne mogą odgrywać rolę na wielu etapach rozwoju procesu 

miażdżycowego, przy czym istnieją  przesłanki wskazujące na zarówno na ich pro-, jak i 

przeciwmiażdżycowe działanie. Zwiększoną liczbę DC w ścianie tętnic obserwuje się nie 

tylko na wczesnych etapach miażdżycy, ale takżę w niezmienionych miażdżycowo 

naczyniach, w miejscach poddanych większemu stresowi hemodynamicznemu. Migracji ze 

światła naczyń oraz z naczyń przydanki tętnic, sprzyjają zmiany śródbłonka pod wpływem 

oksydowanego LDL [92]. Komórki dendrytyczne mogą także uczestniczyć w destabilizacji 

blaszki miażdżycowej. Ponad 90% DC lokalizuje się na brzegach blaszek miażdżycowych, w 

miejscu szczególnie narażonym na pęknięcie, przy czym większość wykazuje cechy 

aktywacji, np. ekspresję molekuły CD83 [93].  

 

Rola cytokin, receptora chemokinowego CCR7 oraz ligandu CCL19 w rozwoju 

miażdżycy 

W ludzkich blaszkach miażdżycowych stwierdzano ekspresję szeregu chemokin: 

MCP-1 (monocyte chemotactic protein-1, CCL2); MIP-1α (macrophage inflammatory 

proteins-1α, 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 mają kluczowe znaczenie w rozwoju i destabilizacji blaszki miażdżycowej: 

wpływają na przepuszczalność śródbłonka [94]; ekspresję molekuł adhezyjnych [95] 

metabolizm lipidów [96]; utlenianie LDL [97], migrację i proliferację komórek mięśniówki 

gładkiej [98], regulację odpowiedzi immunologicznej Th1/Th2 [99], rekrutację limfocytów 

CD4+ [100], ekspresję metaloproteinaz [101], skład macierzy pozakomórkowej [102], 

neowaskularyzację blaszki [103], indukcje apoptozy [104], prozakrzepową czynność 

śródbłonka [105]. Chemokiny, obok interleukin, interferonów (IFN), czynników wzrostu 

(TGF, TNF, CSF), stanowią jedną z klas cytokin, uczestniczącą w komunikacji 

międzykomórkowej, regulacji odpowiedzi immunologicznej oraz zapalenia [106].   
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Komórki dendrytyczne, po wychwyceniu antygenów zagrożenia, produkują na swej 

powierzchni szereg receptorów, w tym molekuły układu MHC i receptor CCR7; następnie 

zaczynają wędrować do węzłów chłonnych, zgodnie z rosnącym gradientem chemokin 

CCL19 i CCL21, gdzie aktywują limfocyty T [88,109]. W mechanizmie zależnym od CCR7 i 

jego ligandów, komórki piankowate, mogą nabywać cech komórek dendrytycznych, i  

migrować z blaszki miażdżycowej, przyczyniając się do zmniejszenia ładunku cholesterolu w 

blaszce. W badaniu w którym  przeszczepiano zmieniony miażdżycowo łuk aorty od 

hiperlipemicznych myszy apoE-KO (będących modelem ludzkiej miażdżycy, na podłożu 

dyslipidemii) do myszy normolipemicznych lub celem kontroli do innych myszy apoE-KO; 

normalizacja lipemii prowadziła do regresji blaszki miażdżycowej, podczas gdy pozostawanie 

w środowisku apoE-KO wywoływało dalszą progresję miażdżycy. W procesie regresji blaszki 

miażdżycowej dochodziło do silnej indukcji genu CCR7. Dzięki indukcji CCR7, obładowane 

cholesterolem komórki piankowate nabywały cech komórek dendrytycznych i migrowały do 

węzłów chłonnych. Po zablokowaniu przy pomocy przeciwciał chemokin CCL19 i CCL21 do 

regresji blaszki miażdżycowej nie dochodziło [111]. U pacjentów z chorobą wieńcową, pod 

wpływem statyn dojrzewanie komórek dendrytycznych ulega zahamowaniu, poziom CCR-7 

ulega zwiększeniu, a CCL19 i CCL21 obniżeniu [110].   

 

Dane literaturowe przemawiają za istotną rolą komórek dendrytycznych w rozwoju 

miażdżycy [88-92,109,111]. W moim badaniu zamierzam ocenić wpływ zmienności w 

obrębie genów regulujących funkcję komórek dendrytycznych na rozwój, nasilenie i 

lokalizację zmian miażdżycowych w tętnicach wieńcowych, u pacjentów ze stabilną chorobą 

niedokrwienną serca. Polimorfizm genów, poprzez zmianę poziomu ekspresji lub 

modyfikację funkcji białek regulatorowych, może decydować o zawartości komórek 

dendrytycznych w blaszce miażdżycowej oraz ich zdolność do migracji z blaszki. 

Uwarunkowana genetycznie zmienność w obrębie jednego z szlaków rozwoju miażdżycy, 

może wpływać na nasilenie i lokalizację zmian aterogennych w tętnicach wieńcowych. 

 

 

 

 

 

\ 
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CELE PRACY  

 

 

 Przedmiotem pracy jest ocena związku pomiędzy polimorfizmami genu receptora 

chemokinowego CCR7 oraz jego ligandu CCL19 a miażdżycą tętnic wieńcowych i jej 

powikłaniami w populacji pacjentów ze stabilną chorobą niedokrwienną serca, 

zakwalifikowanych do planowej koronarografii. 

 

Celem pracy jest: 

 ocena częstości występowania, stopnia zaawansowania oraz lokalizacji zmian 

miażdżycowych w tętnicach wieńcowych w badanej populacji 

 wyjaśnienie czy polimorfizmy wybranych genów regulujących funkcję komórek 

dendrytycznych, są związane z rozwojem miażdżycy tętnic wieńcowych i jej 

powikłań 

 ocena badanych polimorfizmów jako czynników ryzyka sercowo-naczyniowego 

 

 Hipoteza robocza zakłada, że badane polimorfizmy lub skonstruowane na ich bazie 

haplotypy, mają wpływ na rozwój, nasilenie i lokalizację zmian miażdżycowych w tętnicach 

wieńcowych i ryzyko zawału serca. Wpływ ten może wynikać ze zmiany poziomu ekspresji 

lub modyfikacji funkcji białek regulujących zawartość komórek dendrytycznych w blaszce 

miażdżycowej oraz ich migrację z blaszki, co może determinować typ zmiany, stopień 

krytyczności zwężenia i pośrednio stabilność blaszki miażdżycowej 

 

 

 

  

 

. 
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METODYKA BADAŃ 

 

Spis treści: 

1. Baza danych klinicznych  

2. Wybór polimorfizmów genu CCR7 i CCL19 

3. Metoda PCR 

4. Hybrydyzacja typu “reverse dot blot”  

5. Analiza polimorfizmu długości fragmentów restrykcyjnych 

6. Analiza statystyczna 

 

Badanie realizowane jest w Katedrze Farmakologii UJ CM, we współpracy z 

Zakładem Hemodynamiki i Angiokardiografii Instytutu Kardiologii CM UJ, kierowanym 

przez Pana Prof. dr hab. med. Krzysztofa Żmudkę.  

 Do genotypowania polimorfizmów wykorzystano metodę chemiluminescencyjną, w 

której stosuje się znakowane sondy specyficzne dla alleli oraz metodę analizy długości 

fragmentów restrykcyjnych. 

 

Baza danych klinicznych  

 W projekcie wykorzystano DNA oraz bazę danych klinicznych obejmująca 300 

pacjentów z chorobą niedokrwienną serca, u których wykonano planową koronarografię w 

latach 2002-2004, w Zakładzie Hemodynamiki Instytutu Kardiologii CM UJ Krakowskiego 

Szpitala Specjalistycznego im. Jana Pawła II. Wszyscy chorzy wyrazili pisemną zgodę na 

udział w badaniu. Badanie posiada zgodę komisji bioetycznej Uniwersytetu Jagiellońskiego 

nr KBET/88/B/2006  

 

Baza danych klinicznych obejmuje m.in takie dane jak:  

 dotychczasowy przebieg choroby niedokrwiennej serca (ilość przebytych zawałów 

serca, klasa CCS), 

 czynniki ryzyka miażdżycy (nadciśnienie tętnicze, cukrzyca, hypercholesterolemia, 

otyłość, palenie tytoniu, dodatni wywiad rodzinny w kierunku choroby 

niedokrwiennej serca), 

 choroby współistniejące (niewydolność serca, niewydolność nerek, zaburzenia rytmu 

serca, migotanie przedsionków),  



21 

 

 dotychczasowe leczenie farmakologiczne choroby niedokrwiennej serca, 

 wyniki wybranych badań laboratoryjnych (stężenie glukozy, frakcji lipidogramu),   

 wyniki koronarografii (lokalizacja zmian miażdżycowych i stopień redukcji średnicy 

światła tętnic wieńcowych) [3]. 

 

Kryteria rozpoznania chorób i czynników ryzyka w oparciu o standardy postępowania 

Polskich Towarzystw Naukowych obejmowały [3, 112,113]: 

 przebyty zawał serca przed przyjęciem do szpitala - rozpoznanie przed przyjęciem do 

szpitala na podstawie dokumentacji medycznej chorego lub zapisu EKG 

wykazującego cechy dokonanej martwicy mięśnia serca 

 nasilenie dławicy piersiowej przed przyjęciem do szpitala - wg klasyfikacji CCS 

(Canadian Cardiovascular Society)  

 nadciśnienie tętnicze - rozpoznanie przed przyjęciem do szpitala na podstawie 

dokumentacji medycznej chorego  

 hipercholesterolemia  -  stężenie cholesterolu całkowitego u chorego > 200 mg% lub 

frakcji  LDL > 130 mg% (niezależnie od sposobu leczenia), przed przyjęciem do 

szpitala lub w trakcie hospitalizacji 

 otyłość -  BMI chorego większe niż 30 w trakcie hospitalizacji 

 palenie tytoniu w przeszłości i aktualnie – na podstawie badania podmiotowego  

 obciążenie  rodzinne wczesnym występowaniem w rodzinie choroby niedokrwiennej 

serca (u mężczyzn <55rż, u kobiet <65rż) – na podstawie badania podmiotowego 

 cukrzyca, niewydolność serca, niewydolność nerek, zaburzenia rytmu serca, migotanie 

przedsionków - rozpoznanie przed przyjęciem do szpitala na podstawie dokumentacji 

medycznej chorego lub w trakcie hospitalizacji 
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W ocenie lokalizacji zmian miażdżycowych stosowano podział anatomiczny tętnic 

wieńcowych na 15 segmentów wg zaleceń programu „POLKARD” [3, zmod.]:  

 

1 – prawa tętnica wieńcowa (RCA) proksymalnie 

2 – prawa tętnica wieńcowa (RCA) medialnie 

3 – prawa tętnica wieńcowa (RCA) dystalnie 

4 – prawa tętnica wieńcowa (RCA) - gałąź tylna zstępująca (PDA) 

5 – pień lewej tętnicy wieńcowej (LM) 

6 – gałąź międzykomorowa przednia (LAD) proksymalnie 

7 – gałąź międzykomorowa przednia (LAD) medialnie 

8 – gałąź międzykomorowa przednia (LAD) dystalnie 

9 – gałąź diagonalna pierwsza (D1) 

10 – gałąź diagonalna druga (D2) 

11 – gałąź okalająca (Cx) proksymalnie 

12 – gałąź okalająca pierwsza (OM1) 

13 – gałąź okalająca (Cx) po OM1 

14 – gałąź okalająca (Cx) – gałąź tylno-boczna 

15 – gałąź okalająca (Cx) – gałąź tylna zstępująca (PDA) 

 

 Za zmiany miażdżycowe zlokalizowane proksymalnie uznawano takie, które były  

obecne w pniu lewej tętnicy wieńcowej, segmencie proksymalnym gałęzi międzykomorowej 

przedniej, gałęzi okalającej i prawej tętnicy wieńcowej oraz na rozwidleniu gałęzi diagonalnej 

pierwszej i gałęzi międzykomorowej przedniej, rozwidleniu gałęzi marginalnej pierwszej i 

gałęzi okalającej (segmenty 1,5,6,9,11,12). Zmiany zlokalizowane w innych segmentach 

uznawano za dystalne (nie-proksymalne). Do badania nie włączano chorych ze zmianami w 

pomostach aortalno- wieńcowych. 

 

Wybór polimorfizmów genu CCR7 i CCL19 

Ze względu na dostępność środków finansowych, zostosowano metodę badania genów 

kandydatów, wyodrębnionych na podstawie przesłanek biologicznych  - genu receptora 

chemokinowego CCR7 oraz jego ligandu CCL19.  
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Gen dla CCR7 o długości 11715 par zasad, jest zlokalizowany na chromosomie 17, w 

prążku 17q21.2, w pozycji 38710022-38721736 (mapa ludzkiego genomu - UCSC Genome 

Browser) [18]. Sekwencja kodująca składa się z 3 egzonów. 

Rycina 1. Lokalizacja genu CCR7 (UCSC Genome Browser). 

 

 

Gen dla CCL19, długości 1708 par zasad, jest zlokalizowany na chromosomie 9, w 

prążku 9p13.3, w pozycji 34689567-34691274. Sekwencja kodująca składa się z 4 egzonów 

 

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

 

 

 Region zawierający CCR7 znajduje się w obszarze dosyć silnej nierównowagi 

sprzężeń o wielkości 99000 par zasad, tj. obszaru w którym nie zachodziła rekombinacja 

DNA a zmienność jest wyłącznie efektem powstawania nowych mutacji.  

Pozwala na wybranie tzw. polimorfizmów etykietujących (ang. tagging SNPs), które 

zawierają w sobie większość informacji potrzebnej do oceny zmienności genetycznej 

stwierdzanej w danym fragmencie DNA. Zgodnie z szacunkami mówiącymi o obecności 

jednego polimorfizmu na około 1200 par zasad można się spodziewać na takim odcinku DNA 

około 80 polimorfizmów.  
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Wyboru polimorfizmów etykietujących dokonano przy uzyciu programu Haploview 

4.2. Dla poznania około 90% zmienności genetycznej w całym tym obszarze wystarczy 

zgenotypować maksymalnie 7 polimorfizmów.  

Region zawierający CCL19 znajduje się w obszarze silnej nierównowagi sprzężeń o 

wielkości 40000pz. Dla poznania około 87% zmienności genetycznej w całym tym obszarze 

wystarczy zgenotypować max. 5 polimorfizmów. Pokazuje to jak wielką oszczędność można 

uzyskać wykorzystując obecność nierównowagi sprzężeń.  

 

Rycina 3. Blok haplotypowy obejmujący gen CCR7, polimorfizmy etykietujące.

 

 

Tabela 1. Wykaz wybranych polimorfizmów etykietujących genu CCR7 i CCL19.   

Gen Polimorfizm Fizyczna lokalizacja na 

chromosomie  
 

CCR 7 

 

 

 

 

 

CCL 19 

rs17708087 A/G 17:38 670 513 

rs16965880 A/G 17:38 673 928 

rs645991 C/T 17:38 675 157 

rs9675320 C/T 17:38 698 666 

rs2023906 G/A 17:38 713 686 

rs3136685 A/G 17:38 719 799 

rs3176818 A/G   9:34 687 936 

rs3176820 C/T   9:34 686 143 

rs3176823 C/T   9:34 685 765 

 



25 

 

Metoda polimerazowej reakcji łańcuchowej  (PCR, Polymerase Chain Reaction) 

Izolację DNA z próbek krwi obwodowej przeprowadzono przy użyciu 

automatycznego izolatora kwasów nukleinowych EasyMag. Aparat wykorzystuje do izolacji 

metodę Booma [114]. 

Primery (firma DNA-Gdansk II) zaprojektowano za pomocą programów Primer 3,  

PREMIER Biosoft International, RepeatMasker. Liofilizat primerów rozcieńczano buforem 

TE (10mM Tris-HCl pH 8,0; 1mM EDTA) do stężenia 100uM. 

Dla każdego produktu PCR dokonywano indywidualnego doboru warunków reakcji 

(stężenia chlorku magnezu, primerów, polimerazy DNA, temperatury meltingu, czasu trwania 

cyklu elongacji - Tabela 2) [115,116]. Jakość produktu oceniano metodą elektoforezy w żelu 

agarozowym (rycina 4). Dla wykluczenia zanieczyszczenia próbek przeprowadzano kontrole 

negatywne. 

 

Skład mieszaniny reakcyjnej PCR:  

 DNA      5,0 µl 

 bufor 10x (Invitrogen)   3,0 µl 

 50 mM MgCl2 (Qiagen)      1,1 -1,3 µl 

 dNTP 2mM (Fermentas)    0,8 µl 

 primer F 100µM (DNA-Gdansk II)  0,6 µl 

 primer R 100µM (DNA-Gdansk II)   0,6 µl 

 polimeraza DNA (Platinum Taq – Invitrogen; Perpetual Taq DNA - EURx) 0,1- 0,2 µl 

 H20      do 30 µl 

 

Program reakcji PCR (aparat DNA Engine®): 

 94 °C przez 5 minut 

 35-39 cykli: denaturacja 94 °C przez 20-45s, annealing 60°C przez 20-45s, elongacja 

72°C przez 20-45s 

 72 °C przez 10 minut 
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Rycina 4. Ocena wpływu warunków reakcji  na jakość produktu PCR  

(0,8 µl; 1,1 µl; 1,3 µl 50 mM MgCl2, temperatura annealingu – 55-65°C); 

elektroforeza na żelu agarozowym.
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Tabela 2. Metoda PCR – zastosowane primery, długość produktu PCR, warunki reakcji. 

