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GENETYCZNE UWARUNKOWANIA
FUNKCJONOWANIA MECHANIZMU HEMOSTAZY
W CHOROBACH UKLADU KRAZENIA
ROLA POLIMORFIZMU REGIONOW PROMOTOROWYCH1

W pracy oméwiono potencjalng role polimorfizméw regionu promotorowego
tancucha beta fibrynogenu oraz inhibitora typu | aktywatora plazminogenu (PAI-1)
w chorobach sercowo-naczyniowych. Przedstawiono réwniez potencjalne mechanizmy
ich oddziatywania na uktad hemostazy, a tym samym na zaburzenia funkcjonowania
uktadu krazenia.

Zaburzenie prawidtowego funkcjonowania mechanizmu hemostazy odgrywa
kluczowg role w patogenezie i rozwoju wielu choréb uktadu krgzenia [1-3].
Spowodowane jest nadmierng podazg lub niedoborem jednego, wzglednie
kilku kluczowych biatek biorgcych udzial w tym procesie. Zalezy wiec ono
posrednio od regulacji ekspresji genéw odpowiednich czynnikéw krzepniecia
i/lub fibrynolizy.

Pierwszym etapem w ekspresji genu jest transkrypcja, czyli powstanie na
bazie witasciwego odcinka DNA mRNA dla danego biatka, ktory z kolei
stuzy jako matryca do biosyntezy tafncucha polipeptydowego w rybosomach
znajdujacych sie poza obszarem jadra komdrkowego.

Zapoczatkowanie procesu transkrypcji polega na zwigzaniu sie od-
powiedniej polimerazy RNA z fragmentem DNA (promotorem) poprze-
dzajgcym wiasciwy gen. O szybkoSci zachodzenia tego procesu, o ,sile”
promotora decyduje powinowactwo polimerazy i towarzyszacych jej biatek
(tzw. czynnikéw transkrypcyjnych) do promotora, tatwo$é przechodzenia
w stan kompleksu i szybko$¢ opuszczania promotora. Zmienno$¢ genetyczna
wystepujagca w tym obszarze bedzie wiec miata bezposredni wplyw na

efektywnos$¢ ekspresiji.

1 Praca cze$ciowo finansowana z grantu KBN Nr 4 PO5E 021 10.
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W przypadku chorob uktadu krazenia, takich jak zawat miesnia sercowego
i choroba niedokrwienna serca, do klasycznych czynnikéw ryzyka (hiper-
lipidemia, nadci$nienie tetnicze, cukrzyca) doszty nowe, wskazujgce na
zaburzenie mechanizmu hemostazy. Sg to m. in.: wysoki poziom fibrynogenu
oraz inhibitora tkankowego aktywatora plazminogenu (PAI-1). Nadmiar
fibrynogenu sprzyja tendencji nasilania si¢ zmian zakrzepowych w tozysku
naczyniowym, a z kolei zahamowanie procesu fibrynolizy poprzez PAI-1
tendencje te utrwala.

ZMIENNOSC REGIONU PROMOTOROWEGO GENU LANCUCHA fi FIBRYNOGENU

Podwyzszony poziom fibrynogenu obserwowany jest u palaczy, w przypad-
ku otytosci, cigzy, menopauzy, towarzyszy podwyzszonemu poziomowi
cholesterolu [4], Jest on uznanym czynnikiem ryzyka wielu chordb uktadu
krazenia, w tym zawatu miesnia sercowego [5, 6]. Wyjasnienie genetycznych
uwarunkowan podwyzszonego poziomu fibrynogenu w osoczu pozwolitoby,
by¢ moze, na wytypowanie molekularnych czynnikoéw prognostycznych dla
tego typu powiktan. Na podstawie diagnostyki molekularnej bardziej realna
staje sie mozliwos¢ dos$¢ precyzyjnego wyodrebniania spos$réd populacji
osOb zdrowych, grupy z podwyzszonym czynnikiem ryzyka wystgpienia
choréb uktadu krazenia. Tym samym otwierajg sie nowe mozliwosci dla
odpowiednio ukierunkowanych dziatan profilaktycznych.

