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Streszczenie
Wstep: W patogenezie stanu przedrzucawkowego wazng role petni obnizony poziom tlenku azotu (NO — nitric
oxide). Zmniejszenie stezenia NO moze byc¢ spowodowane genetycznie uwarunkowanymi zaburzeniami aktywnosci
srodbtonkowej syntazy NO (eNOS — endothelial nitric synthase).
Cel pracy: Ocena czestosci wystepowania polimorfizmow 894G>T (Glu298Asp) oraz -786T>C genu NOS3 i ich
znaczenia w rozwoju stanu przedrzucawkowego oraz nadcisnienia cigzowego.
Materiat i metody: W grupie badanej analizowano 110 kobiet z nadcisnieniem w cigzy (69 z nadcisnieniem
cigzowym - GH oraz 41 ze stanem przedrzucawkowym - PE). Grupe kontrolng stanowito 150 zdrowych ciezarnych.
Czestosc wystepowania badanych polimorfizmow oznaczano metoda reakcji faricuchowej polimerazy oraz metody
polimorfizmu dtugosci fragmentdw restrykcyjnych (PCR/RFLP).
Wyniki: W zakresie polimorfizmu 894G>T (Glu298Asp) zaobserwowano wyzszg frekwencje genotypu 894TT
w grupie kontrolnej w pordwnaniu do catej grupy z nadcisnieniem (5,4 vs. 8,7% w grupie kontrolnej, WR=0,61,
p=ns). Podobne obserwacje dotyczyty zmutowanego allela 894T (25,4 vs. 30,0% w grupie kontrolnej, WR=0,79,
p=ns). Analiza polimorfizmu -786T>C genu NOS3 nie wykazata réznic statystycznie istotnych pomiedzy cafa grupg
z nadcisnieniem w cigzy oraz grupg kontrolng zdrowych ciezarnych. Natomiast w grupie PE odnotowano tendencje
do zdecydowanie wyzszego cisnienia skurczowego u nosicielek zmutowanego genotypu -786CC (205,0+21,2
mmHg) w poréwnaniu do kobiet nosicielek genotypu -786TT (177,0+17,8 mmHg) oraz -786TC (173,4+13,5
mmHg) (p=ns).
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Perlik M, et al. Warianty genetyczne Srédbfonkowej syntazy tlenku azotu (eNOS) w nadcisnieniu cigZzowym i stanie przedrzucawkowym.

Whioski: W przypadku polimorfizmu 894G>T (Glu298Asp) genu NOS3 obecnos¢ zmutowanego genotypu 894TT
moze mie¢ wartos¢ ochronng w stosunku do wystgpienia stanu przedrzucawkowego. Obecnos¢ zmutowanego
genotypu -786CC polimorfizmu -786T>C genu NOS3 moze korelowac ze wzrostem cisnienia skurczowego w prze-
biegu stanu przedrzucawkowego.

Stowa kluczowe: czynnik V Leiden / MTHFR / protrombina / trombofilia

Abstract

Introduction: Decreased nitric oxide (NO) plasma concentration may be involved in the development of
preeclampsia. It has been suggested that genetic variants of endothelial nitric oxide synthase (eNOS) gene may
reduce NO plasma levels.

Aim of the study: To evaluate the correlation of 894G>T (Glu298Asp) and -786T>C polymorphisms of NOS3
gene with the development of preeclampsia (PE) and gestational hypertension (GH).

Material and methods: 110 hypertensive pregnant women (mean age 29.46+4.54 years, mean gestational age
36.88+3.50 gw., mean systolic blood pressure 167.82+16.87 mmHg, mean diastolic blood pressure 104.32+11.62
mmHg) were enrolled into the study group. The whole study group was further subdivided into two subgroups:
women with gestational hypertension (GH, n=69) and with preeclampsia (PE, n=41). Gestational hypertension and
preeclampsia were diagnosed according to the ACOG standards. All patients with multiple pregnancy, diabetes,
vascular changes and thrombotic complications were excluded from the study. The control group consisted of 150
healthy pregnant women (mean age 28.29+4.40 years, mean gestational age 39.06+1.28 gw., mean systolic blood
pressure112.07+10.75 mmHg, mean diastolic blood pressure 70.62+9.13 mm Hg). The frequency of investigated
genotypes of NOS3 gene polymorphisms was examined by polymerase chain reaction and restriction fragment
length polymorphism (PCR/RFLP) method.

Results: As far as the 894G>T polymorphism was concerned, a higher frequency of 894TT genotype in the
control group in comparison to the whole study group was observed (8.7 vs. 5.4%; WR=0.61, p=ns). A similar
observation was made about the 894T allele (25.4 vs. 30.0%, WR=0.79, p=ns). The frequency of the 894T allele
was also higher in controls in comparison to the PE group (30% vs. 26.8%, p=ns) and GH group (30% vs. 24.6%,
p=ns). Analyzing the -786T>C polymorphism no statistically significant differences between the whole study and
the control groups was found. The frequency of the mutated -786CC genotype was similar in the entire study group
and controls (13.6 vs. 15.3%, p=ns). The frequency of the mutated -786C allele was also similar in both analyzed
groups (37.3 vs. 38.0%, p=ns). A statistically significant difference in the frequency of coexistence of mutated
homozygotic genotypes 894TT/-786CC between the investigated groups (0.9% in the whole study group vs. 6.7%
in the control group, p=0.019) was observed. Coexistence of 894GT/-786TC genotypes was noted more frequently
in the control group (19,1% in the whole study group vs. 24.7% in the control group, p=ns). The frequency of other
combinations of investigated genotypes coexistence did not significantly differ between the control group, the entire
study group, and the PE and GH groups. In the PE group, a higher systolic blood pressure was noted in patients
with -786CC genotype (205.0+21.2 mmHg) in comparison to patients with -786TT (177.0+17.8 mmHg) or -786TC
(173.4+13.5 mmHg) genotypes (p=ns).