 

Gen SNP Sekwencja primerów produ

kt 

(pz) 

Tm, czas 

elongacji, 

obj. MgCl2 

CCR 7 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

CCl 19 

rs 

17708087 

(F) 5’-BiotinCGTGCTCCCACTTGCTAGA-3’ 

(R) 5’-CCTGAACCCACTTTCTAAACTCA-3’ 

104 56°C; 30s; 

1,1µl 

rs 

16965880 

(F) 5’-BiotinAGTGCAGCTGGTGGACAAAG3’ 

(R) 5-CAATGTCATCACGCTTCTACAAA-3’ 

476 55°C; 30s; 

1,1µl 

rs 

645991 

(F) 5’- BiotinGCCTTGTAGGTCAGGTGAGG3’ 

(R) 5’-ATCGCCAAGCAAAGAAACAT-3’ 

282 55°C; 30s; 

0,45µl 

rs 

9675320 

(F) 5’- BiotinTCCTCTTGGCATCTTGTCCT-3’ 

(R) 5’-AAGAAGTGGGAGGGAAGGAA-3’ 

270 60°C; 45s; 

0,45µl 

rs 

2023906 

(F) 5’- BiotinACCAGGAACCAGATTCAGCA3’ 

(R) 5’-GGTTGCCACTGACTTTTCGT-3’ 

207 53°C; 45s; 

0,9µl 

rs 

3136685 

(F) 5’- BiotinCAACTTGAGAGAGCCCCAAC3’ 

(R) 5’-TGCTCATTCAAACCGTGAAA-3’ 

245 55°C; 30s; 

0,9µl 

rs 

3176818 

(F) 5’- BiotinCTTGCTTGGGAAGAGAGGTG-3’ 

(R) 5’-TGTCACTGGCACTGAGAAGG-3’ 

510 60°C; 45s; 

1,1µl 

rs 

3176820 

(F) 5’-BiotinTCCATGTCACTCCCTCCTTC-3’ 

(R) 5’-CCACCAGCTTCCTCTCTTGT-3’ 

850 60°C; 45s; 

0,9µl 

RS 

3176823 

(F) 5’- BiotinAAGCCACTACTTTTGGGTGCT3’ 

(R) 5’-CCAGCCCTCAGTCCAAGTG-3’ 

126 60°C; 45s; 

1,3µl 
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Metoda PCR 

A) odczynniki i bufory   

 woda dejonizowana 

 bufor 10x (Invitrogen)    

 50 mM MgCl2 (Qiagen)    

 dNTP Mix 2mM (Fermentas)   

 primer F; R 100µM (DNA-Gdansk II)   

 polimeraza DNA (Platinum Taq – Invitrogen; Perpetual Taq DNA - EURx)  

 DNA (Zakład Hemodynamiki i Angiokardiografii Instytutu Kardiologii CM UJ) 

 

B) sprzęt 

 aparat DNA Engine®; DNA EngineTetrad®Peltier Thermal Cyclers (Bio-Rad)  

 pipety CappAero Multi-Channel Pipette 25-200 

 pipety nastawne o poj. 0,5-10µl 

 jałowe końcówki do pipet 

 rękawiczki ochronne 

 oprogramowanie - Primer 3,  PREMIER Biosoft International, RepeatMasker 

 

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

 

I Założenia metody 

W tej metodzie olingonukleotydowe sondy są przytwierdzane kowalencyjnie do błony 

nylonowej. Na powierzchni błony zachodzi hybrydyzacja produkuktów PCR, znakowanych 

biotyną o komplementarnej sekwencji nukleotydowej. Wizualizacja związanych z błoną 

produktów PCR jest możliwa dzięki reakcji chemiluminescencji biotyny ze streptawidyną 

znakowaną peroksydazą. Błona z przytwierdzonymi sondami po regeneracji, może zostać 

ponownie wykorzystana. Podział błony na sektory („dot”), umożliwia hybrydyzację 

produktów PCR z 96 próbek, w jednym doświadczeniu.   
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II Przytwierdzane kowalencyjnie  sondy oligonukleotydowej do błony nylonowej 

1. Przygotowanie roztworu sondy oligonukleotydowej o stężeniu 125-5000 pmol w 150 µl 

500mM NaHCO3 o pH 8,4. 

2. Aktywowanie błony Biodyne C  w świeżo przygotowanym 16% EDAC [1-etyl-3-(-

dimetylaminopropyl) karbodiimid] przez 10 min w temperaturze pokojowej.  

3. Umieszczenie  zwilżonej wodą destylowaną błony w komorze miniblotera. Skręcenie 

komory i pokrywy miniblotera. Usunięcie nadmiaru płynu z dołków komory miniblotera 

przez aspirację pipetą. 

4. Wypełnienie każdego z dołków miniblotera 150 µl roztworu zawierającego sondę 

oligonukleotydową. 

5. Inkubacja przez 1 min w temperaturze pokojowej. 

6. Usunięcie z dołków miniblotera roztworu zawierającego sondy oligonukleotydowe przez 

aspirację pipetą.   

7. Odkręceniu pokrywy miniblotera i przeniesienie błony do butelki obrotowej zawierającej 

100mM NaOH.  

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

9. Płukanie błony w 250 ml 2x SSPE/0,1% SDS przez 5 min w temperaturze 60°C   

10. Dla przechowania błony:  płukanie w 100 ml 20 mM EDTA o pH 8 przez 15 min w 

temperaturze pokojowej; zabezpieczenie folią przed wyschnięciem w temperaturze 4°C. 

 

III Hybrydyzacja i wykrycie produktów PCR 

1. Rozcienczenie produktu PCR w 2x SSPE/0,1% SDS do 150 µl. 

2. Denaturacja produktu PCR przez 10 min w temperaturze 99°C,  następnie schłodzenie na 

lodzie.   

3. Inkubacja błony Biodyne C z przytwierdzonymi kowalencyjnie sondami 

oligonukleotydowymi w 250 ml 2xSSPE/0,1% SDS przez 5 min w temperaturze 

pokojowej. 

4. Umieszczenie błony w komorze miniblotera. Skręcenie komory i przykrywy miniblotera. 

Usunięcie nadmiaru płynu z dołków komory miniblotera przez aspirację pipetą. 

5. Wypełnienie dołków miniblotera 150 µl roztworu zawierającego rozcienczony produkt 

PCR . 

6. Hybrydyzacja przez 60 min w temperaturze 42°C w pozycji poziomej. 
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7. Usunięcie z dołków miniblotera roztworu zawierającego produkt PCR przez asprację 

pipetą.   

8. Odkręceniu pokrywy miniblotera i przeniesienie błony do butelki obrotowej zawierającej 

250 ml 2xSSPE/0,5% SDS.  

9. Inkubacja przez 10 min w temperaturze 52°C. Powtórzenie inkubacji z nowa porcją  

250 ml 2xSSPE/0,5% SDS. 

10. Inkubacja błony w butelce obrotowej zawierającej 10 ml roztworu streptawidyny 

znakowanej peroksydazą w 2xSSPE/0,5% SDS w stosunku 1:4000; przez 45 minut w 

temperaturze 42°C. 

11. Przygotowanie roztworu odczynników do chemiluminescencji: 15 ml odczynnika A i 150 

µl odczynnika B w temperaturze pokojowej. 

12.  Inkubacja błony w butelce obrotowej zawierającej 250 ml 2xSSPE/0,5% SDS przez 

10min w temperaturze 42°C. Powtórzenie inkubacji z nowa porcją   250 ml 

2xSSPE/0,5% SDS. 

13. Inkubacja błony w butelce obrotowej zawierającej 250 ml 2xSSPE przez 5 min w 

temperaturze pokojowej. Powtórzenie inkubacji z nowa porcją 250 ml 2xSSP. 

14. Inkubacja błony w 10 ml roztworu odczynników do chemiluminescencji przez 1 min w 

temperaturze pokojowej w ciemni. 

15. Umieszczenie błony w kasecie zawierającej klisze swiatłoczułą na 5-30 min (zależnie od 

natężenia chemiluminescencji). 

16. Odczytanie wzoru zacienienia kliszy. W każdej hybrydyzacji stosowano samokontrole w 

postaci reagentów, bez materiału genetycznego, celem wykrycia ewentualnej 

przypadkowej kontaminacji próbek. 

 

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

W miejscach gdzie dochodzi do związania produktu PCR z komplementarną sondą, 

chemiluminescencja powoduje zacienienie kliszy światłoczułej. W miejscach gdzie nie 

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

polimorfizmu rs645991 u 96 pacjentów, niezbędne jest wykonanie dwóch hybrydyzacji – 

osobno dla allelu C oraz T. Analizując wzór zacienień można stwierdzić, że pacjent w pozycji 

2C kliszy ma genotyp CC; w pozycji 2D - CT, a w pozycji 2D – TT.   
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Rycina 5. Hybrydyzacja 

typu “ reverse dot blot”,  

sonda C  

polimorfizm rs645991.

  

Rycina 6. Hybrydyzacja 

typu “ reverse dot blot”,  

sonda T  

polimorfizm rs645991.

 

 

IV Regeneracja błony nylonowej z przytwierdzonymi kowalencyjnie sondami 

oligonukleotydowymi 

 

1. Inkubacja błony w butelce obrotowej zawierającej  1% SDS przez 30 min w temperaturze 

80°C. 

2. Płukanie błony w 20 mM EDTA o pH 8 przez 15 min w temperaturze pokojowej. 

3. Zabezpieczenie folią przed wyschnięciem. Przechowanie w temperaturze 4°C. 
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Tabela 3. Hybrydyzacja typu “ reverse dot blot” – sekwencja sond oligonukleotydowych, 

warunki reakcji. 

 

Gen Polimorfi

zm 

Sekwencja sond oligonukleotydowych Tm 

CCR 7 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CCl 19 

rs 

17708087 

sonda G 5’-GTTATTTGCCGGGTGGTGGACAAA-3’ 

sonda A 5’-GTTATTTGCCAGGTGGTGGACAAA-3’ 

59°C 

57°C 

rs 

16965880 

sonda G 5’-ATTTACCTTGGAACAGTGGGA-3’ 

sonda A 5’-ATTTACCTTGAAACAGTGGGA-3’ 

57°C 

55°C 

rs 

645991 

sonda C 5’-TGCAGGCCTGCGCCCTTCCCT-3’ 

sonda T 5’-TGCAGGCCTGTGCCCTTCCCT-3’ 

69°C 

67°C 

rs 

9675320 

sonda C 5’-CACACCCTCCCCTAGCAGCCA-3’ 

sonda T 5’-CACACCCTCCTCTAGCAGCCA-3’ 

67°C 

65°C 

rs 

2023906 

sonda G 5’-TTCACACCCAGGTTCTGGATT-3’ 

sonda A 5’-TTCACACCCAAGTTCTGGATT-3’ 

59°C 

57°C 

rs 

3136685 

sonda G 5’-AGAGGTGGGTGAGGAGGGAGG-3’ 

sonda A 5’-AGAGGTGGGTAAGGAGGGAGG-3’ 

67°C 

65°C 

rs 

3176818 

sonda T 5’-AGCTGTTTCTGCATTCATC-3’  

sonda C 5 -AGCTGTTTCCGCATTCATC-3’  

53°C 

55°C 

rs 

3176820 

sonda A 5’-TCCAGTCAGATAACTTCCT-3’ 

sonda G 5’-TCCAGTCAGGTAACTTCCT-3’ 

59°C 

55°C 

rs 

3176823 

sonda G 5’-GCCATGTGCGAGTCTCCAA-3’ 

sonda A 5’-GCCATGTGCAAGTCTCCAA-3’ 

59°C 

57°C 
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Hybrydyzacja typu “reverse dot blot”  

 

A) odczynniki i bufory 

 woda dejonizowana 

 sondy oligonukleotydowe (DNA-Gdańsk II, klasa HPLC) 

 streptawidyna znakowana peroksydazą (Streaptavidine-POD Roche Diagnostics) 

 odczynniki do chemiluminescencji białek i kwasów nukleinowych - BM 

Chemiluminescence Blotting Substrate POD (Roche Diagnostics)  

 20xSSPE (9,4g EDTA+ 35,9g NaH2PO4·2H20+ NaCl 175,3g w 800ml H20, alkalizacja 

roztworem 10M NaOH do pH 7,4, nastepnie H20 do całkowitej objętości 1000ml 

 dodecylowy siarczan sodu SDS (10g SDS w 100ml H20) 

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

 16% EDAC (1,6g EDAC w 10ml H20) 

 100mM NaOH (1g NaOH w 250ml H20) 

 0,5M NaHCO3 (10,5g NaHCO3 w 240ml H20, alkalizacja roztworem 2M NaOH do pH 

8,4, nastepnie H20 do całkowitej objętości 250ml 

 20mM EDTA (7,4g EDTA w 800ml H20, alkalizacja roztworem 100mM NaOH do pH 8, 

nastepnie H20 do całkowitej objętości 1000ml 

 

B)  sprzęt 

 minibloter (Immunetics, Cambridge, MA) 

 piec do hybrydyzacji Stuart Scientific oven/shaker SI 20H 

 błony nylonowe Biodyne C (Pall Corporation) 

 klisze światłoczułe  

 pipety CappAero Multi-Channel Pipette 25-200 

 jałowe końcówki do pipet 

 rękawiczki ochronne 
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Analiza polimorfizmu długości fragmentów restrykcyjnych  

 W trakcie genotypowania metodą cheminulimenscencyjną, dla części polimorfizmów, 

nie uzyskano  optymalnych parametrów rozdziału (czas inkubacji, temperatura), a dalszą 

analizę przeprowadzano metodą RFLP (Restriction Fragments Length Polymorphism). 

Genotypowanie odbywało się w trzech etapach: namnażanie przy pomocy PCR, fragmentów 

DNA okalających badane polimorfizmy, cięcie uzyskanego produktu za pomocą 

specyficznych enzymów restrykcyjnych, rozdział elektroforetyczny ciętych produktów PCR 

na  żelu agarozowym z dodatkiem bromku etydyny.  

 

 I Trawienie produktów PCR 

Dla każdego z produktów PCR dobrano enzym restrykcyjny, na podstawie bazy 

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

 

Tabela  4. Zastosowane enzymy restrykcyjne, długość uzyskanych fragmentów trawienia, 

warunki reakcji). Czas trawienia – 16 godzin. 

 

SNP enzym 

restrykcyjny 

sekwencja 

rozpoznawana 

przez enzym  

genotyp długość 

fragmentów 

restrykcyjnych (pz) 

Bufor 10x, 

temperatura 

inkubacji 

rs3136685 Hph1 GGTGA AA 245 Bufor B; 

37°C AG 70, 175, 245 

GG 70, 175 

rs2023906 AlwNI CAGNNCTG AA 207 Bufor 

Tango; 

37°C 

AG 102, 105, 207 

GG 102, 105 

rs9675320 BsERI 

 

GAGGAG TT 41, 81, 148 NEBufor 4; 

37°C TC 41, 81, 148, 229 

CC 41, 229 

rs645991 BseSI GAATGC CC 282 Bufor G; 

55°C TC 141, 141, 282 

TT 141, 141 

rs16965880 Sm1I CTYRAG GG 50, 121, 306 NEBufor 4, 

BSA;   

55°C 

AG 50, 121, 306, 356 

AA 121, 356 

rs17708087 ECORII CCWGG AA 48, 56 Bufor 0; 

37°C AG 48, 56, 104 

GG 104 
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Skład mieszaniny reakcyjnej trawienia produktów PCR 

bufor 10x        1,3 µl 

enzym         0,1-0,375 µl 

H20       do 3 µl 

produkt PCR      10,0 µl 

 

 II Elektroforeza na żelu agarozowym [120] 

 

A) Przygotowanie żelu do elektroforezy  

1. W naczyniu (250 ml) umieszczano 25 g agarozy, następnie dodawano  buforu do 

elektroforezy (TAE) do całkowitej objetości 100 ml. Zaznaczano poziom płynu na 

naczyniu. W przypadku odparowania uzupełniano do objetości 100 ml. 

2. Rotwór agarozy umieszczano w mikrofalówce. Pracę kuchenki zatrzymywano co 30 s, 

aby zamieszać agarozę i rozpuścić pozostałe fragmenty agarozy z dna i ścianek 

naczynia. Roztwór gotowano i mieszano aż do całkowitego rozpuszczenia agarozy.  

3. Przed wylaniem żelu roztwór schładzano do ok. 60°C i dodawano 2,5 µl bromku 

etydyny. 

 

B) Wylewanie żelu  

1. Aparat do elektroforozy ustawiano na wypoziomowonej powierzchni. Sanki o 

wymiarach 15x15 cm  umieszczano w komorze aparatu. Boczne krawędzie sanek 

zamykano zastawkami. W obrębie sanek, od strony katody, umieszczano grzebienie.   

2. Pomiędzy zastawki wylewano 100 ml roztwóru 2,5% agarozy o temp. 60°C.  

3. Agarozę pozostawiano w temp. pokojowej na 20-40 min do zastygnięcia. 

4. Z zastygłego żelu usuwano grzebień, a następnie zastawki.  

5. Żel o grubości 0,5cm zanurzano w buforze do elektroforezy na głebokość 2cm. 