tancuchy a, fi i y wchodzace w sklad czasteczki fibrynogenu kodowane
sg przez geny tworzace klaster o dtugosci ok. 50 k p.z. znajdujacy sie na
dtugim ramieniu chromosomu 4. Biosynteza czasteczki fibrynogenu jest wiec
uwarunkowana réwnoczesng ekspresja genéw kodujgcych poszczegolne
tancuchy. Szybkos$¢ tego procesu zalezy od koordynacji i tempa biosyntezy
tych tancuchéw. Najwolniej syntetyzowany jest taAcuch fi [7]. Od tempa
biosyntezy tafcucha fi zalezy wiec ilo$¢ fibrynogenu wytwarzana przez watrobe.

Struktura regionu promotorowego genu regulujgcego ekspresje tafncucha
fi zostata do$¢ dobrze poznana, m. in. na przykfadzie linii komdérek watrobo-
wych HepG2. Sekwencja nukleotydowa od -89 do -76 stanowi konserwatywny
element transkrypcyjny specyficzny dla watroby, do ktérego wigze sie czynnik
jadrowy watroby 1 (IINF1 - ang. hepatic nuclear factor 1) [8], Ekspresja
czasteczki fibrynogenu pobudzana jest rowniez przez interleukine 6 (IL-6) [9]
(rys. 1). Fakt ten wyjasnia, dlaczego czesto obserwujemy podwyzszony poziom
fibrynogenu u palaczy. Palenie tytoniu powoduje bowiem uwalnianie znacznych
ilosci IL-6 przez makrofagi w ptucach [10]. Miejsce wigzgce IL-6 zawiera
motyw rozpoznawany takze w regionach promotorowych innych genéw
- CTGGGA [11], znajdujacy sie powyzej miejsca wigzacego HNF1 (rys. 1).
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Rys. 1. Lokalizacja zmienno$ci regionu promotorowego genu taincucha jlfibrynogenu -455 G/A i -148 C/T. Najbardziej ,korzystnym” wariantem

dla zwiekszonej ekspresji tafcucha fi fibrynogenu jest uktad A -455 i T~ 148 (na rysunku wariant dolny). Pojawienie sie T w pozycji -148 zwieksza

powinowactwo do IL6, ktéra z kolei przyczynia sie do zwiekszenia tanskrypcji genu faricucha fl. Jedli natomiast w regionie promotora pojawi sie

G~455 i C~148 (na rysunku wariant gérny), wéwczas zmiennosci te bedg oddziatywaé ujemnie na proces transkrypcji, a tym samym na poziom
ekspresji
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Zmiany w sekwencji fragmentu DNA odpowiedzialnego za oddziatywanie
z interleuking 6 majag wiec bezposredni wplyw na szybko$¢ transkrypciji,
a tym samym na poziom syntezy fibrynogenu w watrobie. Tak sie dzieje
np. w przypadku wystepowania polimorfizmu C/T-148 [12]. Sekwencja
zawierajgca w pozycji T -148 zamiast C wykazuje zwiekszone powinowactwo
do IL-6, a tym samym powoduje zwiekszong transkrypcje genu tancucha
fi fibrynogenu.

Z Kklinicznego punktu widzenia na uwage zastuguje polimorfizm G/A
w pozycji -455 i wspomniany juz wyzej polimorfizm C/T w pozycji -148
(rys. 1). Badania przeprowadzone na ponad pieciotysiecznej populacji os6b
zdrowych wykazaty, ze podwyzszony poziom fibrynogenu w osoczu potaczony
jest zazwyczaj z wystepowaniem polimorfizmu A/G regionu promotorowego
taincucha fi w pozycji -455 [13-16], W piSmiennictwie naukowym okre$lany
on rowniez bywa jako RFLP (od ang. restriction fragment lenght polymarfism)
Hae IIl. Wystepowanie nukleotydu A "455 zamiast G, powoduje zanik
miejsca restrykcyjnego dla enzymu Hae IIlI, co sprawia, ze w wyniku
analizy elektroforetycznej otrzymujemy fragmenty o rdéznej dtugosci bedace
wynikiem trawienia tym enzymem odcinka DNA powielonego metoda
PCR-u. Wykonujac rozdziat na zelu agarozowym mozemy wiec wykryé
obecnos$¢ lub brak miejsca restrykcyjnego dla Hae 11, a tym samym
dowiedzie¢ sie, ktéry z nukleotydéw (G czy A) znajduje sie w pozycji -455.