Conclusions: The presence of the 894 TT genotype of the 894G>T (GIu298Asp) polymorphism may play a protective
role in the development of preeclampsia. The presence of the -786CC genotype of the -786T>C polymorphism may
correlate with the increase of the systolic blood pressure in pregnant women with preeclampsia.

Key words: preeclampsia / endothelial nitric oxide synthase / genetic polymorphism

Wstep

Intensywne badania dotyczace mechanizmow rozwoju stanu
przedrzucawkowego u cigzarnych wskazuja na dysfunkcje $rod-
blonka tetnic spiralnych w tozysku juz w czasie inwazji komo-
rek trofoblastu do tych naczyn. Konsekwencja tego jest wzrost
stgzenia tromboksanu A2 oraz endoteliny 1, jak rowniez spadek
stezenia prostacykliny oraz tlenku azotu. Tromboksan A2 oraz
endotelina 1 sa czynnikami dziatajacymi silnie obkurczajaco na
mig$nidwke naczyn krwionosnych. Dodatkowo tromboksan A2
wykazuje dziatanie powodujace agregacje plytek krwi i wpty-
wa na wzrost czynnos$ci skurczowej macicy. Zmiany te majace
swoj poczatek we wezesnym stadium rozwoju ciazy, nasilaja si¢
i aktywuja w drugiej potowie manifestujac si¢ pojawieniem si¢
objawow stanu przedrzucawkowego.
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W licznych doniesieniach duzo uwagi poswigca si¢ znacze-
niu zaburzen w uktadzie endotelina 1 (ET-1 — endothelin 1) — tle-
nek azotu (NO — Nitric Oxide) [1, 2, 3].

W latach 90-tych pojawily si¢ doniesienia dotyczace fizjolo-
gicznego i patologicznego dziatania NO w r6znych uktadach, jak
réwniez Srodblonkowej syntazy NO. Dzisiaj tlenek azotu uwaza-
ny jest za jeden z gtdéwnych neurotransmiterow w o$rodkowym
uktadzie nerwowym, bierze udziat w regulacji hemostazy w ner-
kach, w uktadzie sercowo-naczyniowym oraz jest mediatorem
reakcji zapalnej. Wzrastajace zainteresowanie NO spowodowa-
to, ze w 1992 roku ta prosta molekuta uznana zostata przez cza-
sopismo Science za ,,czasteczkg roku”.
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Odkrycie funkcji srodbtonka w procesie dylatacji naczyn,
okreslenie roli NO oraz cyklicznego GMP jako czynnikéw od-
powiedzialnych za te reakcje oraz identyfikacja enzyméw odpo-
wiedzialnych za produkcj¢ NO doprowadzilo w 1998 roku do
przyznania Nagrody Nobla w zakresie medycyny (R. Furchgott,
F. Murad, L. Ignarro) [4].

Tlenek azotu, endotelina oraz naczyniowy $rodbtonkowy
czynnik wzrostu (VEGF — Vascular Endothelial Growth Factor)
sq czynnikami w istotny sposéb warunkujacymi niepowiklany
przebieg ciazy i optymalne wzrastanie ptodu, migdzy innymi
poprzez wpltyw na prawidlowy rozwdj jednostki maciczno-to-
zyskowej, angiogenezg, napigcie mig$ni macicy podczas ciazy
oraz obkurczanie si¢ naczyn pgpowinowych w czasie porodu [5,
6]. Wykazano, ze wazna rolg patogenetyczna w rozwoju stanu
przedrzucawkowego pelni nie tylko samo zwigkszone stgzenie
endoteliny-1, ale réwniez obniZone st¢zenie NO, a tym samym
zaburzona rownowaga tych dwoch substancji u ci¢zarnych w sta-
nie przedrzucawkowym [7, 8, 9, 10].

W ostatnich latach zasugerowano rowniez udzial genow
kodujacych syntez¢ NO oraz ET-1 w patogenezie tej jednostki,
a w szczeg6lnosci na mozliwy zwiazek pomigdzy polimorfizma-
mi genetycznymi tego uktadu a powstawaniem stanu przedrzu-
cawkowego. Obnizenie poziomu NO moze by¢ spowodowane
m.in. genetycznie uwarunkowanymi zaburzeniami aktywnosci
srédbtonkowej syntazy NO (eNOS — Endothelial Nitric Oxide
Synthase). Gen NOS3 kodujacy endotelialng syntaze tlenku azo-
tu (26 eksonow, 25 intronéw) koduje 1203 aminokwasy o tacz-
nej wielkosci 133 kDa. W zwiazku z patogeneza nadci$nienia
tetniczego najczeSciej badanymi polimorfizmami genu NOS3
sq zamiana guaniny (G) na tyming (7) w pozycji 8§94 (ekson 7)
powodujaca zmiang sekwencji aminokwasowej biatka enzymu
(Glu2984sp) oraz zamiana tyminy (7) na cytozyng (C) w pozycji
-786 promotora genu NOS3 [11, 12, 13].