 

C) Elektroforeza 

1. Przygotowanie próbki do naniesienia na żel: do 10 µl produktu PCR dodawano 3 µl 

buforu obciążającego.   

2. Naniesienie próbek do kieszonek żelu za pomocą standardowej pipety. Wzorzec DNA 

8 µl  (1,6 µl na 1mm grubości żelu) nanoszono do pierwszej kieszonki w rzędzie. 
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3. Komorę aparatu nakrywano pokrywą. Rozdział elektroforetyczny prowadzono pod 

napięciem prądu elektrycznego 75V przez 30-60 min, pod kontrolą transiluminatora 

UV. 

 

Wg zaleceń producenta żel o stężeniu 2,5% umożliwia rozdział fragmentów DNA o 

wielkości 100-500pz. Szacowane tempo migracji w żelu 15x15 cm próbek wynosi 3cm/godz.  

Dla wykrycia ewentualnej przypadkowej kontaminacji próbek stosowano samokontrole w 

postaci reagentów bez materiału genetycznego. 

  

 III Analiza długości fragmentów restrykcyjnych 

 

Zdjęcia żeli po rozdziale elektroforetycznym wykonano za pomocą kamery cyfrowej 

w trakcie transiluminacji UV. Zdjęcia zapisano w formacie cyfrowym (IrfanView JPG File), a 

następnie poddano analizie. 

Ocenę poszczególnych produktów rozdziału elektroforetycznego prowadzono w oparciu o 

wzorzec (drabinkę DNAS) DNA O’GeneRuler
TM

 zawierającą 11 fragmentów DNA o 

długości 300, 200, 150, 100, 75, 50, 35, 25, 20, 15 i 10 par zasad (pz).   

 

 

 

  

Rycina 7. Przykładowe rezultaty cięcia  

i elektroforezy oraz sposób odczytu 

wyników.  

Polimorfizm G/A, rs3136685 

nr 2,3 - Homozygota niecięta 245pz 

nr 4 - Homozygota cięta 70,175pz 

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

Wyniki genotypowania metodą RFLP zapisywano w postaci plików xls.  

Dane exportowano do programu SAS. 
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 IV Metoda RFLP  

 

A) odczynniki i bufory   

 woda dejonizowana 

 enzymy restrykcyjne: Hph1, AlwNI, BsERI, BseSI, Sm1I, 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 H20 do całkowitej 

objętości 1000ml 

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

 bufor obciążajacy 6xMassRuler
TM

 DNA Loading Dye (Fermentas) 

 wzorzec DNA O’GeneRuler
TM

 Ultra Low Range DNA Ladder (Fermentas) 

 

B) sprzęt 

 aparat do elektroforezy w żelu agarozowym Sub-Cell®GT Bio Rad  

 zasilacz do elektroforezy 

 transiluminator UV 

 pipety nastawne o poj. 0,5-10µl 

 jałowe końcówki do pipet 

 rękawiczki ochronne 

 oprogramowanie: program RestrictionMapper wersja 3.0 
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Analiza statystyczna 

Analiza statystyczna wpływu czynników genetycznych została przeprowadzona 

osobno w każdej z wyodrębionych klinicznie i angiograficznie grup (oprogramowanie SAS 

Genetics v.9.1). Wykaz przeprowadzonych analiz znajduje się w rodziale „wyniki”. Projekt 

analizowano przy zastosowaniu metodyki badania osób niespokrewnionych. Analizę 

przeprowadzono dla modelu addytywnego, recesywnego i dominującego z zastosowaniem 

testu chi-kwadrat, testu Fishera, testu trendu Cochran-Armitage. W analizie 

wieloczynnikowej stosowano model regresji liniowej i regresji logistycznej.  Cechy ilościowe 

opisano z wykorzystaniem średniej arytmetycznej i zakresu wartości. 

Przy użyciu programu Haploview 4.2 wykonano także analizę wpływu najczęstszych 

haplotypów, utworzonych przez zgenotypowane polimorfizmy, na wystąpienie miażdżycy lub 

jej powikłań. Analiza haplotypów umożliwia łączną ocenę kilku polimorfizmów w celu 

opisania kombinacji alleli, których dziedziczenie warunkuje podatność do rozwoju miażdżycy 

w większym stopniu niż pojedynczy polimorfizm. 

Wartości p <0.05 uznawano za znamienne statystycznie. 
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WYNIKI 

 

Wykaz analiz zamieszczonych w rozdziale 

 

I  Analiza zgodności równowagi Hardy’ego-Weinberga (tabela 1.) 

II  Charakterystyka kliniczna badanej populacji (tabela 2a, 2b, 2c) 

III Analiza danych angiograficznych 

1. Częstość występowania  zmian miażdżycowych o różnym stopniu redukcji średnicy 

światła tętnicy wieńcowej (tabela 3a i 3b)  

2. Lokalizacja zmian miażdżycowych w tętnicach wieńcowych (tabela 3c-d)  

IV  Analiza wpływu polimorfizmów genu CCR7 na: 

1. ryzyko zawału serca (tabela 4) 

2. obecność zmian miażdżycowych w tętnicach wieńcowych:  

a. redukujących średnicę światła naczynia  

i. od 10 do 100% (tabela 5) 

ii. od 50 do 100% (tabela 6) 

iii. o 100% (niedrożność) (tabela 7) 

b. wielonaczyniowych (tabela 8) 

c. w odcinkach proksymalnych lub dystalnych (tabela 9 i 10) 

3. częstość występowania wybranych czynników ryzyka sercowo-naczyniowego, 

objawów i chorób towarzyszących takich jak: 

a. nadciśnienie tętnicze (tabela 11) 

b. cukrzyca  (tabela 12) 

c. hipercholesterolemia  (tabela 13) 

d. otyłość (tabela 14) 

e. dodatni wywiad rodzinny  w kierunku choroby niedokrwiennej serca  

(tabela 15) 

f. zaburzenia rytmu serca (tabela 16) 

g. migotanie przedsionków  (tabela 17) 

h. chromanie przestankowe (tabela 18) 

i. stopień nasilenia dolegliwości dławicowych (tabela 19) 

4. wartość wybranych zmiennych ciągłych - BMI, parametrów laboratoryjnych i 

echokardiograficznych (tabela 20) 
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V  Analiza związku  między przebytym zawałem serca a stosowanym leczeniem 

farmakologicznym (tabela 21) 

VI  Analiza wieloczynnikowa (tabela 22) 

VI Analiza haplotypów (tabela 23,24,25) 

 

Tabela 1a, 1b. Analiza zgodności równowagi Hardy’ego-Weinberga.  

 

Rozkład genotypów badanych polimorfizmów z okolic locus genu CCR7 i CCL19 nie 

odbiegał od równowagi 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, 

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

 

Polimorfizm CCR7 Fizyczna lokalizacja na 

chromosomie 17 

Wartość P dla 

równowagi Hardy’ego-

Weinberga 

rs17708087 A/G 38 670 513 0,14 

rs16965880 A/G 38 673 928 0,60 

rs645991 C/T 38 675 157 0,55 

rs9675320 C/T 38 698 666 0,42 

rs2023906 G/A 38 713 686 0,44 

rs3136685 A/G 38 719 799 0,40 

 

Polimorfizm CCL 19 Fizyczna lokalizacja na 

chromosomie 17 

Wartość P dla 

równowagi Hardy’ego-

Weinberga 

rs3176818 A/G 34 687 936 0,32 

rs3176820 C/T 34 686 143 0,34 

rs3176823 C/T 34 685 765 0,11 

 

Wartość P dla odchylenia od równowagi Hardy’ego – Weinberga obliczono na 

podstawie zmodyfikowanego testu chi-kwadrat (oprogramowanie SAS Genetics, wersja .9.1) 

używając genotypów 78 zdrowych osób, nie wchodzących w skład późniejszej analizy 

asocjacji polimorfizmów z parametrami klinicznymi pacjentów z podejrzeniem choroby 

wieńcowej.  
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Tabela 2a, 2b. Wartości istotnych z klinicznego punktu widzenia zmiennych, 

obserwowanych w kohorcie 300 pacjentów z podejrzeniem choroby wieńcowej, przyjętych 

celem wykonania planowej angiografii naczyń wieńcowych w Zakładzie Hemodynamiki 

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

 

Zmienna kliniczna Wartość średnia Zakres wartości 

wiek 60,2 35 - 84 

BMI 27,9 18,3 - 41,2 

Glukoza [mmol/l] 4-12,5 5,7 

Cholesterol całkowity [mmol/l] 5,1 2,1 - 9,1 

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 Wartość Brak danych 

Płeć męska n = 226 75,3 % n = 0 

Choroby towarzyszące i czynniki ryzyka:    

       nadciśnienie tętnicze n = 226 76,3 % n = 4 

       cukrzyca w wywiadzie n = 58 19,6 % n = 4 

       hipercholesterolemia  n = 227 78 % n = 9 

       otyłość 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  

       ch.n.s 

n = 126 62,4 % n = 98 

       migotanie przedsionków n = 23 8,2 % n = 22 

       inne zaburzenia rytmu n = 47 16,6 % n = 18 

       chromanie przestankowe n = 29 11,6 %  n = 52 

       przebyty zawał serca n = 148 50,3 % n = 6 
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Tabela 2c. Wartości istotnych z klinicznego punktu widzenia zmiennych, 

obserwowanych w kohorcie 300 pacjentów z podejrzeniem choroby wieńcowej, przyjętych 

celem wykonania planowej angiografii naczyń wieńcowych w Zakładzie Hemodynamiki 

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

 

Zmienna kliniczna Wartość Brak danych 

Ilość przebytych zawałów 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 = 83 

     I/II n = 10 4,6 % 

     II n = 74 34,1 % 

     II/III n = 27 12,4 % 

     III n = 57 26,3 % 

     III/IV n = 18 8,3 % 

     IV n = 11 5,1 %   

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 pętlowe lub tiazydowe n = 50 16,7 % n = 1 

     spironolakton n = 43 14,4 % n = 1 

     beta-blokery n = 247 82,7% n = 0 

     blokery kanału wapniowego n = 55 18,4 % n = 1 

     azotany n = 130 43,3 % n = 0 
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Tabela 3a. Zaawansowanie zmian miażdżycowych w tętnicach wieńcowych. Częstość 

występowania  zmian miażdżycowych o określonym stopniu redukcji średnicy światła 

naczynia wśród chorych. 

 

Zaawansowanie zmian miażdżycowych  Liczba zmian Częstość 

wystepowania 

Brak 

danych 

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

Zmiany w naczyniach redukujące światło 

naczynia < 50 % 

n = 20 6,7 %; 

Zmiany w naczyniach redukujące światło 

naczynia  ≥ 50 %  

n = 243 81 %; 

 Zmiany w naczyniach redukujące światło 

naczynia ≥ 70 %  

n= 234 78% 

 Niedrożność naczynia  n= 190 63,3% 

 

 

Tabela 3b. Zaawansowanie zmian miażdżycowych w tętnicach wieńcowych. Częstość 

występowania  zmian miażdżycowych o określonym stopniu redukcji średnicy światła 

naczynia wśród chorych. 

 

 

 

 

 

 

stopień 

zwężenia 

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

liczba chorych 4 3 3 4 1 4 2 3 1 3 

częstość  

występowania 

1,3% 1 % 1% 1,3% 0,3% 1,3% 0,7% 1% 0,3% 1% 

 

stopień 

zwężenia  

65% 70% 75% 80% 85% 90% 95% 99% 100 Suma 

liczba chorych 1 13 1 26 3 27 14 22 128 263 

częstość  

występowania    

0,3% 4,3% 0,3% 8,7% 1% 9% 4,7% 7,3% 48% 100% 
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Tabela 3c. Zaawansowanie zmian miażdżycowych w tętnicach wieńcowych.  

Liczba zajętych naczyń.  

 

Zaawansowanie zmian miażdżycowych  

Liczba zajętych naczyń 

Liczba 

chorych 

Częstość Brak danych 

     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 miażdżycowych w tętnicach wieńcowych  

 

Lokalizacja  zmian miażdżycowych: Liczba 

chorych 

Częstość Brak danych 

     odcinki proksymalne naczyń n= 220 73,3% n=0 

     odcinki dystalne naczyń n= 211 70,3% 

Lokalizacja  zmian miażdżycowych: Liczba 

chorych 

Częstość Brak danych 

     pień lewej tętnicy wieńcowej  n= 40  13,3% n=0 

     gałąź międzykomorowa przednia 

          odcinek proksymalny n= 178 59,3% 

          pozostałe odcinki  n= 80 26,7% 

          gałąź przekątna pierwsza n= 28 9,3% 

          gałąź przekątna druga n= 8 2,7% 

          peforatory n= 3 1% 

     gałąź okalająca 

          odcinek proksymalny n= 79 26,3% 

          pozostałe odcinki  n= 80 26,7% 

          gałąź brzeżna pierwsza n= 41 13,7% 

          gałąź brzeżna druga n= 12 4% 

          gałąź brzeżna trzecia n= 3 1% 

     prawa tętnica wieńcowa   

           odcinek proksymalny n= 93 31% 

           pozostałe odcinki  n= 150 50% 
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Tabele 4 - 19 

  

Kolejność kolumn w tabeli: 

1. nr porządkowy polimorfizmu wg HapMap (faza 3) 

2. badane allele danego polimorfizmu 

3. badany genotyp 

4. liczba genotypów w badanej populacji, wg wybranej zmiennej klinicznej 

5. wartość „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. brakujące dane 

 

Fenotyp dominujący pojawia się u pacjentów heterozygotycznych, natomiast 

recesywny tylko w przypadku obecności dwóch alleli w locus.    
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Tabela 4. Analiza wpływu polimorfizmów genu CCR7 i CCL19 na ryzyko zawału serca. 

 

Wniosek: W analizie jednoczynnikowej ryzyko zawału serca zwiększała obecność: 

 allelu A rs16965880 (test trendu p= 0,034, dominujący allel A p= 0,044) 

 allelu A rs17708087 (model addytywny p= 0,01, test trendu p= 0,025, dominujący 

allel A p= 0,003) 

 

 

 

SNP Allel 

1 

Allel 

2 

Genotyp Przebyty zawał 

serca 

Wartość p Brak 

danych 

tak nie 

rs3136685 A G AA n = 9 n = 5   *p= 0,74      

**p= 0,64 

  #p= 0,88      

##p= 0,58 

n= 61; 20% 

AG n = 28 n = 26 

GG n = 91 n = 80 

rs2023906 A G AA n = 85 n = 79    *p= 0,55    

**p= 0,29 

  #p= 0,57     

##p= 0,38 

n= 32; 11% 

AG n = 43 n = 48 

GG n = 5 n = 8 

rs9675320 T C TT n = 82 n = 82   *p= 0,70     

**p= 0,65 

  #p= 0,90     

##p= 0,49 

n= 65; 22% 

TC n = 30 n = 23 

CC n = 9 n = 9 

rs645991 C T CC n = 50 n = 50   *p= 0,26     

**p= 0,63 

  #p= 0,18     

##p= 0,72 

n= 47; 16% 

TC n = 60 n = 46 

TT n = 20 n = 27 

rs16965880 G A GG n = 89 n = 94   *p= 0,10    

**p= 0,034 
  #p= 0,45     

##p= 0,044 

n= 51; 17% 

AG n = 37 n = 22 

AA n = 5 n = 2 

rs17708087 A G AA n = 39 n = 34   *p= 0,010      

**p= 0,025 

  #p= 0,003        
##p= 0,48 

n= 13; 4% 

AG n = 69 n = 51 

GG n = 35 n = 59 

rs3176818 A G AA n = 70 n = 85   *p= 0,23     

**p= 0,09 

  #p= 0,35       

##p= 0,09 

n= 60; 20% 

AG n = 40 n = 32 

GG n = 8 n = 5 

rs3176820 C T TT n = 73  n = 76 *  p= 0,54     

**p= 0,73 

  #p= 0,52       

##p= 0,48 

n= 50; 17% 

CT n = 49 n = 40  

CC n = 5 n = 7 

rs3176823 C T CC n = 119 n = 122    *p= 0,47      

**p= 0,47 

##p= 0,46 

n= 27; 9% 

CT n = 18 n = 14  

TT n = 0 n = 0 
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Tabela 5. Analiza wpływu polimorfizmów genu CCR7 i CCL19 na  obecność zmian 

miażdżycowych w tętnicach wieńcowych, redukujących średnicę światła od 10 do 100%.  