Allele zawierajgce A -455 ulegajg znacznie wyzszej ekspresji niz homozygoty
zawierajagce genotyp G/G. Takze i w tym przypadku wazng role odgrywa
czynnik Srodowiskowy, taki jak palenie papieroséw. Osobnicy palacy papierosy
i posiadajacy allele A~455 charakteryzujg sie najwyzszym poziomem fib-
rynogenu [15, 17]. U niepalacych jest on wyzszy S$rednio o ok. 8,2%,
a u bytych palaczy o 9,0%. Efekt ten zalezny jest réwniez od wieku.
Mezczyzni ponizej 45 roku zycia posiadali podwyzszony poziom fibrynogenu
o 11,6%, a starsi, powyzej 65 roku zycia - o 4,5% w stosunku do
osobnikéw posiadajgcych allele G/G [17]. Podwyzszona ekspresja fibrynogenu
w przypadku genotypu A/A jest na tyle duza, ze mozna jg traktowaé jako
czynnik podwyzszonego ryzyka zakrzepicy [8],

Badania populacji islandzkich Inuitéw odznaczajacych sie niskg zapadal-
noscig na chorobe niedokrwienng serca wykazaty, ze czestotliwo$¢ wy-
stepowania rzadkich alleli tancucha fi fibrynogenu towarzyszacych podwyz-
szonemu poziomowi fibrynogenu w tej populaqi jest nizsza niz np. w populacji
kaukaskiej [18], Generalnie Inuici cechuja sie stosunkowo niskim poziomem
osoczowego fibrynogenu, z wyjatkiem osobnikow posiadajagcych rzadkie
allele A-455. W tym przypadku stezenie biatka byto poréwnywalne do tego,
jakie obserwuje sie w analogicznej sytuacji w populacji kaukaskiej [18],

Mimo iz wystepowanie korelacji pomiedzy podwyzszonym poziomem
fibrynogenu a genotypem homo- lub heterozygotycznym zawierajacym



allel(e) A jest dos$¢ dobrze udokumentowane, kontrowersje budzi nadal
zwigzek z zapadalno$ciag na zawat miesnia sercowego czy chorobe wiericowa.
Na podstawie badahn przeprowadzonych w ramach programu ECTIM [16,
19], a takze przez Gardemanna i wsp. [20], nie mozna uzyskac jedno-
znacznej odpowiedzi, czy wystepowanie tego rodzaju polimorfizmu mozna
uznaé¢ za czynnik prognostyczny choréb uktadu krgzenia. Pozornie wydawac
by sie mogto, zc skoro powoduje on podwyzszenie poziomu fibrynogenu,
ktory z kolei jest uznanym czynnikiem ryzyka wystepowania tego rodzaju
powiktan, to ta relacja powinna réwniez zachodzi¢ na poziomie molekularnym.
Takiej jednoznacznej zalezno$ci jednak do tej pory nie stwierdzono. Co
wiecej, badajac grupe pacjentébw z przebytym zawalem miegsnia sercowego
zaobserwowano, ze u 0s6b posiadajacych allel(e) A “455 wystapit on najpdzniej
(Srednia wieku w momencie przebycia zawatu - 62,9 + 9,8 lat). W przypadku
nosicieli alleli G~455 $rednia wieku wynosita 56,4 + 10,3 lata [20]. W celu
doktadniejszego poznania zaleznosci pomiedzy zmiennoscig regionu promo-
torowego tancucha /i fibrynogenu, a wystepowaniem chordb uktadu krgzenia
niezbedne sg wiec dalsze badania zaréwno epidemiologiczne, jak prowadzone
w warunkach in vitro na poziomie molekularnym.