Cel pracy

Celem pracy byta ocena czgstosci wystgpowania polimor-
fizmow 894G>T (Glu2984sp) oraz -786T7>C genu NOS3 i ich
znaczenia w rozwoju stanu przedrzucawkowego oraz nadci$nie-
nia ciazowego.

Materiat i metody

Pacjentki: Do grupy badanej i kontrolnej pacjentki cigzarne
kwalifikowano w obrgbie Oddziatu Porodowego Ginekologiczno
-Potozniczego Szpitala Klinicznego w Poznaniu oraz w Klinice
Perinatologii i Chorob Kobiecych Uniwersytetu Medycznego
w Poznaniu w okresie od stycznia 2006 roku do kwietnia 2009
roku. Wszystkie objete badaniem pacjentki zostaty poinformo-
wane o celu i zakresie badan oraz wyrazity na nie pisemna zgodg.
Na przeprowadzenie badan uzyskano akceptacj¢ Komisji Bioe-
tycznej UM w Poznaniu nr 902/03.

W grupie badanej analiza obj¢to 110 kobiet z nadci$nieniem
w ciazy ($rednia wieku 29,46+4,54 lat, srednia wieku ciazowe-
20 36,88+3,50 tyg., srednia skurczowego cisnienia t¢tniczego
167,82+16,87 mmHg, §rednia rozkurczowego cisnienienia tgtni-
czego 104,32+11,62 mmHg). Grupe ta podzielono na podgrupy:
cigzarne z nadci$nieniem ciazowym (GH — gestational hyper-
tension, 69 0s6b) oraz cigzarne ze stanem przedrzucawkowym
(PE — preeclampsia, 41 oso6b). Klasyfikacja kobiet do grup ba-
danych zostata przeprowadzona wedlug kryteriow zalecanych
przez Amerykanskie Towarzystwo Poloznikéw i Ginekologoéw
(ACOG — American College of Obstetrician and Gynecologists).
W grupie GH W grupie PE warto$ci skurczowego ci$nienia tgtni-
czego wynosily >140/90 mmHg, potwierdzone co najmniej dwu-
krotnym pomiarem w sze$ciogodzinnym odstgpie czasu, biat-
komocz >30mg% w przypadkowej probce moczu lub >300mg
w dobowej zbidrce moczu.

Tabela I. Startery uzywane do reakcji PCR.

Gen Polimorfizm Sekwencja starteréow
F5° AAg gCA ggA gAC AgT ggA Tgg A 3’
894G>T (Glu298Asp) | ps cCC AGT CAATCC CTT Tgg TgC TCA 3"
NOS3
786T>C F5 CCA CCC TgT CAT TCAgTgAC 3°
R5 TCT CTg Agg TCT CgA AAT CA3

Tabela Il. Wielkosci fragmentow po reakcji hydrolizy oraz stosowane enzymy restrykcyjne przy oznaczeniu badanych polimorfizméw genu NOS3.

Enzym Wielkos¢ . >
. . . . Wielkos¢ fragmentu
Polimorfizm restrykcyjny Rozpoznawana sekwencja produktu o hvdrolizie
(producent) PCR po iy
. . GG 248pz
894G>T (FermeAr:’tt;Zl Litwa) ilg_grgg 248 pz GT 248, 158, 90 pz
' - CTAGT.. TT158, 90 pz
; . . TT 296 pz
-786T>C (Ferme:tzg Litwa) ggggigggg 296 pz TC 296, 220, 76 pz
’ 1 CC 220, 76 pz
654 © Polskie Towarzystwo Ginekologiczne Nr 9/2012
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Tabela Ill. Czesto$¢ wystepowania genotypdw i alleli polimorfizmu 894G>T (GIu298Asp) oraz -786T>C genu NOS3 w badanych grupach.

Nadcisnienie w cigzy
—_ Grupa kontrolna
NOS3 Ciee z;a::(iic;smemem Grupa GH Grupa PE n=150
894G>T clazy n=69 n=41
n=110
wartosé wartosé wartosé¢ wartosé¢ wartosé¢ wartosé¢ wartosé¢ wartosé¢
Genotypy obserw. oczekiw. obserw. oczekiw. obserw. oczekiw. obserw. oczekiw.
n (%) (%) n (%) (%) n (%) (%) n (%) (%)
GG 60 (54,6) 55,6 36 (52,2) 56,8 24 (58,5) 53,5 73 (48,7) 49,0
GT 44 (40,0) 37,9 32 (46,4) 37,1 12 (29,3) 39,3 64 (42,6) 42,0
T 6 (5,4) 6,5 1(1,4) 6,1 5(12,2) 7.2 13 (8,7) 9,0
Suma 110 100,0 69 (100,0) 100,0 41 (100,0) 100,0 150 100,0
(100,0) ’ ’ ’ ’ ’ (100,0) ’
Allele
G 164 (74,6) ; 104 (75.4) ; 60 (73,2) ; 210 ;
, ) ’ (70,0)
T 56 (25,4) - 34 (24,6) - 22 (26,8) - 90 (30,0) -
220 300
Suma (100,0) - 138 (100,0) - 82 (100,0) - (100,0) -
NOS3 -786T>C
wartos¢ wartos¢ wartos¢ wartos¢é wartos¢ wartos¢é wartos¢ wartos¢
Genotypy obserw. oczekiw. obserw. oczekiw. obserw. oczekiw. obserw. oczekiw.
n (%) (%) n (%) (%) n (%) (%) n (%) (%)
T 43(39,1) 39,4 23 (33,4) 32,8 20 (48,8) 51,7 59 (39,4) 38,4
TC 52(47,3) 46,7 33 (46,8) 48,9 19 (46,3) 40,4 68 (45,3) 47,1
cC 15(13,6) 13,9 13 (18,8) 18,3 2(4,9) 7,9 23 (15,3) 14,5
Suma 110 100,0 69 (100,0) 100,0 41 (100,0) 100,0 150 100,0
(100,0) ’ ’ ’ ’ ’ (100,0) ’
Allele
T 138 (62,7) - 79 (56,5) - 59 (72,0) - 186 -
, ) ’ (62,0)
Cc 82 (37,3) - 59 (43,5) - 23 (28,0) - 114 (38,0) -
220 300
Suma (100,0) - 138 (100,0) - 82 (100,0) - (100,0) -