 

Wniosek: W analizie jednoczynnikowej ryzyko zmian, redukujących średnicę światła 

naczynia od 10 do 100% zwiększała obecność:  

 allelu A rs3136685 (model addytywny p= 0,033, test trendu p= 0,049, dominujący 

allel A p= 0,027) 

 allelu C rs3176823 (test trendu p=0,039, dominujący allel C p= 0,039) 
 

 

SNP Allel 

1 

Allel 

2 

Genotyp Zmiana redukująca 

średnicę 10-100% 

Wartość p Brak 

danych 

tak nie 

rs3136685 A G AA n = 12 n = 2   *p= 0,033   
**p= 0,049 

  #p= 0,027     
##p= 0,68 

n= 57; 19% 

AG n = 42 n = 12 

GG n = 159 n = 16 

rs2023906 A G AA n = 147 n = 21   *p= 0,26 

**p= 0,81 

  #p= 0,22     

##p= 0,71  

n=  26; 9% 

AG n = 77 n = 15 

GG n = 14 n = 0 

rs9675320 T C TT n = 143  n = 23    *p= 0,34 

**p= 0,78 

  #p= 0,27     

##p= 0,83 

n= 63; 21% 

TC n = 49 n = 5 

CC n = 14 n = 4 

rs645991 C T CC n = 88 n = 14    *p= 0,43 

**p= 0,60 

  #p= 0,71      

##p= 0,30  

n=  41; 14% 

TC n = 100 n = 9 

TT n = 42 n = 6 

rs16965880 G A GG n = 162 n = 25    *p= 0,31    

**p= 0,28 

  #p= 0,59      

##p= 0,27  

n= 45; 15% 

AG n = 57 n = 4 

AA n = 6 n = 1 

rs17708087 A G AA n = 66  n = 9    *p= 0,90      

**p= 0,74 

 # p= 0,65       

##p= 0,93 

n= 9; 3% 

AG n = 108 n = 14 

GG n = 83 n = 13 

rs3176818 A 

 

G AA n = 138  n = 20    *p= 0,94     

**p= 0,74 

  #p= 0,80       

##p= 0,77 

n= 56; 18% 

AG n = 63 n = 10 

GG n = 11 n = 2 

rs3176820 C T TT n = 123  n = 23     *p= 0,07     

**p= 0,49 

  #p= 0,18       

##p= 0,16 

n= 44; 14% 

CT n = 83 n = 6 

CC n = 9 n = 3 

rs3176823 C T CC n = 218  n = 27    *p= 0,051     

**p= 0,039 

##p= 0,039 

n= 21; 7% 

CT n = 26 n = 8  

TT n = 0 n = 0 
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Tabela 6. Analiza wpływu polimorfizmów genu CCR7 i CCL19 na obecność zmian 

krytycznych miażdżycowych w tętnicach wieńcowych, redukujących średnicę światła 

naczynia od 50 do 100%.   

 

Wniosek: W analizie jednoczynnikowej ryzyko krytycznych zmian, redukujących średnicę 

światła naczynia powyżej 50% zwiększała obecność:  

 allelu A rs17708087 (dominujący allel A p= 0,015) 

 alelu C rs3176823 (test trendu p=0,034, dominujący allel C p= 0,034) 

 

SNP Allel 

1 

Allel 

2 

Genotyp Zmiana redukująca 

średnicę 50-100% 

Wartość p Brak 

danych 

tak nie 

rs3136685 A G AA n = 12 n = 2    *p= 0,08 

 **p= 0,15 

   #p= 0,06 

 ##p= 1,00 

n= 57; 19% 

AG n = 39 n = 15 

GG n = 150 n = 25 

rs2023906 A G AA n = 139  n = 29    *p= 0,41 

 **p= 0,47 

   #p= 1,00 

 ##p= 0,27 

n= 26; 9% 

AG n = 70 n = 22 

GG n = 12 n = 2 

rs9675320 T C TT n = 128  n = 38     *p= 0,16 

 **p= 0,28 

   #p= 0,76 

 ##p= 0,16 

n= 62; 21% 

TC n = 48 n = 6 

CC n = 14 n = 4 

rs645991 C T CC n = 83  n = 19     *p= 0,30 

 **p= 0,58 

   #p= 0,17 

 ##p= 0,87 

n= 41; 14% 

TC n = 93 n = 16 

TT n = 36 n = 12 

rs16965880 G A GG n = 148  n = 39     *p= 0,27 

 **p= 0,13 

   #p= 1,00 

 ##p= 0,10 

n= 45; 15% 

AG n = 54 n = 7 

AA n = 6 n = 1 

rs17708087 A G AA n = 63  n = 12     *p= 0,052 

 **p= 0,051 

   #p= 0,015 

 ##p= 0,43 

n= 7; 2% 

AG n = 104 n = 18 

GG n = 70 n = 26 

rs3176818 A 

 

G AA n = 128  n = 30     *p= 0,84      

 **p= 0,56 

   #p= 0,78         

 ##p= 0,56 

n= 56; 18% 

AG n = 57  n = 16 

GG n = 10 n = 3 

rs3176820 C T TT n = 120  n = 35     *p= 0,08       

 **p= 0,15 

   #p= 0,57        

 ##p= 0,51 

n= 44; 15% 

CT n = 79 n = 10 

CC n = 9 n = 3 

rs3176823 C T CC n = 203  n = 42      *p= 0,058       

 **p= 0,034 

 ##p= 0,034 

n= 21; 7% 

CT n = 23 n = 11 

TT n = 0 n = 0 
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Tabela 7. Analiza wpływu polimorfizmów genu CCR7 i CCL19 na obecność zmian 

miażdżycowych, redukujących średnicę światła naczynia o 100% (niedrożność). 

 

Wniosek: W analizie jednoczynnikowej ryzyko przewlekłej niedrożności naczynia 

zwiększała obecność: 

 allelu C rs9675320 (model addytywny p= 0,034, test trendu p= 0,02, dominujący allel 

C p= 0,013) 

 allelu A rs16965880 (test trendu p= 0,025, dominujący allel A p = 0,038) 

 allelu T rs3176820 (model addytywny p = 0,022, dominujący allel A p= 0,014) 

 

SNP Allel 

1 

Allel 

2 

Genotyp Zmiana redukująca 

średnicę o 100% 

Wartość p Brak 

danych 

tak nie 

rs3136685 A G AA n = 10 n = 4    *p= 0,87 

 **p= 0,87 

   #p= 1,00 

 ##p= 0,78 

n= 57; 19% 

AG n = 34 n = 20 

GG n = 114 n = 61 

rs2023906 A G AA n = 104 n = 64    *p= 0,43 

 **p= 0,20 

   #p= 0,39 

 ##p= 0,36 

n= 26; 9% 

AG n = 61 n = 31 

GG n = 11 n = 3 

rs9675320 T C TT n = 95  n = 71     *p= 0,034 

 **p= 0,02 

   #p= 0,45 

 ##p= 0,013 

n= 62; 21% 

TC n = 41 n = 13 

CC n = 13 n = 5 

rs645991 C T CC n = 62  n = 40     *p= 0,32 

 **p= 0,86 

   #p= 0,29 

 ##p= 0,56 

n= 41; 14% 

TC n = 74 n = 35 

TT n = 27 n = 21 

rs16965880 G A GG n = 113  n = 74     *p= 0,08 

 **p= 0,025 

   #p= 0,43 

 ##p= 0,038 

n= 45; 15% 

AG n = 45 n = 16 

AA n = 6 n = 1 

rs17708087 A G AA n = 48  n = 27     *p= 0,40 

 **p= 0,40 

   #p= 0,20 

 ##p= 0,91 

n= 7; 2% 

AG n = 82 n = 40 

GG n = 56 n = 40 

rs3176818 A G AA n = 104  n = 54     *p= 0,56      

 **p= 0,38          

   #p= 0,87         

 ##p= 0,31 

n= 56; 18% 

AG n = 43 n = 30 

GG n = 8 n = 5 

rs3176820 C T TT n = 92  n = 63     *p= 0,023        

 **p= 0,062 

   #p= 0,60         

 ##p= 0,014 

n= 44; 15% 

CT n = 68 n = 21 

CC n = 7 n = 5 

rs3176823 C T CC n = 158  n = 87     *p= 0,25        

 **p= 0,19 

 ##p= 0,19 

n= 21; 7% 

CT n = 18 n = 16  

TT n = 0 n = 0 
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Tabela 8. Analiza wpływu polimorfizmów genu CCR7 i CCL19 na obecność zmian 

wielonaczyniowych. 

 

Wniosek: W analizie jednoczynnikowej ryzyko zmian wielonaczyniowych zwiększała 

obecność allelu G rs2023906 (model addytywny p = 0,04, dominujący allel A p= 0,013) 

 

 

 
 

 

SNP Allel 

1 

Allel 

2 

Genotyp Zmiany 

wielonaczyniowe 

Wartość p Brak 

danych 

tak nie 

rs3136685 A G AA n = 8 n = 6    *p= 0,37 

 **p= 0,39 

   #p= 0,22 

 ##p= 0,85 

n= 57; 19% 

AG n = 25 n = 29 

GG n = 100 n = 75 

rs2023906 A G AA n = 86  n = 82    *p= 0,04 

 **p= 0,12 

   #p= 0,013 

 ##p= 0,54 

n= 26; 9% 

AG n = 47 n = 45 

GG n = 12 n = 2 

rs9675320 T C TT n = 88  n = 78     *p= 0,78 

 **p= 0,50 

   #p= 0,54 

 ##p= 0,58 

n= 62; 21 % 

TC n = 30 n = 24 

CC n = 11 n = 7 

rs645991 C T CC n = 55  n = 47     *p= 0,50 

 **p= 0,47 

   #p= 0,25 

 ##p= 0,87 

n= 41; 14% 

TC n = 61 n = 48 

TT n = 22 n = 26 

rs16965880 G A GG n = 97  n = 90     *p= 0,38 

 **p= 0,20 

   #p= 1,00 

 ##p= 0,20 

n= 45; 15% 

AG n = 38 n = 23 

AA n = 4 n = 3 

rs17708087 A G AA n = 39  n = 36     *p= 0,66 

 **p= 0,95 

   #p= 0,60 

 ##p= 0,65 

n= 7; 2% 

AG n = 70 n = 52 

GG n = 50 n = 46 

rs3176818 A G AA n = 89   n = 69     *p= 0,68      

 **p= 0,38          

   #p= 0,53        

 ##p= 0,43 

n= 56; 19% 

AG n = 38 n = 35 

GG n = 6 n = 7 

rs3176820 C T TT n = 75  n = 80      *p= 0,12        

 **p= 0,13 

   #p= 0,82         

 ##p= 0,06 

n= 44; 15% 

CT n = 55 n = 34 

CC n = 6 n = 6 

rs3176823 C T CC n = 109  n = 136     *p= 0,21        

 **p= 0,21 

 ##p= 0,21 

n= 21; 7% 

CT n = 89   n = 69  

TT n = 38 n = 35 
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Tabela 9. Analiza wpływu polimorfizmów genu CCR7 i CCL19 na obecność zmian 

miażdżycowych w proksymalnych odcinkach tętnic wieńcowych. 

 

Wniosek: W analizie jednoczynnikowej obecność allelu G rs3136685, zwiększała ryzyko 

zmian w proksymalnych odcinkach tętnic (dominujący allel A p= 0,024)        

 

 

 

       

SNP Allel 

1 

Allel 

2 

Genotyp Obecność zmiany  

w odcinku 

proksymalnym 

Wartość p Brak 

danych 

tak nie 

rs3136685 A G AA n = 10 n = 4    *p=0,064 

 **p= 0,06 

   #p= 0,024 

 ##p= 0,76 

n= 57; 19% 

AG n = 33 n = 21 

GG n = 136 n = 39 

rs2023906 A G AA n = 118  n = 50    *p= 0,53 

 **p= 0,36 

   #p= 0,22 

 ##p= 0,59 

n= 26; 9% 

AG n = 66 n = 26 

GG n = 12 n = 2 

rs9675320 T C TT n = 122  n = 44     *p= 0,46 

 **p= 0,51 

   #p= 0,23 

 ##p= 0,84 

n= 62; 21% 

TC n = 41 n = 13 

CC n = 11 n = 7 

rs645991 C T CC n = 71  n = 31     *p= 0,45 

 **p= 0,35 

   #p= 0,83 

 ##p= 0,22 

n= 41; 14% 

TC n = 84 n = 25 

TT n = 36 n = 12 

rs16965880 G A GG n = 135  n = 52     *p= 0,37 

 **p= 0,78 

   #p= 0,38 

 ##p= 0,53 

n= 45; 15% 

AG n = 48 n = 13 

AA n = 4 n = 3 

rs17708087 A G AA n = 51  n = 24     *p= 0,44 

 **p= 0,42 

   #p= 0,88 

 ##p= 0,22 

n= 7; 2% 

AG n = 93 n = 29 

GG n = 71 n = 25 

rs3176818 A G AA n = 114  n = 44     *p= 0,70       

 **p= 0,73          

   #p= 0,73        

 ##p= 0,56 

n= 56; 19% 

AG n = 56 n = 17 

GG n = 9 n = 4 

rs3176820 C T TT n = 110  n = 45     *p= 0,27        

 **p= 0,82 

   #p= 0,25         

 ##p= 0,45 

n= 44; 15% 

CT n = 69 n = 20 

CC n = 7 n = 5 

rs3176823 C T CC n = 183   n = 62     *p= 0,06         

 **p= 0,051 

 ##p= 0,051 

n= 21; 7% 

CT n = 20 n = 14 

TT n = 0 n = 0 



52 

 

Tabela 10. Analiza wpływu polimorfizmów genu CCR7 i CCL19 na obecność zmian 

miażdżycowych w dystalnych odcinkach tętnic wieńcowych. 

 

Wniosek: W analizie jednoczynnikowej ryzyko zmian w dystalnych odcinkach tętnic 

zwiększała obecność: 

 allelu G rs3136685 (dominujący allel A p= 0,042)    

 allelu A rs3176818 (model addytywny p=0,04; dominujący allel A p= 0,048)    

 

 

SNP Allel 

1 

Allel 

2 

Genotyp Obecność zmiany w 

odcinku dystalnym 

Wartość p Brak 

danych 

tak nie 

rs3136685 A G AA n = 10 n = 4    *p=0,057 

 **p= 0,11 

   #p= 0,042 

 ##p= 1,00 

n= 57; 19% 

AG n = 31 n = 23 

GG n = 130 n = 45 

rs2023906 A G AA n = 117  n = 51    *p= 0,33 

 **p= 0,79 

   #p= 0,23 

 ##p= 0,79 

n= 26; 9% 

AG n = 60 n = 32 

GG n = 12 n = 2 

rs9675320 T C TT n = 117  n = 49     *p= 0,26 

 **p= 0,56 

   #p= 0,15 

 ##p= 0,66 

n= 62; 21% 

TC n = 41 n = 13 

CC n = 10 n = 8 

rs645991 C T CC n = 75  n = 27     *p= 0,64 

 **p= 0,44 

   #p= 0,34 

 ##p= 0,70 

n= 41; 14% 

TC n = 80 n = 29 

TT n = 32 n = 16 

rs16965880 G A GG n = 127  n = 60     *p= 0,51 

 **p= 0,33 

   #p= 1,00 

 ##p= 0,35 

n= 45; 15% 

AG n = 46 n = 15 

AA n = 5 n = 2 

rs17708087 A G AA n = 52  n = 23     *p= 0,51 

 **p= 0,64 

   #p= 0,34 

 ##p= 0,83 

n= 7; 2% 

AG n = 90 n = 32 

GG n = 64 n = 32 

rs3176818 A G AA n = 115  n = 43     *p= 0,12      

 **p= 0,04          

   #p= 0,24        

 ##p= 0,048 

n= 44; 15% 

AG n = 45 n = 28 

GG n = 7 n = 6 

rs3176820 C T TT n = 107  n = 48     *p= 0,53        

 **p= 0,53 

   #p= 0,73         

 ##p= 0,37 

n= 44; 15% 

CT n = 67 n = 22 

CC n = 8 n = 4 

rs3176823 C T CC n = 174  n = 71     *p= 1,00        

 **p= 0,96 

 ##p= 0,96 

n= 21; 7% 

CT n = 24 n = 10 

TT n = 0 n = 0 
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Tabela 11. Analiza związku polimorfizmów genu CCR7 i CCL19 z obecnością nadciśnienia 

tętniczego. 

 

Wniosek: W analizie jednoczynnikowej nie obserwowano asocjacji pomiędzy obecnością 

polimorfizmów genu CCR7, a występowaniem nadciśnienia tętniczego 

 

 

 

 

SNP Allel 

1 

Allel 

2 

Genotyp Nadciśnienie 

tętnicze 

Wartość p Brak 

danych 

tak nie 

rs3136685 A G AA n = 11 n = 3    *p= 0,45 

 **p= 0,45 

   #p= 0,31 

 ##p= 1,00 

n=60; 20 % 

AG n = 38 n = 16 

GG n = 135 n = 37 

rs2023906 A G AA n = 119  n = 45    *p= 0,47 

 **p= 0,25 

   #p= 1,00 

 ##p= 0,25 

n= 30; 11% 

AG n = 73 n = 19 

GG n = 11 n = 3 

rs9675320 T C TT n =  131 n = 33     *p= 0,21 

 **p= 0,13 

   #p= 0,64 

 ##p= 0,08 

n= 64; 21% 

TC n = 37 n = 17 

CC n = 13 n = 5 

rs645991 C T CC n = 75  n = 25     *p= 0,96 

 **p= 0,79 

   #p= 0,80 

 ##p= 0,84 

n= 45; 15% 

TC n = 81 n = 26 

TT n = 37 n = 11 

rs16965880 G A GG n = 144  n = 40     *p= 0,70 

 **p= 0,52 

   #p= 0,71 

 ##p= 0,61 

n= 49; 16% 

AG n = 45 n = 15 

AA n = 5 n = 2 

rs17708087 A G AA n = 55 n = 19     *p= 0,20 

 **p= 0,20 

   #p= 0,08 

 ##p= 0,74 

n= 11; 4% 

AG n = 86 n = 34 

GG n = 78 n = 17 

rs3176818 A G AA n = 119  n = 37     *p= 0,59      

 **p= 0,97          

   #p= 0,43        

 ##p= 0,67 

n= 60, 20% 

AG n = 51 n = 20 

GG n = 11 n = 2 

rs3176820 C T TT n = 114  n = 38     *p= 0,87        

 **p= 0,60 

   #p= 0,53         

 ##p= 0,71 

n= 48; 16% 

CT n = 67 n = 21  

CC n = 10 n = 2 

rs3176823 C T CC n = 185  n = 57      *p= 0,67        

 **p= 0,64 

 ##p= 0,64 

n= 25; 8% 

CT n = 24 n = 9  

TT n = 0 n = 0 
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Tabela 12. Analiza związku polimorfizmów genu CCR7 i CCL19 z obecnością cukrzycy w 

wywiadzie. 