POLIMORFIZM REGIONU PROMOTOROWEGO PAI-1

Zahamowanie aktywnos$ci systemu fibrynolitycznego w osoczu w wyniku
podniesienia poziomu gtéwnego inhibitora procesu fibrynolizy PA1-1 jest
cechg charakterystyczng dla pierwszego i nawracajgcego zawatu migénia
sercowego u miodych pacjentéw [21, 22], jak rowniez dla niedokrwiennych
incydentéw zwigzanych z uogolniong miazdzycg [23], Mechanizm regulacji
ekspresji genu PAI-1 nie jest jeszcze catkowicie poznany. Niemniej jednak
wiadomo, ze - podobnie jak w przypadku fibrynogenu - zmienno$¢ w regionie
promotorowym odgrywa w tym procesie wazng role.

Wykryty niedawno polimorfizm w pozycji -675 od miejsca startu trans-
krypcji, polegajacy na wystepowaniu lub niedoborze 1 nukleotydu guani-
nowego (stad okresla sie go czesto jako 4G/5G, rys. 2), wydaje sie miec
wptyw na poziom PAI-1 w osoczu [24, 25], Osobniki homozygotyczne
posiadajgce allele 4G charakteryzuja sie wyzszym stezeniem PAI-1 w o0soczu.
Obecnos$¢ alleli 5G nie sprzyja podwyzszonej ekspresji genu tego biatka [24-26],

Na podstawie dostepnych danych eksperymentalnych trudno jednoznacznie
oceni¢ uzyteczno$¢ tego parametru jako potencjalnego czynnika ryzyka
wystgpienia chorob uktadu krazenia.- Badania przeprowadzone w Szwecji
wykazaly, ze w populacji mezczyzn ponizej 45 roku zycia wystepowaniu
allelu 4G towarzyszyt 2-krotny wzrost ryzyka zakrzepicy naczyn wiencowych
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Rys. 2. Lokaiizeja regionu promotorowego PA1l-1 4G/5G. U wiekszos$ci osobnikéw w tym regionie promotora wystepuje sekwencja 5G/5G (wersja
dolna) lub heterozygota 5G/4G. Znacznie rzadziej pojawia sie sekwencja 4G/4G (wersja gorna). Efektem tej zmiennosci jest prawdopodobnie
zréznicowane wzajemne oddziatywanie uktadu DNA/Aktywator/Represor
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[25], Z kolei obserwacje przeprowadzone przez Ridkera i wsp. [27] nie
potwierdzity istnienia korelacji pomiedzy wystepowaniem polimorfizmu
4G/5G a czestoscig zakrzepicy zylnej lub tetniczej. Z drugiej strony, badania
przeprowadzone na dos$é licznej grupie pacjentéw (453 osoby) z udoku-
mentowanymi angiograficznie zmianami zakrzepowymi w naczyniach wieA-
cowych takze wykazaly wystepowanie korelacji pomiedzy poziomem PAI-1
a rodzajem polimorfizmu regionu promotorowego genu kodujacego to
biatko. W przypadku genotypu 4G/4G poziom ten wynosit ok. 22,5 ng/ml,
4G/5G - 21,5 ng/ml, a 5G/5G - 158 ng/ml [28], Genotyp typu 4G/4G
znacznie czeSciej wystepowatl u pacjentdw z przebytym zawatem miesnia
sercowego [28],

PODSUMOWANIE

Polimorfizm regionéw promotorowych powoli staje sie rownie popularnym
pojeciem w genetyce i biologii molekularnej, jak mutacja w obszarze DNA
kodujacym biatko, czyli w genie. Z diagnostycznego i medycznego punktu
widzenia istnieje jednak dos$¢ zasadnicza roznica pomiedzy tymi zjawiskami.
Mutacje wykrywane w obrebie kodujgcej czesci genu (egzondéw) powodujg
natychmiastowy efekt fenotypowy. Biatko posiada zmieniong strukture, np.
w wyniku wymiany jednego aminokwasu na drugi. Konsekwencjg mutacji
genowej moze by¢ rowniez przesuniecie ramki odczytu lub pojawienie sie
sekwencji nonsensownej, wskutek czego do syntezy biatka w ogoéle nie
dochodzi.

W przypadku wystepowania polimorfizmu regionéw promotorowych, w do-
tychczas poznanych przypadkach, struktura, a co za tym idzie i funkq'a biatka
pozostaje nie zmieniona. Ma on natomiast czesto wptyw na szybkos$¢ biosynte-
zy biatka, zwitaszcza pod wptywem modulacji przez czynniki srodowiskowe.