U wszystkich kobiet z tej grupy potwierdzono pojawienie
si¢ wyzszego ci$nienia tgtniczego i biatkomoczu po 20 tygodniu
czasu trwania cigzy. Pomiar ci$nienia tgtniczego przeprowadza-
no po co najmniej 30 min. odpoczynku, w pozycji siedzacej lub
lezacej na lewym boku. U wszystkich kobiet z grupy badanej
potwierdzono ciazg pojedyncza. Z badan zostaty wykluczone pa-
cjentki z ciaza wieloptodowa, cukrzyca, zmianami naczyniowy-
mi oraz powiktaniami zakrzepowymi.

W grupie badanej odnotowywano: wartosci ci$nienia tgt-
niczego, oznaczenia laboratoryjne w surowicy krwi (warto$¢
mocznika, kwasu moczowego, azotu mocznikowego — BUN,
biatka catkowitego, poziomu elektrolitow: sodu, potasu, chloru),
warto$ci biatka w moczu, wzrost masg ciata i wskaznik masy
ciata (BMI — body mass index).

Nr 9/2012
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Jako grupg kontrolng przeanalizowano 150 zdrowych kobiet
cigzarnych (Sredni wiek 28,29+4,40 lat, srednia wieku ciazowe-
20 39,06+1,28 tyg., Srednia ci$nienia skurczowego 112,07£10,75
mmHg, $rednia rozkurczowego ci$nienia tgtniczego 70,62+9,13
mmHg). Do grupy kontrolnej kwalifikowano kobiety z prawid-
fowym ci$nieniem tgtniczym <140/90 mmHg, bez obecnosci
chorob internistycznych, nieprawidtowosci chromosomalnych
Iub wad wrodzonych u ptodu, z potwierdzona ciaza pojedyncza.
W grupie kontrolnej odnotowywano: wartos$ci ci$nienia t¢tnicze-
g0, wzrost i masg ciata, wskaznik masy ciata.

Metody: Czgstos¢ wystgpowania polimorfizméw genu NOS3
(894G>T (Glu298A4sp) oraz -786T>C) oznaczano metoda reak-
cji tancuchowej polimerazy (PCR — polymerase chain reaction)
oraz metoda polimorfizmu dtugosci fragmentéw restrykcyjnych
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Tabela IV. Wspotwystepowanie genotypéw badanych polimorfizméw 894G>T(GIlu298Asp) oraz -786T>C genu NOS3 pomigdzy badanymi grupami kobiet.

NOS3 894G>T (Glu298Asp)
Ogoétem
GG GT T
Nadcisnienie NOS3 T 27 (24,5) 14 (12,7) 2(1,9) 43 (39,1)
w cigzy -786T>C
TC 28 (25,5) 21 (19,1) 3(2,7) 52 (47,3)
cc 5 (4,5) 9(8,2) 1(0,9)* 15(13,6)
suma 60 (54,5) 44 (40,0) 6 (5,5) 110 (100,0)
GH NOS3 T 13 (18,8) 10 (14,5) 0(0,0) 23 (33,3)
-786T>C
TC 19 (27,5) 14 (20,3) 0(0,0) 33 (47,8)
cc 4(5,8) 8 (11,6) 1(1,5) 13 (18,9)
suma 36 (52,1) 32 (46,4) 1(1,5) 69 (100,0)
PE NOS3 T 14 (34,1) 4(9,8) 2(4,9) 20 (48,8)
-786T>C
TC 9 (22,0) 7(17,1) 3(7,3) 19 (46,4)
cc 1(2,4) 1(2,4) 0(0,0) 2 (4,8)
suma 24 (58,5) 12 (29,3) 5(12,2) 41 (100,0)
Grupa kontrolna | NOS3 T 39 (26,0) 19 (12,7) 1(0,7) 59 (39,4)
-786T>C
TC 29 (19,3) 37 (24,7) 2(1,3) 68 (45,3)
ccC 5(3,3) 8 (5,3) 10 (6,7)* 23 (15,3)
suma 73 (48,6) 64 (42,7) 13(8,7) 150 (100,0)

0=0,019

(RFLP — Restriction Fragment Length Polymorphism). Sekwen-
cje starterow uzywanych w reakcjach PCR, wielkosci fragmentow
po reakcji hydrolizy oraz stosowane enzymy restrykcyjne przy
oznaczeniu polimorfizmoéw przedstawiono w tabeli I oraz II.