 

Wniosek: W analizie jednoczynnikowej nie obserwowano asocjacji pomiędzy obecnością 

polimorfizmów genu CCR7, a występowaniem cukrzycy 

 

       

 

 

 

SNP Allel 

1 

Allel 

2 

Genotyp Cukrzyca 

---------- 

Wartość p Brak 

danych 

tak nie 

rs3136685 A G AA n = 3 n = 11    *p= 0,92 

 **p= 0,78 

   #p= 0,85 

 ##p= 0,73 

n= 60; 20% 

AG n = 10 n = 44 

GG n = 31 n = 141 

rs2023906 A G AA n = 33  n = 132    *p= 0.69 

 **p= 0,65 

   #p= 0,49 

 ##p= 0,88 

n= 30; 11% 

AG n = 18 n = 73 

GG n = 4 n = 10 

rs9675320 T C TT n = 28  n = 137     *p= 0,74 

 **p= 0,82 

   #p= 0,52 

 ##p= 1,00 

n= 63; 21% 

TC n = 8 n = 46 

CC n = 4 n = 14 

rs645991 C T CC n = 18  n = 82     *p= 0,68 

 **p= 0,93 

   #p= 0,69 

 ##p= 0,63 

n= 45; 15% 

TC n = 24 n = 84 

TT n = 8 n = 39 

rs16965880 G A GG n = 35  n = 149     *p= 0,31 

 **p= 0,94 

   #p= 0,35 

 ##p= 0,59 

n= 49; 16% 

AG n = 15 n = 45 

AA n = 0 n = 7 

rs17708087 A G AA n = 17  n = 57     *p= 0,59 

 **p= 0,84 

   #p= 0,72 

 ##p= 0,47 

n= 11; 4% 

AG n = 21 n = 100 

GG n = 20 n = 74 

rs3176818 A G AA n = 33  n = 122     *p= 0,56      

 **p= 0,51          

   #p= 0,23        

 ##p= 0,81 

n= 60; 20% 

AG n = 16 n = 56 

GG n = 1 n = 12 

rs3176820 C T TT n = 27  n = 124     *p= 0,78        

 **p= 0,59 

   #p= 0,56         

 ##p= 0,70 

n= 48; 16% 

CT n = 17 n = 72 

CC n = 3 n = 9 

rs3176823 C T CC n = 50   n = 192      *p= 0,15        

 **p= 0,11  

 ##p= 0,11 

n= 25; 8% 

CT n = 3 n = 30  

TT n = 0 n = 0 
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Tabela 13. Analiza związku polimorfizmów genu CCR7 i CCL19 z obecnością 

hypercholesterolemii.  

 

Wniosek: W analizie jednoczynnikowej nie obserwowano asocjacji pomiędzy obecnością 

polimorfizmów genu CCR7, a występowaniem hypercholesterolemii 

 

 

 

 

 

SNP Allel 

1 

Allel 

2 

Genotyp Hyper- 

cholesterolemia 

Wartość p Brak 

danych 

tak nie 

rs3136685 A G AA n = 12 n = 1    *p= 0,24 

 **p= 0,82 

   #p= 0,74 

 ##p= 0,31 

n= 65; 22% 

AG n = 37 n = 16 

GG n = 130 n = 39 

rs2023906 A G AA n = 122  n = 39    *p= 0,85 

 **p= 0,73 

   #p= 0,48 

 ##p= 0,77 

n= 35; 12% 

AG n = 70 n = 21 

GG n = 11 n = 2 

rs9675320 T C TT n = 131  n = 32     *p= 0,38 

 **p= 0,19 

   #p= 0,20 

 ##p= 0,30 

n= 67; 22% 

TC n = 40 n = 12 

CC n = 12 n = 6 

rs645991 C T CC n = 73  n = 24     *p= 0,51 

 **p= 0,25 

   #p= 0,44 

 ##p= 0,28 

n= 50; 17% 

TC n = 85 n = 21 

TT n = 39 n = 8 

rs16965880 G A GG n = 146  n = 35     *p= 0,53 

 **p= 0,29 

   #p= 0,64 

 ##p= 0,30 

n= 52; 17% 

AG n = 45 n = 15 

AA n = 5 n = 2 

rs17708087 A G AA n = 54  n = 19     *p= 0,55 

 **p= 0,55 

   #p= 0,98 

 ##p= 0,31 

n= 16; 6% 

AG n = 96 n = 23 

GG n = 72 n = 20 

rs3176818 A G AA n = 118  n = 36     *p= 0,89      

 **p= 0,72          

   #p= 0,96        

 ##p= 0,65 

n= 64; 21% 

AG n = 55 n = 14 

GG n = 10 n = 3 

rs3176820 C T TT n = 117  n = 33     *p= 0,19        

 **p= 0,26 

   #p= 0,07         

 ##p= 0,60 

n= 51; 17% 

CT n = 68 n = 19  

CC n = 12 n = 0 

rs3176823 C T CC n = 180   n = 58     *p= 0,10        

 **p= 0,13 

 ##p= 0,13 

n= 30; 11% 

CT n = 28 n = 4  

TT n = 0 n = 0 
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Tabela 14. Analiza związku polimorfizmów genu CCR7 i CCL19 z obecnością otyłości. 

 

Wniosek: W analizie jednoczynnikowej otyłość częściej występowała wśród nosicieli: 

 allelu T rs9675320, (test trendu p = 0,032, dominujący allel T p= 0,029) 

 allelu T rs645991, (dominujący allel C p= 0,022) 

 

 

 

 

SNP Allel 

1 

Allel 

2 

Genotyp Otyłość 

--------- 

Wartość p Brak 

danych 

tak nie 

rs3136685 A G AA n = 5 n = 6    *p= 0,09 

 **p= 0,27 

   #p= 0,11 

 ##p= 0,55 

n= 96; 32% 

AG n = 12 n = 37 

GG n = 59 n = 85 

rs2023906 A G AA n = 48  n = 96    *p= 0,23 

 **p= 0,38 

   #p= 0,75 

 ##p= 0,21 

n= 68; 23% 

AG n = 34 n = 43 

GG n = 3 n = 8 

rs9675320 T C TT n = 64  n = 83     *p=0,062 

 **p=0,030 

   #p=0,029 

 ##p= 0,11 

n= 95; 32% 

TC n = 16 n = 27 

CC n = 2 n = 13 

rs645991 C T CC n = 29  n = 57     *p= 0,07 

 **p=0,054 

   #p=0,022 

 ##p= 0,29 

n= 82; 27% 

TC n = 32 n = 59 

TT n = 22 n = 19 

rs16965880 G A GG n = 58  n = 107     *p= 0,27 

 **p= 0,90 

   #p= 0,42 

 ##p= 0,52 

n= 80; 27% 

AG n = 21 n = 27 

AA n = 1 n = 6 

rs17708087 A G AA n = 24  n = 42     *p= 0,97 

 **p= 0,82 

   #p= 0,82 

 ##p= 0,89 

n= 52; 17% 

AG n = 36 n = 62 

GG n = 32 n = 52 

rs3176818 A G AA n = 46   n = 91     *p= 0,32      

 **p= 0,52          

   #p= 0,53        

 ##p= 0,28 

n= 90; 30% 

AG n = 27 n = 35  

GG n = 3 n = 8 

rs3176820 C T TT n = 51  n = 77     *p= 0,83         

 **p= 0,57 

   #p= 0,90         

 ##p= 0,53 

n= 85; 28% 

CT n = 27 n = 49 

CC n = 4 n = 7 

rs3176823 C T CC n = 78  n = 132     *p= 0,61        

 **p= 0,61         

 ##p= 0,61 

n= 64; 21% 

CT n = 11 n = 15 

TT n = 0 n = 0 
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Tabela  15. Analiza związku polimorfizmów genu CCR7 i CCL19 z obecnością dodatniego 

wywiadu rodzinnego w kierunku choroby niedokrwiennej serca. 

 

Wniosek: W analizie jednoczynnikowej dodatni wywiad rodzinnego w kierunku choroby 

niedokrwiennej serca występował częściej wśród nosicieli allelu G rs3176818 (model 

addytywny p=0,046, test trendu p=0,013, dominujący allel G p=0,012)  

 

 

 

 

SNP Allel 

1 

Allel 

2 

Genotyp Dodatni wywiad 

rodzinny ch.n.s. 

Wartość p Brak 

danych 

tak nie 

rs3136685 A G AA n = 4 n = 4    *p= 0,24 

 **p= 0,51 

   #p= 0,29 

 ##p= 0,48 

n= 137; 46% 

AG n = 29 n = 11 

GG n = 68 n = 47 

rs2023906 A G AA n = 69  n = 44    *p= 0,60 

 **p= 0,99 

   #p= 0,51 

 ##p= 0,75 

n= 115; 38% 

AG n = 41 n = 21 

GG n = 5 n = 5 

rs9675320 T C TT n = 65  n = 41     *p= 0,75 

 **p= 0,41 

   #p= 0,58 

 ##p= 0,49 

n= 142; 47% 

TC n = 25 n = 13 

CC n = 10 n = 4 

rs645991 C T CC n = 43  n = 24     *p= 0,93 

 **p= 0,88 

   #p= 0,73 

 ##p= 0,97 

n= 128; 43% 

TC n = 47 n = 28 

TT n = 20 n = 10 

rs16965880 G A GG n = 81  n = 50     *p= 0,09 

 **p= 0,74 

   #p=0,065 

 ##p= 0,72 

n= 126; 42% 

AG n = 27 n = 11 

AA n = 1 n = 4 

rs17708087 A G AA n = 30  n = 23     *p= 0,53 

 **p= 0,63 

   #p= 0,91 

 ##p= 0,33 

n= 102; 34% 

AG n = 53 n = 27 

GG n = 40 n = 25 

rs3176818 A G AA n = 62   n = 48     *p=0,046      

 **p=0,013           

   #p= 0,18        

 ##p=0,012 

n= 132; 44% 

AG n = 35 n = 12  

GG n = 9 n = 2 

rs3176820 C T TT n = 58  n = 48     *p= 0,21        

 **p= 0,07 

   #p= 0,12         

 ##p= 0,11 

n= 130; 43% 

CT n = 38 n = 28  

CC n = 5 n = 1 

rs3176823 C T CC n = 99   n = 61     *p= 0,82        

 **p= 0,65 

 ##p= 0,65 

n= 116; 39% 

CT n = 16 n = 8  

TT n = 0 n = 0 
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Tabela  16. Analiza związku polimorfizmów genu CCR7 i CCL19 z obecnością  zaburzeń 

rytmu serca. 

 

Wniosek: W analizie jednoczynnikowej zaburzenia rytmu serca występowały częściej wśród 

nosicieli:  

 allelu T rs9675320 (dominacja allelu C p= 0,028)   

 allelu C rs3176820 (model addytywny p=0,018, dominacja allelu T p= 0,014)     

 

 

SNP Allel 

1 

Allel 

2 

Genotyp Zaburzenia rytmu 

serca 

Wartość p Brak 

danych 

tak nie 

rs3136685 A G AA n = 1 n = 12    *p= 0,24 

 **p= 0,09 

   #p= 0,11 

 ##p= 0,70 

n= 71; 24% 

AG n = 5 n = 48 

GG n = 30 n = 133 

rs2023906 A G AA n = 23  n = 136    *p= 0,65 

 **p= 0,81 

   #p= 0,69 

 ##p= 0,59 

n= 42; 14% 

AG n = 16 n = 71 

GG n = 1 n = 11 

rs9675320 T C TT n = 31  n = 127     *p=0,061 

 **p= 0,06 

   #p= 0,75 

 ##p=0,028 

n= 76; 25% 

TC n = 3 n = 45 

CC n = 2 n = 16 

rs645991 C T CC n = 12  n = 83     *p= 0,21 

 **p= 0,34 

   #p= 0,83 

 ##p= 0,12 

n= 58; 19% 

TC n = 23 n = 81 

TT n = 7 n = 36 

rs16965880 G A GG n = 26  n = 150     *p= 0,42 

 **p= 0,43 

   #p= 0,23 

 ##p= 0,68 

n= 60; 20% 

AG n = 9 n = 49 

AA n = 2 n = 4 

rs17708087 A G AA n = 9  n = 63     *p= 0,33 

 **p= 0,80 

   #p= 0,59 

 ##p= 0,30 

n= 25; 9% 

AG n = 23 n = 91 

GG n = 13 n = 76 

rs3176818 A G AA n = 22  n = 128     *p= 0,57      

 **p= 0,49          

   #p= 0,93        

 ##p= 0,36 

n= 67; 22% 

AG n = 14 n = 56 

GG n = 2 n = 11 

rs3176820 C T TT n = 18  n = 126     *p= 0,018        

 **p= 0,07 

   #p= 0,46         

 ##p= 0,14 

n= 59; 20% 

CT n = 21 n = 63 

CC n = 1 n = 10 

rs3176823 C T CC n = 37   n = 195     *p= 1,00        

 **p= 0,71 

 ##p= 0,71 

n= 38; 12% 

CT n = 4 n = 26  

TT n = 0 n = 0 
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Tabela  17. Analiza związku polimorfizmów genu CCR7 i CCL19 z obecnością migotania 

przedsionków.   

 

Wniosek: W analizie jednoczynnikowej migotanie przedsionków wystepowało częściej 

wśród nosicieli allelu T rs3176820 (model addytywny p=0,014; dominacja allelu T p=0,01) 

 

 

 

 

 

SNP Allel 

1 

Allel 

2 

Genotyp Migotanie 

przedsionków 

Wartość p Brak 

danych 

tak nie 

rs3136685 A G AA n = 0 n = 13    *p= 0,77 

 **p= 0,45 

   #p= 0,80 

 ##p= 0,61 

n= 74; 25% 

AG n = 5 n = 47 

GG n = 15 n = 146 

rs2023906 A G AA n = 10  n = 146    *p= 0,39 

 **p= 0,47 

   #p= 0,61 

 ##p= 0,24 

n= 45; 15% 

AG n = 11 n = 76 

GG n = 0 n = 12 

rs9675320 T C TT n = 16  n = 139     *p= 0,69 

 **p= 0,72 

   #p= 0,68 

 ##p= 0,61 

n= 79; 26% 

TC n = 3 n = 35 

CC n = 2 n = 16 

rs645991 C T CC n = 4  n = 88     *p= 0,14 

 **p= 0,09 

   #p= 0,55 

 ##p=0,06 

n= 62; 21% 

TC n = 12 n = 91 

TT n = 5 n = 38 

rs16965880 G A GG n = 17  n = 157     *p= 0,34 

 **p= 0,61 

   #p= 0,43 

 ##p= 0,61 

n= 63; 21% 

AG n = 3 n = 54 

AA n = 1 n = 5 

rs17708087 A G AA n = 5  n =  65    *p= 0,36 

 **p= 0,66 

   #p= 0,35 

 ##p= 0,80 

n= 29; 11% 

AG n = 13 n = 100 

GG n = 5 n = 83 

rs3176818 A G AA n = 12  n = 135     *p= 0,54       

 **p= 0,65          

   #p= 0,34        

 ##p= 0,93 

n= 69; 23% 

AG n = 5 n = 65  

GG n = 2 n = 11 

rs3176820 C T TT n = 6  n = 135     *p= 0,014        

 **p= 0,07 

   #p= 0,32         

 ##p= 0,01 

n= 62; 21% 

CT n = 13 n = 73 

CC n = 0 n = 11 

rs3176823 C T CC n = 17  n = 210     *p= 0,71        

 **p= 0,62 

 ##p= 0,62 

n= 43; 14% 

CT n = 3 n = 27 

TT n = 0 n = 0 
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Tabela  18. Analiza związku polimorfizmów genu CCR7 i CCL19 z obecnością  chromania 

przestankowego. 