SzczegOlnie dobrze fakt ten mozna zilustrowa¢ na przyktadzie fibrynogenu.
Fibrynogen, podobnie jak wiekszo$¢ czynnikow procesu krzepnigcia Krwi
i fibrynolizy, jest biatkiem ostrej fazy. Po zadziataniu bodzca, np. uszkodzenia
ciggtosci naczynia krwionosnego, znaczna jego ilo$¢ zostaje dodatkowo
uwolniona do krwi i poziom tego biatka gwattownie sie podnosi. Reakcje
ostrej fazy mozna wywotaé m. in. intensywnym wysitkiem, np. éwiczeniami
fizycznymi. Zjawisko to wykorzystat Montgomery i wsp. [29] w celu
zbadania roli polimorfizmu G/A-455. Badano poziom fibrynogenu u rekrutéow
angielskiej armii poddanych intensywnemu 10-tygodniowemu treningowi.
W momencie rozpoczecia treningu stezenie fibrynogenu (uwzgledniajagc wage
ciata, palenie papierosow i wiek) przyjeto za 100%. Efektem intensywnego
wysitku fizycznego po 5 dniach trwania zaje¢ byto obnizenie sie poziomu



fibrynogenu w osoczu o ok. 12%. Jednak pomiedzy 1 a 3 dniem zaob-
serwowano znacznie podwyzszony poziom biatka w osoczu, co sugerowa-
toby, iz nastgpita reakcja ostrej fazy spowodowana tym wysitkiem. W za-
leznosci  od genotypu uwzgledniajgcego wspomniany polimorfizm
G/A~45S: AA, GA, GG, stezenie fibrynogenu wynosito odpowiednio
189%, 136% lub 127% wartosci podstawowej (rys. 3). Tak wiec, w zale-
znosci od posiadanego genotypu, odpowiedZ na bodziec Srodowiskowy
jakim byt wysitek fizyczny u badanych rekrutéw armii angielskiej zdecy-
dowanie sie roznita.
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Rys. 3. Poziom uwalnianego fibrynogenu podczas reakcji ostrej fazy spowodowanej wysitkiem
fizycznym w zalezno$ci od rodzaju polimorfizmu G/A-455 regionu promotorowego fancucha
il fibrynogenu (objasnienia w tekscie)

Zrbéznicowanie wewnatrzpopulacyjne wynikajace z polimorfizmu regionéw
promotorowych tych czynnikbw mechanizmu hemostazy, ktére majg swdj
udziat w zaburzeniach uktadu krazenia, daje pewng plastyczno$¢ w reakcji
na bodzce $rodowiskowe. Zjawisko to moze ttumaczyé m. in. fakt, ze nie
wszyscy palacze przechodzg zawal mig$nia sercowego.

Badanie genetycznych uwarunkowan chordb uktadu krgzenia jednakze
dopiero sie rozwija. Jest to rozw0j niezwykle dynamiczny i bardzo obiecujacy,
zarowno jesli chodzi o postep w dziedzinie diagnostyki, jak i w terapii [30].
Jedng z gtdwnych praktycznych korzysci, jakie moga odnieS¢ pacjenci
z prowadzonych badan, wydaje sie by¢é mozliwo$¢ wyodrebnienia genetycznych
czynnikéw prognostycznych, ktore pozwolityby precyzyjniej oszacowaé
ryzyko pojawienia sie choroby uktadu krazenia, a dzieki wasciwej profilaktyce
nakierowanej szczegélnie na wyodrebnione grupy podwyzszonego ryzyka,
zapobiega¢ jej wystepowaniu.
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GENETIC DETERMINANTS OF HAEMOSTASIS IN CARDIOVASCULAR DISEASES
THE ROLE OF GENE PROMOTOR REGIONS

In this review the potential role of polymorphism gene promoter regions of beta-chain
fibrinogen and plasminogen activator inhibitor type 1 (PAI-1) in cardiovascular disease is
discussed. The thorough discussion covers the potential mechanisms of their effect.