Uzyskane w pracy wyniki czgsto$ci wystgpowania geno-
typow i alleli badanych gendéw analizowano stosujac oprogra-
mowanie do statystycznej analizy danych SPSS 14.0 PL dla
Windows. Do analizy statystycznej uzyto pakietu SigmaStat 3.5.
Analizg rozktadu uzyskanych pomiaréw danej cechy przeprowa-
dzono w oparciu o test Kolmogorova-Smirnova.

Do analizy istotnoSci statystycznej roznic cech ilosciowych
grupy badanej i grupy kontrolnej zastosowano test #-Studenta dla
cech o rozktadzie normalnym oraz test Manna-Witney’a.

Za statystycznie istotng przyjgto warto$¢ p<0,05. Do prze-
prowadzenia analizy czgsto$ci wystgpowania haplotypow ba-
danych w pracy polimorfizméw zastosowano program PHASE
wersja 2.1.

Wyniki

Analiza danych klinicznych i laboratoryjnych: Wiek bada-
nych cigzarnych nie roznit si¢ statystycznie istotnie pomigdzy
grupami (p=ns). W czasie analizy danych klinicznych i labora-
toryjnych wskazano na rdznice statystycznie istotne w wartosci
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ci$nienia skurczowego i rozkurczowego pomiedzy badanymi
grupami. Zaobserwowano rowniez wyzsza mas¢ ciata przed
i w trakcie ciazy u pacjentek z nadcis$nieniem w ciazy w porow-
naniu do zdrowych cigzarnych. W grupie badanej $rednia masy
ciata przed ciaza wynosita 68,44+14,86 kg, po ciazy natomiast
85,11+16,35 kg, w grupie kontrolnej odpowiednio 59,71+8,86
kg oraz 75,74+10,92 kg. Porownujac te warto$ci wykazano istot-
nos$¢ statystyczna (p<0,001).

Srednia wartosci BMI przed i w trakcie ciazy kobiet z gru-
py badanej wynosita odpowiednio 24,87+5,01 kg/m? oraz
30,91+5,26 kg/m?, a w grupie kontrolnej 21,53+3,03 kg/m? oraz
27,34+3,9 kg/m2. Odnotowane roznice byly istotne statystycznie
(»<0,001).

Analiza polimorfizmu genu NOS3: W czasie analizy po-
limorfizmu 894G>T (Glu298Asp) zaobserwowano nieznacznie
wyzsza frekwencje zmutowanego genotypu 89477 w grupie
kontrolnej 8,7% w poréwnaniu do calej grupy kobiet z nadcis-
nieniem 5,4% (WR=0,61, p=ns). Podobne obserwacje dotyczyly
zmutowanego allela 8947 (25,4% w grupie z nadci$nieniem vs.
30,0% w grupie kontrolnej, WR=0,79, p=ns). Réwniez czgstos¢
wystgpowania zmutowanego allela §947 byta wyzsza w grupie
kontrolnej (30%) w poréwnaniu do grupy PE (26,8%, p=ns) oraz
w poréwnaniu do grupy GH (24,6%, p=ns). (Tabela III).
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Tabela V. Czestos¢ wystepowania poszczegdlnych haplotypéw badanych polimorfizméw genu NOS3 oszacowana za pomoca programu PHASE. Zapis haplotypow: pierwsza

litera polimorfizm -786T>C, druga 894G>T (Glu298Asp).

Cafa grupa Grupa badana Grupa kontrolna
(n=260) (n=110) (n=150)
Haplotyp
czestosé biad czestos¢ biad czestos¢ bfad
wystepowania standardowy wystepowania standardowy wystepowania | standardowy
TG 0,513177 0,011359 0,510563 0,012112 0,515091 0,013352
CG 0,206054 0,011359 0,234892 0,012112 0,184909 0,013352
CT 0,170869 0,011359 0,137836 0,012112 0,195091 0,013352
T 0,109900 0,011359 0,116710 0,012112 0,104909 0,013352

p-value for testing HO: cases ~ controls = 0.2

Analiza polimorfizmu -7867>C genu NOS3 w calej grupie
z nadci$nieniem w ciazy oraz w grupie kontrolnej zdrowych cig-
zarnych nie wykazata réznic statystycznie istotnych pomigdzy
tymi grupami w czgsto§ci wystgpowania badanych wariantow
genetycznych. W pracy odnotowano podobna czgstos¢ wyste-
powania genotypu zmutowanego -786CC w obydwu grupach
kobiet z nadci$nieniem i kontrolnej (13,6 vs. 15,3%, p=ns), jak
réwniez zmutowanego allela -786C (37,3 vs. 38,0%, p=ns). Po-
réwnujac badane podgrupy GH oraz PE nie stwierdzono réznic
statystycznie istotnych w czgstosci wystgpowania badanych ge-
notypow. (Tabela III).