 

Wniosek: W analizie jednoczynnikowej chromanie przestankowe występowało częściej 

wśród nosicieli:   

 allelu G rs3136685 (model addytywny p= 0,02, test trendu p= 0,032, dominujący allel 

A p=0,01) 

 allelu A rs17708087 (model addytywny p= 0,024) 

 

SNP Allel 

1 

Allel 

2 

Genotyp Chromanie 

przestankowe 

Wartość p Brak 

danych 

tak nie 

rs3136685 A G AA n = 1 n = 10    *p= 0,02 

 **p=0,032 

   #p= 0,01 

 ##p= 0,69 

n= 101; 34 

% AG n = 1 n = 45 

GG n = 24 n = 118 

rs2023906 A G AA n = 14  n = 129    *p= 0,35 

 **p= 0,23 

   #p= 0,32 

 ##p= 0,31 

n= 73; 24% 

AG n = 10 n = 64 

GG n = 2 n = 8 

rs9675320 T C TT n = 18  n = 119     *p= 0,34 

 **p= 0,37 

   #p= 1,00 

 ##p= 0,20 

n= 104; 35% 

TC n = 2 n = 40 

CC n = 2 n = 15 

rs645991 C T CC n = 6  n = 80     *p= 0,20 

 **p= 0,32 

   #p= 1,00 

 ##p= 0,12 

n= 91; 30% 

TC n = 13 n = 72 

TT n = 4 n = 34 

rs16965880 G A GG n = 19  n = 132     *p= 0,64 

 **p= 0,53 

   #p= 0,58 

 ##p= 0,51 

n= 93; 31% 

AG n = 8 n = 42 

AA n = 1 n = 5 

rs17708087 A G AA n = 6  n = 59     *p=0,024 

 **p= 0,44 

   #p=0,058 

 ##p= 0,42 

n= 59; 20% 

AG n = 18 n = 76 

GG n = 5 n = 77 

rs3176818 A G AA n = 13   n = 122     *p= 0,16       

 **p= 0,08          

   #p= 0,16        

 ##p= 0,14 

n= 93; 31% 

AG n = 9 n = 51 

GG n = 3 n = 9 

rs3176820 C T TT n = 12  n = 116     *p= 0,30        

 **p= 0,19 

   #p= 0,28         

 ##p= 0,28 

n= 87; 29% 

CT n = 10 n = 66 

CC n = 2 n = 7 

rs3176823 C T CC n = 27  n = 177      *p= 0,87        

 **p= 0,42 

 ##p= 0,42 

n= 70; 23% 

CT n = 2 n = 24 

TT n = 0 n = 0 
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Tabela  19. Analiza związku polimorfizmów genu CCR7 i CCL19 z obecnością dolegliwości 

dławicowych w klasie CCS II/III-IV.   

 

Wniosek: W analizie jednoczynnikowej wśród nosicieli allelu G rs2023906, częściej 

występowały dolegliwości dławicowe w klasie CCS II/III-IV  (model addytywny p= 0,002, 

test trendu p=0,027, dominacja allelu A p= 8x10
-4

) 

 

 

SNP Allel 

1 

Allel 

2 

Genotyp Klasa CCS  

II/III-IV 

Wartość p Brak 

danych 

tak nie 

rs3136685 A G AA n = 5 n = 3    *p= 0,96 

 **p= 0,79 

   #p= 1,00 

 ##p= 0,73 

n= 123; 41% 

AG n = 22 n = 18 

GG n = 71 n = 58 

rs2023906 A G AA n = 58  n = 60    *p=0,002 

 *p=8x10
-4 

   #p=0,001 

 ##p= 0,24 

n= 106; 35% 

AG n = 33 n = 32 

GG n = 11 n = 0 

rs9675320 T C TT n = 61  n = 57     *p= 0,14 

 **p= 0,54 

   #p= 0,48 

 ##p= 0,19 

n= 124; 41% 

TC n = 28 n = 13 

CC n = 8 n = 9 

rs645991 C T CC n = 42  n = 33     *p= 0,51 

 **p= 0,89 

   #p= 0,53 

 ##p= 0,49 

n= 113; 38% 

TC n = 39 n = 42 

TT n = 18 n = 13 

rs16965880 G A GG n = 75  n = 57     *p= 0,32 

 **p= 0,24 

   #p= 0,16 

 ##p= 0,41 

n= 115; 38% 

AG n = 24 n = 22 

AA n = 2 n = 5 

rs17708087 A G AA n = 27  n = 33     *p= 0,36 

 **p= 0,19 

   #p= 0,40 

 ##p= 0,16 

n= 89; 30% 

AG n = 47 n = 39 

GG n = 37 n = 28 

rs3176818 A G AA n = 58  n = 58     *p= 0,58      

 **p= 0,76          

   #p= 0,34        

 ##p= 0,93 

n= 117; 39% 

AG n = 26 n = 30  

GG n = 7 n = 4 

rs3176820 C T TT n = 62  n = 47     *p= 0,23        

 **p= 0,09 

   #p= 0,24         

 ##p= 0,12 

n= 114; 38% 

CT n = 32 n = 36  

CC n = 3 n = 6 

rs3176823 C T CC n = 93  n = 82     *p= 0,08        

 **p= 0,20 

 ##p= 0,20 

n= 102; 34% 

CT n = 9 n = 14  

TT n = 0 n = 0 
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Tabela 20. Analiza związku polimorfizmów genu CCR7 i CCL19 z wybranymi zmiennymi 

ciągłymi (BMI, stężenie glukozy, cholesterolu całkowitego - TC, frakcji LDL, frakcji HDL i 

trójglicerydów - TG, wartością frakcji wyrzutowej lewej komory w badaniu 

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

 

Wniosek: 

 Nosiciele allelu A rs2023906; allelu T rs9675320, mieli wyższe stężenie glukozy we 

krwi (test  Kruskala-Wallisa odpowiednio p= 0,028; p=0,029) 

  Nosiciele allelu T rs9675320, allelu G rs16965880, mieli wyższe wartości BMI (test  

Kruskala-Wallisa  odpowiednio p= 0,028; p= 0,016) 

 Nosiciele allelu G rs17708087, mieli wyższe stężenie cholesterolu frakcji HDL (test 

Kruskala-Wallisa  p= 0,024) 

 Heterozygoty CT rs3176820, miały niższą frakcję wyrzutową lewej komory (test 

Kruskala-Wallisa  p= 0,01) 

 

 

SNP Zmienna 

kliniczna 
 

Genotyp Liczba 

chorych 

Średnia, 

wartość, SD 

Wartość p Brak 

danych 

rs2023906 stężenie 

glukozy 

[mmmol/l] 

AA n= 158 5,7 +/-  1,1 *p=0,029 

 

n= 45 ; 15% 

AG n= 84 5,6 +/- 1,2 

GG n=13 5,1 +/- 0,7 

rs9675320 BMI TT n= 143 28,5 +/- 3,8 *p= 0,028
 

 

n= 101;33% 

TC n=41 28,5 +/- 4,1 

CC n= 15 25,9 +/- 3,5 

rs9675320 stężenie 

glukozy 

[mmmol/l] 

TT n= 153 5,8 +/- 1,4 *p= 0,028
 

 

n= 78; 26% 

TC n= 51 5,4 +/- 0,8 

CC n= 18 5,0 +/- 1,5 

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 

 

rs17708087 

HDL 

[mmmol/l] 

AA n= 68 1,26 +/- 0,3 *p= 0,024
 

 

n=40; 13% 

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 
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Analiza wieloczynnikowa związku polimorfizmów genu CCR7 i CCL19 z wybranymi 

zmiennymi ciągłymi  (model regresji liniowej)  

 

W modelu regresji liniowej genotyp TT rs9675320 korelował ze stężeniem glukozy (p= 

0,039) i wiązał się z wyższym stężeniem glukozy (5,8 +/- 1,4 vs 5,0 +/- 1,5mmol/l) ) w 

porównaniu z genotypem CC. 

 

Tabela  21. Analiza związku  między przebytym zawałem serca a stosowanym leczeniem 

farmakologicznym. 

 

 Wniosek: W analizie jednoczynnikowej w grupie chorych po zawale serca, częściej 

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

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

   

  *test chi-kwadrat lub test Fishera;  ** test trendu Cochran-Armitage;       

Lek Przebyty zawał serca Wartość 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 

**p=0,0002 

n= 6; 2% 

pochodne 

tienopirydyny 

n = 63 n = 85 n = 37 n = 109   *p=0,0018 

**p=0,0021 

n= 6; 2% 

acenokumarol n = 11 n = 137 n = 3 n = 149    *p= 0,034 

 **p= 0,051 

n= 6; 2% 

statyny n = 135 n = 13 n = 126 n = 20    *p= 0,18 

 **p= 0,20 

n= 6; 2% 

inhibitory 

konwertazy 

n = 116 n = 32 n = 109 n = 37    *p= 0,45 

 **p= 0,49 

n= 6; 2% 

diuretyki pętlowe 

lub tiazydowe 

n = 26 n = 122 n = 23 n = 123    *p= 0,68 

 **p= 0,76 

n= 6; 2% 

spironolakton n = 28 n = 120 n = 15 n = 131    *p= 0,036 

 **p= 0,047 

n= 6; 2% 

beta-blokery n = 128 n = 20 n = 117 n = 29    *p= 0,14 

 **p= 0,16 

n= 6; 2% 

blokery kanału 

wapniowego 

n = 24 n = 124 n = 31 n = 115    *p= 0,27 

 **p= 0,30 

n= 6; 2% 

azotany n = 76 n = 72 n = 52 n = 94   *p=0,0065 

 **p= 0,007 

n= 6; 2% 
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Tabela 22. Analiza wieloczynnikowa związku polimorfizmów genu CCR7 i CCL19 z 

ryzykiem zawału serca, lokalizacją i stopniem nasilenia zmian miażdżycowych. 

 

Polimorfizm Zmienna kliniczna Adjustacja względem Iloraz 

szans 

(OR) 

Wartość p 

95% 

przedział 

ufności (CI) 

rs17708087 A/G ryzyko zawału serca płci, wieku, palenia w 

wywiadzie, 

hipercholesterolemii, 

stosowania ASA, 

pochodnych 

tienopirydyny, 

acenokumarolu, 

azotanów 

2,13 p= 0,01;  

CI 1,13-3,86 

rs16965880 A/G ryzyko zawału serca rs17708087 - p = 0,076  

CI 0,95-2,68 

rs3176820 C/T ryzyko zmian, 

redukujących średnicę 

światła naczynia od 10 

do 100% 

płci, wieku 1,73 p= 0,0279 

CI 1,06-2,80 

rs3136685 A/G płci - p = 0,061  

CI 0,30-3,37 

rs3176823 C/T płci, wieku - p= 0,09 

CI 0,16-1,13 

rs17708087 A/G obecność zmian, 

redukujących średnicę 

światła naczynia od 50% 

płci 0,63 p= 0,03;  

0,42-0,96 

rs3176823 C/T płci, wieku - p= 0,09 

CI 0,20-1,12 

rs9675320 C/T obecność zmian, 

redukujących średnicę 

światła naczynia o 100% 

płci 1,79 p=  0,018;  

CI 1,1-2,92 

rs2023906 A/G ryzyko zmian 

wielonaczyniowych 

płci - p= 0,19 

CI 0,23-2,97 

rs3136685 A/G ryzyko zmian 

proksymalnych 

płci - p=0,06  

CI 0,97-2,44 

rs3136685 A/G ryzyko zmian dystalnych płci - p= 0,11  

CI 0,92- 2,28 

rs3176818 A/G płci, wieku - p= 0,06 

CI 0,40-1,12 
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 Wniosek: W analizie wieloczynnikowej uwzględniającej oprócz samego 

polimorfizmu, wpływ płci, wieku, palenia w wywiadzie, hipercholesterolemii, 

stosowania ASA, pochodnych tienopirydyny, acenokumarolu, azotanów, przy mocy 

badania wystarczającej dla wykrycia wariantów zwiększających szansę zdarzenia 2-

krotnie (iloraz szans, OR=2), istotny statystycznie pozostał  związek pomiędzy allelem 

A rs17708087, a ryzykiem zawału serca. 

 Przy założonej mocy badania, stwierdzane korelacje między: allelem A rs17708087, a 

obecnością zmian redukujących średnicę światła naczynia powyżej 50% (p=0,03); 

allelem C rs9675320, a obecnością jakichkolwiek zmian miażdżycowych (p=0,028), 

allelem C rs9675320, a przewlekłą niedrożnością naczynia (p=0,018), są 

prawdopodobnie przypadkowe.  

 Odstąpiono od analizy wieloczynnikowej związku polimorfizmów genu CCR7 i CCL 

19, z wybranymi czynnikami ryzyka sercowo-naczyniowego, objawami i chorobami 

towarzyszącymi, ze względu na nierównowagę liczebności porównywanych grup i 

niepełne dane o częstości badanej cechy klinicznej.   
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Analiza haplotypów 

 

Badane polimorfizmy genu CCR7 i CCL19 znajdowały się w obszarze stosunkowo słabej 

nierównowagi sprzeżeń, co powoduje brak możliwości wyodrębnieniu bloku haplotypowego 

(rycina 8,9). Dla zademonstrowania możliwości metody przeprowadzono analizę 

wymuszonego haplotypu na bazie polimorfizmów genu CCR7.  

 

Rycina 8,9. Mapa nierównowagi sprzężeń (Linkage Disequilibrium-plot) polimorfizmów 

genu CCR7 i CCL19 Podano wartości wspólczynnika korelacji Lewontin's D prime 

(D'*100%).  

 

 

  

 

snp87 = rs17708087,  

snp80 = rs16965880,  

snp91 = rs645991, 

snp20 = rs9675320,  

snp06 = rs2023906,  

snp85 = rs3136685,  

snp23 = rs3176823,  

snp20 = rs3176820,  

snp18 = rs3176818).  

 

CCR7 

CCL19 
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Tabela 23,24. Częstość występowania haplotypów CCR7 i CCL19. 

Zaobserwowano różnicę w częstości wystepowania poszczególnych haplotypów genu CCR 7 

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

1 A C T A G 18,5% 

2 G C T A G 14,3% 

3 A T T A G 10,8% 

4 G T T G G 10,2% 

5 G T T A G 9,9% 

6 G C T G G 5,8% 

7 A C C A A 4,4% 

8 G C T A A 3,7% 

9 G C C A A 3,4% 

      R=81% 

 

CCL19 

sn
p

2
3
 

sn
p

2
0
 

sn
p

1
8
 

 

częstość 

1 C T A 56,5% 

2 C C A 18% 

3 C T G 15,9% 

4 T T A 4,5% 

5 C C G 3,6% 

    R=98,5% 

 

 

 

Tabela 25. Testy permutacji wybranych genotypów i haplotypów CCR7 z ryzykiem zawału 

serca. 

haplotyp wartość p 

permutacji 

 haplotyp wartość p 

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    

 

 

 

 

 



68 

 

OMÓWIENIE WYNIKÓW 

 

 W niniejszej pracy badano, czy polimorfizmy w genach dla CCR7 i CCL19 oraz 

skonstruowane na ich bazie haplotypy, mają wpływ na rozwój, nasilenie, lokalizację zmian 

miażdżycowych w tętnicach wieńcowych i ryzyko zawału serca, u pacjentów z chorobą 

niedokrwienną serca, u których wykonano koronarografię w trybie planowym. Oceniano 

również wpływ polimorfizmów na częstość występowania wybranych czynników ryzyka 

sercowo-naczyniowego, objawów i chorób towarzyszących. 

 

W analizie jednoczynnikowej obserwowano związek między:  

 allelem A rs16965880 (CCR7), a ryzykiem zawału serca (test trendu p= 0,034, 

dominujący allel A p= 0,044) 

 allelem A rs17708087 (CCR7), a ryzykiem zawału serca (model addytywny p= 0,01, 

test trendu p= 0,025, dominujący allel A p= 0,003) 

 allelem A rs3136685 (CCR7), a obecnością zmian redukujących średnicę światła 

naczynia od 10 do 100% (model addytywny p= 0,033, test trendu p= 0,049, 

dominujący allel A p= 0,027) 

 allelem C rs3176823 (CCL19), a obecnością zmian redukujących średnicę światła 

naczynia od 10 do 100% (test trendu p=0,039, dominujący allel C p= 0,039) 

 allelem A rs17708087 (CCR7), a obecnością zmian redukujących średnicę światła 

naczynia powyżej 50% (dominujący allel A p= 0,015) 

 alelem C rs3176823 (CCL19), a obecnością zmian redukujących średnicę światła 

naczynia powyżej 50% (test trendu p=0,034, dominujący allel C p= 0,034) 

 allelem C rs9675320 (CCR7), a przewlekłą niedrożnością naczynia (model addytywny 

p= 0,034, test trendu p= 0,02, dominujący allel C p= 0,013) 

 allelem A rs16965880 (CCR7), a przewlekłą niedrożnością naczynia (test trendu p= 

0,025, dominujący allel A p = 0,038) 

 allelem T rs3176820 (CCL19), a przewlekłą niedrożnością naczynia (model 

addytywny p = 0,022, dominujący allel A p= 0,014) 

 allelem G rs2023906 (CCR7), a obecnością zmian wielonaczyniowych (model 

addytywny p = 0,04, dominujący allel A p= 0,013) 

 allelem G rs3136685 (CCR7), a obecnością zmian w proksymalnych odcinkach tętnic 

(dominujący allel A p= 0,024)        
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 allelem G rs3136685 (CCR7), a obecnością zmian w dystalnych odcinkach tętnic 

(dominujący allel A p= 0,042)    

 allelem A rs3176818 (CCL19), a obecnością zmian w dystalnych odcinkach tętnic  

(model addytywny p=0,04; dominujący allel A p= 0,048)    

 allelem T rs9675320 (CCR7), a obecnością otyłości (test trendu p = 0,032, 

dominujący allel T p= 0,029) 

 allelem T rs645991 (CCR7), a obecnością otyłości (dominujący allel C p= 0,022) 

 allelem T rs9675320 (CCR7), a obecnością zaburzeń rytmu serca (dominacja allelu C 

p= 0,028)    

 allelem C rs3176820 (CCL19) ), a obecnością zaburzeń rytmu serca (model addytywny 

p=0,018, dominacja allelu T p= 0,014) 

 allelem T rs3176820 (CCL19), a obecnością migotania przedsionków (model 

addytywny p=0,014; dominacja allelu T p=0,01) 

 allelem G rs3176818 (CCL19), a obecnością dodatniego wywiadu rodzinnego w 

kierunku choroby niedokrwiennej serca (model addytywny p=0,046, test trendu 

p=0,013, dominujący allel G p=0,012) 

 allelem G rs3136685 (CCR7), a obecnością chromania przestankowego (model 

addytywny p= 0,02, test trendu p= 0,032, dominujący allel A p=0,01) 

 allelem A rs17708087 (CCR7), a obecnością chromania przestankowego (model 

addytywny p= 0,024) 

 allelem G rs2023906 (CCR7), a obecnością dolegliwości dławicowych w klasie CCS 

II/III-IV  (model addytywny p= 0,002, test trendu p=0,027, dominacja allelu A p= 

8x10
-4

) 

 allelem A rs2023906 (CCR7), a stężeniem glukozy (test  Kruskala-Wallisa  p=0,029) 

 allelem T rs9675320 (CCR7), a stężeniem glukozy (test  Kruskala-Wallisa  (p= 0,028) 

 allelem T rs9675320 (CCR7), a wartością BMI (test  Kruskala-Wallisa  p= 0,028) 

 allelem G rs16965880 (CCR7), a wartością BMI (test  Kruskala-Wallisa  p= 0,016) 

 allelem G rs17708087 (CCR7), a stężeniem HDL (test  Kruskala-Wallisa  p= 0,024) 

 genotypem CT rs3176820 (CCL19), a frakcją wyrzutową lewej komory (test 

Kruskala-Wallisa  p= 0,01) 

 



70 

 

Analiza wieloczynnikowa uwzględniająca jako zmienne niezależne: płeć, wiek, palenie 

w wywiadzie, hipercholesterolemię, stosowanie ASA, pochodnych tienopirydyny, 

acenokumarolu, azotanów, wykazała, że allel A rs17708087, jest niezależnym czynnikiem 

ryzyka zawału serca (p=0,01). Obecność genotypu AA rs17708087 zwiększała ponad 2-

krotnie szanse wystąpienia zawału serca (iloraz szans - OR 2,13, przedział ufności - CI 1,13-

3,86). Częstość występowania 1 lub więcej kopii allelu A wśród pacjentów, którzy przebyli 

zawał serca wynosiła 75,5%, a w grupie kontrolnej 59%. 

W modelu regresji liniowej genotyp TT rs9675320 korelował ze stężeniem glukozy (p= 

0,039) i wiązał się z wyższym stężeniem glukozy (5,8 +/- 1,4 vs 5,0 +/- 1,5mmol/l) ) w 

porównaniu z genotypem CC. 

 

Analizy związku (association study, case-control study) stanowią najczęstszy typ 

badań nad podłożem genetycznym powszechnych chorób układu krążenia. Stosowane 

kryteria wiarygodności badań  i wiarygodności związku polimorfizmu z ryzykiem sercowo-

naczyniowym, zmniejszaja ryzyko poważnych błędów metodologicznych [30,33,121].  

Kryteria wiarygodności badań obejmują: dobrze zdefiniowany fenotyp, postawienie 

hipotezy i przeprowadzenie analizy mocy statystycznej badania a priori, dużą liczebość 

badanej grupy, biologiczną wiarygodność hipotezy, powtórzenie wyników w różnych 

populacjach oraz w badaniach rodzinnych, przy zastosowaniu polimorfizmów, 

zlokalizowanych w tym samym genie [121].  

Kryteria wiarygodności korelacji polimorfizmu z ryzykiem sercowo – naczyniowym 

obejmują: ścisłe zdefiniowanie fenotypu, odpowiednią moc statystyczną badania, 

wykluczenie wpływu czynników zakłócających, wykazanie funkcjonalności polimorfizmu in 

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

kryteriów. 

 

Kryteria wiarygodności badania - zdefiniowowanie fenotypu 

Miażdżyca jest chorobą złożoną, wywoływaną przez liczne czynniki genetyczne, 

środowiskowe oraz ich wzajemne interakcje [6,7,76].  Patofizjologicznie stanowi zbiór wielu 

procesów takich jak: dysfunkcja śródbłonka, zapalenie, reakcje immunologiczne, zaburzenia 

układu krzepnięcia [76,79]. Jako proces ogólnoustrojowy, obejmuje niemal wszystkie łożyska 

naczyniowe, w tym wieńcowe i mózgowe, prowadząc do zaburzenia perfuzji zaopatrywanych 

narządów.  
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Choroba naczyń wieńcowych jest główną przyczyną choroby niedokrwiennej serca. 

Manifestacja kliniczna niedokrwienia mięśnia sercowego jest złożona - obejmuje zarówno 

stabilną dławicę piersiową jak i ostre zespoły wieńcowe i nagły zgon sercowy;  niedokrwienie 

może również pozostać nieme klinicznie [7].  

W diagnostyce choroby niedokrwiennej serca, obok objawów podmiotowych, 

kluczową rolę odgrywają badania obciążeniowe, umożliwiające wykrycie niedokrwienia 

mięśnia sercowego w trakcie wysiłku oraz badania obrazowe (koronarografia lub tomografia 

naczyń wieńcowych), które pozwalają na ocenę morfologii tętnic wieńcowych [73]. Liczne 

badania nad uwarunkowaniami genetycznymi choroby niedokrwiennej serca, nie 

uwzględniają w kryteriach włączenia do badania, oceny angiograficznej tętnic wieńcowych, 

opierając się wyłącznie na wynikach prób obciążeniowych lub w przypadku ostrego zespołu 

wieńcowego na stwierdzeniu obecności biomarkerów martwicy mięśnia sercowego we krwi 

[29,39]. Takie podejście, wiąże się z ryzykiem pominięcia, istotnych zmian miażdżycowych, 

ze względu na ograniczoną czułość badań obciążeniowych, która w przypadku 

elektrokardiograficznego testu wysiłkowego wynosi jedynie 68% oraz pominięcia zmian 

nieistotnych hemodynamicznie, które ze względu na brak manifestacji klinicznej, są  możliwe 

do wykrycia jedynie w badaniach obrazowych [122]. Badania nad naturalnym przebiegiem 

miażdżycy tętnic wieńcowych, wykazują, że za znaczną część przypadków ostrych zespołów 

wieńcowych, odpowiada progresja zmian pierwotnie nieistotnych hemodynamicznie [123]. 

  Najczęściej stosowanymi wskaźnikami zaawansowania miażdżycy i ryzyka 

niedokrwienia w ocenie angiograficznej są: stopień redukcji światła naczynia, lokalizacja i 

morfologia zmian miażdżycowych oraz liczba zajętych naczyń. W licznych badaniach za 

istotne hemodynamicznie, uznawano zmiany, powodujące redukcję światła naczynia o 70%, a 

w przypadku pnia lewej tętnicy wieńcowej, redukujące światło o 50% [124,125]. Aktualne 

zalecenia Europejskiego Towarzystwa Kardiologicznego, obok stopnia redukcji światła 

naczynia (o ponad 50%), za kluczowe uznają, udokumentowanie niedokrwienia badaniami 

nieinwazyjnymi lub wykazanie istotnego zmniejszenia rezerwy wieńcowej metodą FFR 

(fractional flow reserve) [73].  

Wykorzystana w badaniu baza danych klinicznych, opiera zasady rozpoznawania 

poszczególnych chorób, czynników ryzyka, a także zasady oceny koronarografii, o aktualne 

standardy postępowania Polskich Towarzystw Naukowych [3,112,113]. 

 



72 

 

Do badania włączono 300 pacjentów ze stabilną chorobą niedokrwienną serca, 

zakwalifikowanych do planowej koronarografii, w oparciu o objawy podmiotowe oraz wynik 

badań obciążeniowych. Obecność zmian miażdżycowych w koronarografii stwierdzono u 

87,7% badanych; częstość występowania zmian redukujących światło naczynia o więcej niż 

50%, wynosiła 81%, a zmian powodujących przewlekłą niedrożność naczynia 63,3%. 

Najczęstszą lokalizację anatomiczną stanowiła gałąź międzykomorowa przednia - 99% 

badanych, prawa tętnica wieńcowa - 81%, gałąź okalająca - 71,7% oraz pień lewej tętnicy 

wieńcowej - 13,3%. Nie obserwowano istotnej różnicy w częstości wystepowania zmian, 

pomiędzy odcinkami proksymalnymi i dystalnymi tętnic wieńcowych. Częstość 

występowania choroby jednonaczyniowej wynosiła 32,4%, dwunaczyniowej - 25%, a 

wielonaczyniowej - 29,6%.   

Analizowano wpływ wybranych SNP na obecność zmian miażdżycowych o różnym 

stopniu redukcji światła naczynia, liczbę zajętych naczyń oraz lokalizację zmian w odcinkach 

proksymalnych i dystalnych. W analizie wieloczynnikowej polimorfizm rs17708087 

korelował z obecnością zmian istotnych hemodynamicznie (≥50% i 70% ), a polimorfizm 

rs9675320 z przewlekłą niedrożnością naczynia. Mimo istotnej statystycznie wartości p, 

obliczony iloraz szans dla stwierdzonych asocjacji, był niższy niż od mocy badania. Żaden z 

polimorfizmów nie wykazywał związku z liczbą zajętych naczyń oraz lokalizacją zmian w 

odcinkach proksymalnych. 

Przebycie zawału serca przed przyjęciem do szpitala stwierdzono u 50,3% badanych. 

W analizie wieloczynnikowej polimorfizm rs17708087 pozostawał niezależnym czynnikiem 

przebytego ryzyka zawału serca. 

      

Kryteria wiarygodności badania - hipoteza a priori 

Hipoteza robocza zakłada, że polimorfizmy w genach dla CCR7 oraz CCL19 lub 

skonstruowane na ich bazie haplotypy (zestawy alleli), mają wpływ na rozwój, nasilenie i 

lokalizację zmian miażdżycowych w tętnicach wieńcowych, poprzez zmianę poziomu 

ekspresji lub funkcji białek regulujących zawartość komórek dendrytycznych w blaszce 

miażdżycowej. Badane polimorfizmy mogą determinować typ zmiany, stopień krytyczności 

zwężenia i pośrednio stabilność blaszki miażdżycowej.    
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Kryteria wiarygodności badania - liczebość badanej grupy i analiza mocy statystycznej 

badania a priori 

Prawdopodobieństwo wykrycia związku między danym allelem genu kandydata a 

chorobą zależy m.in. od częstości występowania allela i stopnia jego powiązania z chorobą 

[14,15].  Szacuje się, że dla osiągnięcia odpowiedniej mocy badania, niezbędnej dla wykrycia 

częstych wariantów (tj. obecnych u powyżej 5% populacji), które zwiększają ryzyko o 10-

50% (OR 1,1-1,5), niezbędne jest przeprowadzanie badań z udziałem tysięcy chorych [31].  

Badanie WTCCC, które wykryło polimorfizmy rejonu 9p21 (OR 1,3, częstość allelu ryzyka 

46%) obejmowało 5000 osób [35]. Warianty wiążące się z wyższym ilorazem szans, 

wymagają odpowiednio niższej liczebności analizowanej grupy. W projekcie doktoratu 

wykorzystano DNA oraz bazę danych klinicznych obejmującą 300 pacjentów, założona moc 

badania jest wystarczająca dla wykrycia wariantów zwiększających szansę zdarzenia 2-

krotnie (OR=2). Przy założonej mocy badania, stwierdzane w analizie wieloczynnikowej 

korelacje między: allelem A rs17708087, a obecnością zmian redukujących średnicę światła 

naczynia powyżej 50%; allelem C rs9675320, a obecnością jakichkolwiek zmian 

miażdżycowych, allelem C rs9675320, a przewlekłą niedrożnością naczynia (p=0,018), są 

prawdopodobnie przypadkowe. 

 

Kryteria wiarygodności badania -biologiczna wiarygodność hipotezy 

Niewątpliwie w rozwoju miażdżycy tętnic wieńcowych i jej powikłań, czynniki 

genetyczne mają istotne znaczenie. Szacuje się, że 35 najlepiej udokumentowanych 

polimorfizmów odpowiada jedynie za ok. 13 procent dziedziczności choroby niedokrwiennej 

serca [33]. Ludzki genom zawiera ok. 10 milionów SNP, liczbę polimorfizmów 

etykietujących szacuje się na 500.000-1000.000 [18]. Badanie genów kandydatów, w 

przeciwieństwie do badań typu GWAS,  pozwala na ocenę jedynie drobnego fragmentu 

materiału genetycznego, dlatego kluczowy jest wybór genu i jego polimorfizmów w oparciu o 

przesłanki patofizjologiczne.  

Wyboru genu kandydata (CCR 7 i CCL 19) dokonano a priori, w oparciu o dane 

literaturowe na temat roli komórek dendrytycznych w miażdżycy tętnic wieńcowych [90-

92,109-111]. Istnieją  przesłanki wskazujące na zarówno na ich pro-, jak i 

przeciwmiażdżycowe działanie u człowieka [92-109-111].  
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W zwierzęcym modelu miażdżycy, w którym uzyskano regresję miażdżycy,  komórki 

piankowate blaszki miażdżycowej, nabywały cech komórek dendrytycznych i migrowały z 

ładunkiem cholesterolu do węzłów chłonnych, co prowadziło do regresji blaszki 

miażdżycowej. W tym procesie dochodziło do silnej indukcji genu CCR7 [111].   

 

Kryteria wiarygodności badania - powtórzenie wyników badania w różnych 

populacjach i w badaniach w modelu rodzinnym 

Brak jest danych literaturowych o badaniu w modelu rodzinnym, w którym oceniano 

by związek polimorfizmów genu CCR7 i CCL19 z miażdżycą tętnic wieńcowych [126].  

Możliwe jest, że ryzyko rozwoju zmian miażdżycowych w tętnicach wieńcowych 

zwiększają inne polimorfizmy, będące w nierównowadze sprzężeń z badanym SNP. 

Zwiększenie gęstości markerów w sąsiedztwie rs17708087 może pozwolić na ich wykrycie. 

Dominującym obecnie modelem badań nad podłożem genetycznym chorób złożonych, 

są Genome Wide Association Studies, które ze względu na wysoką cenę trudno zastosować w 

Polsce. Szacunkowy koszt genotypowania 500000 SNP z zastosowaniem mikromacierzy, w 

chwili planowania badania wynosił 1000 dolarów na pacjenta [23]. W największych 

opublikowanych badaniach GWAS, zdolnych do wykrycia polimorfizmów związanych ze 

wzrostem ryzyka sercowo-naczyniowego o 5%, dotychczas nie opisywano roli 

polimorfizmów genu CCR7 i CCL19 [26-28, 33]. Potwierdzenie roli większości opisywanych 

w literaturze polimorfizmów, w badaniach przeprowadzonych w innych ośrodkach, napotyka 

trudności, ze względu na różnie definiowany fenotyp choroby niedokrwiennej serca, znaczne 

zróznicowanie badanych populacji oraz problemy w publikacji wyników negatywnych 

(publication bias) [14,121].  

Dane z projektu HapMap wskazują, że częstość występowania badanych alleli różni 

się zależnie od rasy np.  allel A polimorfizmu rs17708087 występuje w populacji 

zachodnioeuropejskiej z częstością 76%, chińskiej 93%, a w nigeryjskiej 100% [18]. 

Znaczenie tej zmienności jest nieznane. Badana przeze mnie grupa była jednorodna etnicznie. 

Zaobserwowana różnica w częstości występowania poszczególnych haplotypów genu CCR 7 

i CCL19 w badanej populacji i wzorcowej populacji projektu HapMap (faza 3), jest 

prawdopodobnie wynikiem odmienności genetycznej obu populacji [18]. 

 Powtórzenie badania w innych populacjach może również zredukować wpływ 

czynników zakłócających nie uwzględnianych w badaniu, takich jak: wzorce zachowań, tryb 

życia i sposób odżywiania się. 
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Kryteria wiarygodności badania - wykluczenie wpływu czynników zakłócających 

Badanie jest oparte na wstecznej analizie danych rejestrowych, co wiąże się z 

typowymi ograniczeniami dla badań retrospektywnych, jak preselekcja chorych w grupie 

badanej, brak części danych dotyczących analizowanych przypadków [3].  

Do badania włączono chorych ze stabilną chorobą niedokrwienną serca, 

zakwalifikowanych do koronarografii w trybie planowym. Z badania wyłączono chorych po 

pomostowaniu aortalno-wieńcowym, ze względu na zmienioną anatomię krążenia 

wieńcowego i prawdopodobne odmienne czynniki determinujące progresję miażdżycy w tej 

grupie. Kryterium wykluczenia stanowiła również konieczność wykonania badania w trybie 

pilnym, z powodu zawału serca. Ciężkie dolegliwości dławicowe w klasie CCS III/IV i IV, 

charakterystyczne dla niestabilnej dławicy piersiowej, występowały u 13,4 %, przyjętych 

planowo chorych.  