W nastgpnym etapie analizowano wspotwystgpowanie ge-
notypoéw obydwu polimorfizmow 894G>T oraz -786T>C genu
NOS3. Zaobserwowano porownywalna czgsto$¢ wspotwystepo-
wania genotypow homozygotycznych niezmutowanych §94GG /
-786TT w grupie kobiet z nadci$nieniem oraz w grupie kontrol-
nej (24,5 vs. 26,0%, p=ns).

Jednoczesne wystgpowanie genotypow heterozygotycznych
894GT / -786TC czgsciej obserwowano w grupie kontrolnej
(19,1% u kobiet z nadci$nieniem vs. 24,7% w grupie kontrolne;j,
p=ns). Istotnie roznita si¢ rowniez czgstos¢ wspotwystgpowania
genotypoéw homozygotycznych zmutowanych 8947T / -786CC
pomigdzy tymi grupami (0,9% w catej grupie 110 kobiet z nad-
ci$nieniem vs. 6,7% w grupie kontrolnej, p=0,019). Czgstos¢
wystepowania pozostatych kombinacji genotypow badanych
polimorfizméw genu NOS3 nie roznila sig statystycznie istotnie
pomigdzy grupa kontrolna, cala grupa z nadcisnieniem oraz pod-
grupami PE i GH. (Tabela IV).

Analiza wartosci cisnienia skurczowego i rozkurczowego
w zaleznosci od badanych polimorfizmow genow NOS3: Przy
porownywaniu $rednich warto$ci cisnienia skurczowego i roz-
kurczowego w podgrupach GH oraz PE w zalezno$ci od roz-
ktadu genotypow badanych polimorfizmu §94G>T genu NOS3
nie zaobserwowano istotnych zaleznosci tej badanej zmiennej
od poszczegélnych wariantow genetycznych. Ciekawa nato-
miast obserwacja bylo odnotowanie w grupie PE tendencji do
zdecydowanie wyzszego cisnienia skurczowego (205,0+21,2
mmHg) u kobiet z genotypem homozygotycznym zmutowanym
-786CC polimorfizmu -7867>C genu NOS3 w pordéwnaniu do
kobiet nosicielek genotypu homozygotycznego niezmutowanego
-786TT (177,0+17,8 mmHg) oraz heterozygotycznego -7867C
(173,4+13,5 mmHg) (p=ns).
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Analiza czestosci wystgpowania haplotypow: W pracy ana-
lizowano réwniez czgstos¢ wystgpowania haplotypow badanych
polimorfizméw genu NOS3. Dla badanych polimorfizmow genu
NOS3 stwierdzono wystgpowanie nastgpujacych haplotypow:
TG, CG, CT, TT (pierwsza litera polimorfizm -7867>C, druga
894G>T). Zaobserwowano nieco czgstsze wystgpowanie haplo-
typu CG w catej grupie badanej (0,234892 vs. 0,184909 w grupie
kontrolnej, p=ns), natomiast haplotypu CT w grupie kontrolnej
(0,137836 vs. 0,195091 w grupie kontrolnej, p=ns). (Tabela V).

Dyskusja

Od kilku lat wiadomo, ze dostgpnos¢ srodbtonkowego NO
jest regulowana gtownie na poziomie jego syntezy, stad w pa-
togenezie choréb uktadu krazenia sugeruje si¢ udzial polimor-
fizmow genu NOS3. Warianty genetyczne eNOS maja wpltyw
na rozwoj choréb sercowo-naczyniowych, w tym nadci$nienia
tetniczego, niewydolnos$ci krazenia i zawalu serca, czy udaru
mozgu. Prawdopodobnie zwigkszaja rowniez ryzyko powiktan
naczyniowych w przebiegu cukrzycy [14, 15, 16, 17, 18]. Obser-
wacje te znalazty rowniez odzwierciedlenie w analizach korela-
cji polimorfizmu genu NOS3 z rozwojem stanu przedrzucawko-
wego. Doniesienia dotyczace tego problemu nie sg jednak spdjne
i jednoznaczne.

Serrano 1 wsp. w 2004 roku opublikowali wyniki wielo-
osrodkowego badania w Kolumbii obejmujacego grupg 322
miodych kobiet cigzarnych z rozpoznanym stanem przedrzu-
cawkowym i grupg kontrolng 522 zdrowych cig¢zarnych. Anali-
zowano polimorfizm Glu298A4sp oraz -786T>C genu NOS3 i ich
korelacj¢ z rozwojem preeklampsji. Udowodniono statystycznie
istotna zalezno$¢ pomigdzy wystgpowaniem PE u homozygot
zmutowanych Asp/Asp NOS3 w badanych grupach. Patomecha-
nizm wystgpowania tego powiktania w ciazy badacze ttumacza
zmniejszeniem syntezy NO i uposledzeniem funkcji srodbtonka
naczyn wsrod nosicieli genotypu homozygotycznego zmutowa-
nego. W zaprezentowanej pracy Serrano i wsp. nie zaobserwo-
wali korelacji pomigdzy polimorfizmem -7867>C genu NOS3,
a rozwojem stanu przedrzucawkowego w badanych grupach
[19].

W grupie 152 kobiet japonskich spetniajacych kryteria stanu
przedrzucawkowego analizowano polimorfizm G/u2984sp genu
NOS3. Wykazano czgstsze wystepowanie heterozygotyczne-
go genotypu Glu/Asp NOS3 (27,5%) oraz zmutowanego allela
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2984sp (15,0%) w grupie kobiet z cigzka postacia stanu przed-
rzucawkowego (12,9%) w stosunku do grupy kontrolnej (7,6%).
Zaobserwowano rowniez korelacj¢ pomigdzy wystgpowaniem
polimorfizmu Glu2984sp genu NOS3 a powiklaniami jakimi sa
wczesniactwo 1 niska masa urodzeniowa noworodkow [20].

Ta sama grupa badaczy Yoshimura i wsp. w 2003 r. przed-
stawita wyniki pracy dotyczacej analizy czgstosci wystgpowa-
nia poszczegdlnych genotypoéw polimorfizmu Glu298Asp genu
NOS3 w grupie 112 kobiet cigzarnych ze stanem przedrzucaw-
kowym z rejonu Bangladeszu (grupa kontrolna 119 zdrowych
cigzarnych). Uzyskano zaskakujace wyniki, w ktorych wykaza-
no brak istotnych statystycznie réznic w czgstosci wystgpowania
homozygot zmutowanych Asp/Asp NOS3, heterozygot Glu/Asp
NOS3 i homozygot niezmutowanych Glu/Glu NOS3, takze czg-
stosci wystgpowania zmutowanego allela 2984sp NOS3 w gru-
pie badanej w stosunku do grupy kontrolnej. Zasugerowano, ze
polimorfizm Glu2984sp NOS3 u kobiet z rejonu Bangladeszu
nie moze by¢ czynnikiem predykcyjnym rozwoju stanu przed-
rzucawkowego [21].

Polimorfizm Glu2984sp genu NOS3 analizowano réwniez
u 132 cigzarnych z Finlandii z rozpoznanym stanem przedrzu-
cawkowym (grupa kontrolna 113 zdrowych cigzarnych). Rozktad
genotypow w obydwu badanych grupach byt podobny (p=0,233).
Zaobserwowano jedynie nieznaczna przewagg wystgpowania
allela G w grupie z preeklampsja (74,6% vs. 67,7%, p=0,091,
OR 1,40). Wyniki tego badania nie wskazuja znacznego udziatu
polimorfizmu Glu298Asp w rozwoju stanu przedrzucawkowego
[11].

Hocher i wsp. wskazali, ze polimorfizmy genu NOS3 upo-
$ledzaja dostgpnos¢ tlenku azotu i w zwiazku z tym predysponu-
ja do rozwoju preeklampsji. Celem badania byta ocena zwiaz-
ku trzech polimorfizméw genu NOS3 (Glu298Asp, -786T>C
oraz VNTR 4a/b) z markerami preeklampsji (ci$nienie tgtnicze
krwi, biatkomocz, obrzeki obwodowe) oraz z masa urodzeniowa
i wrodzonymi malformacjami noworodkéw. Analizg genetyczna
pod wzgledem polimorfizméw Glu298Asp oraz -786T>C prze-
prowadzono u 1502 kobiet, natomiast VNTR 4a/b —u 2186 ko-
biet z rasy kaukaskiej. Wsrod grupy badanej stwierdzono 106
przypadkéw nadci$nienia ciazowego (4,8%), 36 przypadkéw
preeklampsji (1,6%) oraz 42 przypadki preeklampsji natozonej
na przewlekte nadci$nienie tgtnicze (2,0%). Wyniki tej pracy
jednoznacznie wykazaty brak zwiazku badanych polimorfizméw
z markerami preeklampsji. Wspotwystepowanie alleli poszcze-
gblnych polimorfizméw réwniez nie miato znaczenia dla roz-
woju preeklampsji. Ponadto nie wykazano korelacji pomigdzy
badanymi polimorfizmami a masa urodzeniowa lub wrodzonymi
malformacjami u noworodka [12].

Ciekawa analizg przedstawili autorzy pracy Hillermann
1 wsp. rozwazajac wptyw polimorfizmu Glu298A4sp genu NOS3
na ryzyko rozwoju preeklampsji i przedwczesnego oddzielenia
lozyska. Dodatkowo przedmiotem badan byt takze polimorfizm
Met235Thre genu AGT, ktéry uwazany jest za element modulu-
jacy cisnienie tgtnicze i remodeling naczyn podczas ciazy. Grupg
badana stanowito 50 cigzarnych, w pierwszej ciazy, u ktorych
przed 34 tygodniem ciazy doszto do rozwoju cigzkiego stanu
przedrzucawkowego (populacja kobiet Republiki Potudniowej
Afryki) oraz 50 kobiet z przedwczesnym oddzieleniem tozyska.
W obrebie obu badanych grup wydzielono podgrupe kobiet,
u ktorych wspotistnialy obie patologie. Grupg kontrolng stanowi-
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1o 50 zdrowych cigzarnych. Autorzy pracy nie stwierdzili zwiaz-
ku polimorfizmu Met235Thre genu AGT z rozwojem stanu prze-
drzucawkowego i przedwczesnym oddzieleniem lozyska. Ana-
lizujac polimorfizm Glu298Asp genu NOS3 wykazano wigksza
czgstos¢ wystgpowania genotypow Glu/Asp oraz Asp/Asp w gru-
pie z przedwczesnym oddzieleniem tozyska (49%) w porowna-
niu do grupy kontrolnej (21%) (WR=3,51, p=0,006). Podobnie
zaobserwowano czgstsze wystgpowanie allela 2984sp w grupie
z przedwczesnym oddzieleniem tozyska (25%) w poréwnaniu do
grupy kontrolnej (8%) (WR=2,49, p=0,023). Ponadto w podgru-
pie kobiet z preeklampsja, u ktoérych doszto do przedwczesnego
oddzielenia tozyska wykazano korelacj¢ z genotypem Glu/Asp
(»<0,0001). W zwiazku z tym nosicielstwo allela 2984sp wydaje
si¢ by¢ waznym czynnikiem ryzyka przedwczesnego oddzielenia
tozyska w przebiegu preeklampsji (WR=5,92, p<0,000). Co cie-
kawe nie wykazano korelacji migdzy badanym polimorfizmem
a ryzykiem rozwoju samego stanu przedrzucawkowego (wyni-
ki analizy genetycznej nie réznily si¢ istotnie pomigdzy grupa
z preeklampsja a grupa kontrolnag) [13].