Istotnym ograniczeniem koronarografii jest możliwość oceny wyłącznie zmian 

miażdżycowych, redukujących światło naczynia. Zmiany powodujące ekscentryczny 

remodelling naczynia, bez redukcji jego światła pozostają nieme angiograficznie, dlatego nie 

mogą zostać ujęte w badaniu. Nowe metody diagnostyczne jak ultrasonografia 

wewnątrzwieńcowa (IVUS) i optyczna koherentna tomografia (OCT), umożliwiają ocenę 

ściany naczynia, jednak ze względu na koszt i bezpieczeństwo nie są rutynowo stosowane [5]. 

Częstość występowania czynników ryzyka miażdżycy w badanej populacji jest 

zbliżona, do obserwowanej w innych badaniach. Populacja rejestru jest w znacznym stopniu 

obciążona hipercholesterolemią, występującą u 78% badanych, nadciśnieniem tętniczym - 

76,3%, otyłością - 37%, występowaniem palenia w wywiadzie – 46,5%. Tak duża częstość 

występowania czynników ryzyka miażdżycy była obserwowana m.in. w badaniu Dandona 

 i wsp., w którym wykazano, że polimorfizm rejonu 9p21, wpływa na obecność 

zaawansowanych zmian w koronarografii - choroby trójnaczyniowej oraz zajęcia pnia lewej 

tętnicy wieńcowej [41]. W badaniu WOBASZ dotyczącym rozpowszechnienia czynników 

ryzyka miażdżycy w populacji Małopolski, przeprowadzonym wśród  mężczyzn i kobiet w 

wieku 20–74 lat, hipercholesterolemia występowała u 68% mężczyzn i 61% kobiet, 

nadciśnienie tętnicze – 44 i 32%, otyłość 23,8 i 27,5%,  palenie 45 i 25% [127-130].  

Średnia wieku w badanej populacji wynosząca 60 lat, jest wyższa w porównaniu z 

większością badań nad podłożem genetycznym choroby niedokrwiennej serca, np. w badaniu 

INTERHEART wynosiła 55 lat, WTCC 49,8 lat [28,29].  
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Przedwczesne występowanie w rodzinie, chorób układu sercowo-naczyniowego, jest 

w znacznym stopniu uwarunkowane genetycznie [9]. Za koniecznością odnoszenia wyników 

badań do wieku populacji, przemawia choćby obserwacja, że zmienność w obrębie rejonu 

9p21, silniej koreluje z obecnością zaawansowanych zmian w koronarografii, u chorych 

poniżej 56 roku życia, w porównaniu z grupą o średniej wieku 70 lat [41]. Wpływ czynników 

zakłócających takich jak: wzorce zachowań, tryb życia i sposób odżywiania się, nie był 

uwzględniany w badaniu. 

Grupę kontrolną dla poszczególnych analiz wyodrębniono w oparciu o takie zmienne 

jak: przebyty zawał serca (tabela 4), lokalizacja i zaawansowanie zmian miażdżycowych w 

tętnicach wieńcowych (tabela 5-10), występowanie wybranych czynników ryzyka sercowo-

naczyniowego, objawów i chorób towarzyszących (tabela 11-19). Charakterystyka grupy 

kontrolnej może różnić się od populacji osób zdrowych, ponieważ obejmuje pacjentów, u 

których objawy i nieprawidłowości w badaniach obrazowych były przyczyną skierowania 

pacjentów do diagnostyki inwazyjnej choroby niedokrwiennej serca, a częstość występowania 

czynników ryzyka miażdżycy wyższa, niż w badaniu WOBASZ [73].   

W analize jednoczynnikowej, stwierdzono 13 asocjacji pomiędzy badanymi 

polimorfizmami, a ryzykiem zawału serca lub zaawansowaniem zmian miażdżycowych w 

tętnicach wieńcowych, spośród których jedynie 4 pozostały istotne statystycznie w analizie 

wieloczynnikowej. Były nimi - związek pomiędzy allelem A rs17708087, a ryzykiem zawału 

serca; allelem A rs17708087, a obecnością zmian ≥50%;  allelem C rs9675320, a obecnością 

zmian ≥50% i niedrożnością naczynia. Moc statystyczna badania była wystarczająca jedynie 

dla wykrycia korelacji pomiędzy allelem A rs17708087, a ryzykiem zawału serca. Nie można 

wykluczyć, że obserwowane w analizie wieloczynnikowej asocjacje, są wynikiem 

rzeczywistych różnic w zakresie niektórych cech fenotypowych, pomiędzy badaną grupą a 

grupą kontrolną, które nie zostały uwzględnione w rejestrze. Część osób w grupie kontrolnej 

może być nosicielami alleli ryzyka choroby niedokrwiennej serca. Do ujawnienia się fenotypu 

nie dochodzi z powodu braku obecności innych alleli ryzyka, równoważenia wpływu przez 

allele o znaczeniu ochronnym, niepełnej penetracji genu, różnic w narażeniu na wpływy 

środowiska [14]. Na zmniejszenie wiarygodności analizy wieloczynnikowej wpływa również: 

nierównowaga liczebności porównywanych grup i brak pełnych danych o częstości badanej 

cechy klinicznej w części populacji.  
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Każda z zastosowanych metod laboratoryjnych ma szereg ograniczeń, które decydują 

o wiarygodności genotypowania. W przypadku reakcji PCR, ryzyko wyników fałszywie 

dodatnich niesie kontaminacja materiału; ryzyko wyników fałszywie ujemnych powoduje 

zanieczyszczenie próbek inhibitorami reakcji, użycie niewłaściwych odczynników oraz 

nieoptymalne warunki reakcji. Analiza polimorfizmu długości fragmentów restrykcyjnych 

(RFLP) obok ograniczeń typowych dla PCR, w przypadku nieoptymalnych warunków 

trawienia, stwarza ryzyko wykrycia fałszywych heterozygot. Hybrydyzacja typu “reverse dot 

blot” wymaga precyzyjnego doboru warunków dla reakcji wiązania produktu PCR z sondą, 

reakcji chemiluminescencji oraz detekcji [131-133]. Dla wykluczenia zanieczyszczenia, w 

badaniu stosowano kontrolę negatywne oraz kontrolowano jakość produktu PCR metodą 

elektroforezy w żelu agarozowym. Również zachowanie równowagi Hardy’ego-Weinberga 

dla genotypów badanych polimorfizmów z okolic locus genu CCR7 i CCL19, przemawia 

przeciw wystąpieniu istotnego błędu laboratoryjnego [16]. 

 

Kryteria wiarygodności badania - funkcjonalność  in vitro polimorfizmów 

Poznanie mechanizmu w którym polimorfizm pojedynczego nukleotydu wywołuje efekt 

biologiczny jest jednym z kryteriów wiarygodności korelacji SNP z ryzykiem sercowo-

naczyniowym. Wpływ polimorfizmu na czynność genu, jest analogiczny do roli mutacji 

punktowej o typie substytucji. Obecność polimorfizmu lub mutacji w sekwencjach 

kodujących genu może prowadzić do zmiany struktury białka i jego funkcji; a w przypadku 

sekwencji regulatorowych, konsekwencją może być zmiana poziomu ekspresji genu. W 

hipercholesterolemii rodzinnej, będącej monogenowym modelem miażdżycy, konsekwencją 

mutacji w genach kluczowych dla metabolizmu lipidów, jest obserwowany in vitro szereg 

patologii receptora dla LDL m.in. upośledzenie wiązania ligandu, zwiększona degradacja lub 

upośledzona endocytoza receptora [11,134].  

Wszystkie oceniane w badaniu polimorfizmy znajdują się poza sekwencjami kodującymi 

genów. W sekwencjach niekodujących genu CCR 7 znajdują się rs2023906 i rs3136685, w 

sąsiedztwie loci CCR 7 - rs17708087, rs16965880, rs645991, rs9675320, a w sąsiedztwie loci 

CCL19 - rs3176818, rs3176820, rs3176823. Sekwencje niekodujące, uważane przez długi 

okres czasu za „śmieciowe DNA”, według nowych badań odgrywają rolę w organizacji 

chromatyny, składaniu genu (splicing), wiązaniu czynników transkrypcyjnych, 

funkcjonowaniu transpozonów typu LINEs i SINEs (long/short interspersed nucleotide 

elements) [135,136].  
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Trudność w znalezieniu mechanizmu wpływu wariantów genu na rozwój miażdżycy, jest 

typowa dla badań nad podłożem genetycznym chorób złożonych. Większość polimorfizmów 

odkrytych w badaniach GWAS nie wykazuje związku z konkretnym mechanizmem 

patofizjologicznym, który tłumaczyłby zwiększone ryzyko rozwoju choroby niedokrwiennej 

serca  [33]. Również korelacja między opisywanymi SNP a poziomem ekspresji genów w 

komórkach jest niska [137].  

Nie można również wykluczyć, że znaczenie biologiczne wykazuje inny polimorfizm 

sprzężony z rs17708087 oraz rs9675320 [138]. 

Wpływ polimorfizmu na funkcję genu receptora chemokinowego CCR7, mogą 

wyjaśnić badania czynnościowe in vitro, przeprowadzone w kolejnych badaniach [27]. W 

ocenie zmian w ekspresji genu, mogą znaleźć zastosowanie liczne metody np.„run-on” 

identyfikująca geny transkrybowane w danym momencie, badania sekwencji regulatorowych, 

badania wiązania białek regulatorowych (np. test opóźnionej migracji w żelu, analiza śladów 

z użyciem DNAzy I, test modyfikacji z użyciem czynnika metylującego), hybrydyzacja in-

situ z antysensownym RNA, Real-Time PCR, ilościowy PCR,  translacja in-vitro,  metoda 

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

 

Kryteria wiarygodności badania -funkcjonalność  in vivo polimorfizmów 

Badania GWAS wskazują na znaczenie dla rozwoju choroby niedokrwiennej serca 

polimorfizmów chromosomu 9 (rs579459, rs4977574) i chromosomu 17 (rs216172, 

rs12936587, rs46522), w sąsiedztwie których znajduje się gen dla CCR 7 i CCL 19 (9p13.3) 

[26-28, 33].     

Uzyskane wyniki sugerują, że polimorfizm rs17708087 z okolic locus genu CCR7, 

wpływa na rozwój i nasilenie zmian miażdżycowych w tętnicach wieńcowych. Dane 

literaturowe sugerują, że receptor CCR7 może modyfikować liczne efekty biologiczne, w tym 

chemotaksję komórek dendrytycznych i makrofagów, rozwój procesu zapalnego w ścianie 

tętnic, w ten sposób wpływając na rozwój i nasilenie miażdżycy [88,111]. Nie można 

wykluczyć, że rs17708087 może wpływać na ryzyko rozwoju miażdżycy przez inne 

mechanizmy niż immunologiczne, jak np. poziom nasilenia klasycznych środowiskowych 

czynników ryzyka lub odpowiedzi na nie. W analizie wieloczynnikowej allel T rs9675320 

korelował ze stężeniem glukozy (p= 0,039) oraz granicznie z  wartością BMI (p=0,06), a allel 

G rs17708087 ze stężeniem HDL (p= 0,024).  
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Nie wykazano jednak wpływu allelu T rs9675320  na ryzyko zawału serca oraz 

lokalizację i nasilenie zmian miażdżycowych w angiografii tętnic wieńcowych. Badania nad  

loci cech ilościowych (QTL Quantitative Trait Loci) m.in. stężenia lipidów (opisano 

dotychczas 95 QTl), wysokości ciśnienia tętniczego (opisano 43 QTl), wykazują sygnały 

sprzężenia również w sąsiedztwie genów dla CCR 7 i CCL 19 [46,47].   

Badane polimorfizmy, w analizie wieloczynnikowej nie wykazywały związku, z 

obecnością choroby wielonaczyniowej i występowaniem zmian w proksymalnym odcinku 

naczyń wieńcowych (w tym pniu lewej tętnicy wieńcowej), w których preferowaną metodą 

leczenia jest pomostowanie aortalno-wieńcowe [73]. Genotypowanie rs17708087 nie pomaga 

więc w wyborze metody rewaskularyzacji.  

Częste współistnienie zaawansowanej miażdżycy w wielu łożyskach tętniczych,  u 

jednego chorego, stanowi przesłankę nad rozszerzeniem badania nad rolą polimorfizmów 

CCR7 i CCL19 w rozwoju miażdżycy wielopoziomowej [142]. W przypadku polimorfizmów 

rejonu 9p21, obserwowano związek z ryzykiem występowania choroby niedokrwiennej serca, 

jak i tętniaka aorty brzusznej i udaru niedokrwiennego mózgu [143].  

 

Znaczenie badań 

Badanie sugeruje, że polimorfizm rs17708087 genu CCR 7 jest potencjalnym 

czynnikiem ryzyka miażdżycy tętnic wieńcowych. Określenie z większą precyzją grupy osób, 

obciążonych zwiększonym ryzykiem, pozwala na wyprzedzenie wystąpienia powikłań 

odpowiednimi działaniami prozdrowotnymi. Testy genetyczne niosą ze sobą niewielkie 

ryzyko powikłań i są akceptowane przez większość pacjentów. Malejący koszt 

genotypowania, daje nadzieję na włączenie testów genetycznych do standardowego panelu 

diagnostycznego. W ostatnich latach odkryto szereg polimorfizmów  modyfikujących 

całkowite ryzyko sercowo-naczyniowe, jednak nieliczne pozwalają na zwiększenie 

skuteczności dotychczasowych skal ryzyka opartych na parametrach klinicznych i 

biochemicznych [53,55,17]. Dalsze analizy mogą wykazać czy włączenie polimorfizmów 

genu CCR7 w obecne skale ryzyka rozwoju miażdżycy tętnic wieńcowych i jej powikłań, 

pozwoli na zwiększenie ich zdolności predykcyjnej. Potrzebne są również dalsze badania 

funkcjonalne komórek dendrytycznych, limfocytów T oraz substancji modyfikujących ich 

działanie. Potwierdzenie roli genu CCR7 w miażdżycy tętnic wieńcowych, może 

doprowadzić w dłuższym czasie, do rozwoju nowych terapii. 
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WNIOSKI 

 

 

1)  W populacji pacjentów ze stabilną chorobą niedokrwienną serca, zakwalifikowanych 

do planowej koronarografii, w oparciu o objawy podmiotowe oraz wynik badań 

obciążeniowych, obecność allelu A polimorfizmu rs17708087, w genie receptora 

chemokinowego CCR7, stanowi niezależny czynnik ryzyka zawału serca, po uwzględnieniu 

płci, wieku, palenia w wywiadzie, hipercholesterolemi oraz stosowanej farmakoterapii 

choroby niedokrwiennej serca. Obecność genotypu AA zwiększa 2-krotnie szanse 

wystąpienia zawału serca w badanej populacji.   

 

2)  Nie stwierdzono związku między polimorfizmami genu receptora chemokinowego 

CCR7 oraz chemokiny CCL19, a lokalizacją i nasileniem zmian miażdżycowych w 

angiografii tętnic wieńcowych.  

 

3)  Obecność genotypu TT polimorfizmu rs9675320 w genie dla receptora 

chemokinowego CCR7, wiąże się z wyższym stężeniem glukozy w badanej populacji. 

 

4)  Dalsze analizy mogą wykazać czy włączenie polimorfizm rs17708087 w obecnie 

stosowane skale ryzyka sercowo-naczyniowego, pozwoli na zwiększenie ich zdolności 

predykcyjnej. 

 

5)  Badaną populację cechuje znaczna częstość występowania zaawansowanych zmian 

miażdżycowych - przewlekłej niedrożności naczynia oraz choroby wielonaczyniowej. 

Najczęstszą lokalizację anatomiczną zmian stanowi gałąź międzykomorowa przednia.  
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STRESZCZENIE 

 

 

WSTĘP. Celem badania było poszukiwanie związku między polimorfizmami genu receptora 

chemokinowego CCR7 oraz ligandu CCL19 z obrazem angiograficznym miażdżycy tętnic 

wieńcowych oraz ryzykiem zawału serca w populacji małopolskiej. 

 

MATERIAŁ I METODY. Analizowano materiał genetyczny 300 chorych ze stabilną 

chorobą niedokrwienną serca, zakwalifikowanych do planowej koronarografii. Metodą 

hybrydyzacji „dot blot” oraz RFLP wykonano genotypowanie 9 polimorfizmów 

etykietujących. Analizę statystyczną dla zbadania zależności genotypów z chorobą, 

przeprowadzono dla modelu addytywnego, recesywnego i dominującego z zastosowaniem 

testu χ
2
, testu Fishera, testu trendu Cochran-Armitage. W analizie wieloczynnikowej 

stosowano model regresji liniowej i regresji logistycznej. 

 

WYNIKI. Częstość  występowania 1 lub więcej kopii allelu A rs17708087 wśród pacjentów, 

którzy przebyli zawał serca, była znamiennie wyższa (75,5%) niż w grupie kontrolnej (59%),  

p=0,01. U pacjentów będących homozygotami AA rs17708087 ryzyko wystąpienia zawału 

serca było ponad 2-krotnie większe (OR 2,13,  CI 1,13-3,86). Nie stwierdzono związku 

między badanymi polimorfizmami a lokalizacją i nasileniem zmian miażdżycowych w 

koronarografii.  

 

WNIOSKI.  Wyniki badania sugerują, że polimorfizm rs17708087 jest potencjalnym 

czynnikiem ryzyka zawału w populacji małopolskiej. Potrzebne są badania nad zdolnością 

predykcyjną 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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