Odmienne wyniki prezentowane w réznych pracach doty-
czacych genetycznych uwarunkowan nadci$nienia w cigzy uwa-
runkowane sa prawdopodobnie zmiennymi takimi jak rasa, wiek,
status socjoekonomiczny i inne, mogacymi mie¢ wptyw na roz-
woj tej jednostki chorobowej w ciazy.

Zaprezentowane w naszej pracy wyniki dotyczace poli-
morfizmu 894G>T (Glu2984sp) oraz -786T7>C genu NOS3 sa
nieco odmienne. W pracy zaobserwowalismy przede wszystkim
wyzsza czgstos¢ wystgpowania genotypu zmutowanego §947T
u zdrowych cigzarnych, co pozwala przypuszczac o jego ochron-
nej roli w stosunku do rozwoju stanu przedrzucawkowego. W po-
wyzszym badaniu nie wykazano roéwniez réznic statystycznie
istotnych pomigdzy czgstoScia wystgpowania poszczegdlnych
genotypow polimorfizmu -7867>C w grupie kobiet cigzarnych
z nadci$nieniem w cigzy oraz grupie kontrolnej. Interesujacym
jest natomiast fakt korelacji wyzszych wartosci cisnienia skur-
czowego z wystgpowaniem genotypu homozygotycznego zmu-
towanego -786CC polimorfizmu -7867>C. W pracy wykonano
réwniez analiz¢ wspotwystgpowania genotypoéw oraz analizg
czgstosci wystgpowania haplotypow badanych polimorfizméow.
Analiza ta pokazata statystycznie istotnie wyzsza czgsto$¢ jed-
noczesnego wystgpowania genotypow homozygotycznych zmu-
towanych 894TT/-786CC w catej grupie kobiet z nadciSnieniem
(GH + PE). Analiza haplotypoéw w zakresie badanych polimor-
fizmoéw genu NOS3 natomiast nie pokazata roznic statystycznie
istotnych w czgstosci ich wystgpowania. Wszystkie powyzsze
obserwacje wymagaja z pewnoscia dalszych badan w zdecydo-
wanie wigkszej liczebnie grupie kobiet cigzarnych. Jednocze$nie
zwraca uwagg fakt braku porownywalnych wynikow dotycza-
cych wspolwystepowania genotypdéw wsrod prac innych auto-
row.

Whnioski

W badanej grupie cigzarnych obecno$¢ zmutowanego ge-
notypu 8§947T polimorfizmu 894G>T (Glu2984sp) NOS3 moze
mie¢ warto$§¢ ochronng w stosunku do wystapienia stanu przed-
rzucawkowego. Analiza wynikow badan sugeruje, Ze obecno$¢
zmutowanego genotypu -786CC polimorfizmu -7867>C genu
NOS3 moze korelowaé ze wzrostem ci$nienia skurczowego
w przebiegu stanu przedrzucawkowego.
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Instytut
Matki i Dziecka

‘;

Dlaczego kobiety i dzieci
umieraja w czasie cigzy i porodu?
Warszawa, 23-24 listopada 2012 roku

www.konferencja.ginekologia.pl

Szanowni Panstwo,

w imieniu Komitetu Organizacyjnego pragne zaprosi¢ Paristwa do
udziatu w Il Konferencji Naukowo-Szkoleniowej ,Dlaczego kobiety
i dzieci umierajg w czasie cigzy i porodu?”.

Pierwszy dzien bedzie sktadat sie z trzech czesci:

w godz. 11.00 - 14.00 - odbedzie sie prezentacja Rocznego Raportu
nt.,Umieralnosci Okotoporodowej w 2011 r.
oraz Zgonéw Matek'.

w godz. 15.00 - 19.00 - zostang przedstawione zagadnienia, ktérych
wstepowanie przyczynia sie do wczesniac-
twa i zgondw matek — takie jak np. zakazenia
(m.in. wirusem HIV oraz AIDS), nadcisnie-
nie tetnicze, wrodzone wady ptodu, uzalez-
nienia matek (narkotyki, alkohol, tytor).

0-19.00 - rownolegle bedzie prowadzona sesja
dla potoznych o ich roli w opiece nad mat-
ka i dzieckiem zgodnie z obowiazujacym
od 23.09.2010 r. rozporzadzeniem Ministra

Miejsce obrad: Hotel Hilton,
ul. Grzybowska 63, 00-844 Warszawa
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