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GENETYCZNE UWARUNKOWANIA 
FUNKCJONOWANIA MECHANIZMU HEMOSTAZY 

W CHOROBACH UKŁADU KRĄŻENIA 
ROLA POLIMORFIZMU REGIONÓW PROMOTOROWYCH1

W pracy om ów iono potencjalną rolę polim orfizm ów regionu prom otorow ego 
łańcucha beta fibrynogenu oraz inhib itora  typu I ak tyw ato ra  plazm inogenu (PA I-1) 
w chorobach sercowo-naczyniowych. Przedstaw iono również potencjalne m echanizm y 
ich oddziaływ ania na układ  hem ostazy, a  tym  samym n a  zaburzenia funkcjonow ania 
układu krążenia.

Zaburzenie prawidłowego funkcjonowania mechanizmu hemostazy odgrywa 
kluczową rolę w patogenezie i rozwoju wielu chorób układu krążenia [1-3]. 
Spowodow ane jest nadm ierną podażą lub niedoborem  jednego, względnie 
kilku kluczowych białek biorących udział w tym procesie. Zależy więc ono 
pośrednio od regulacji ekspresji genów odpowiednich czynników krzepnięcia 
i/lub fibrynolizy.

Pierwszym etapem  w ekspresji genu jest transkrypcja, czyli pow stanie na 
bazie właściwego odcinka D N A  m R N A  dla danego białka, który z kolei 
służy jak o  m atryca do biosyntezy łańcucha polipeptydowego w rybosom ach 
znajdujących się poza obszarem  jąd ra  kom órkowego.

Z apoczątkow anie procesu transkrypcji polega na  zw iązaniu się o d ­
powiedniej polimerazy R N A  z fragmentem D N A  (prom otorem ) poprze­
dzającym właściwy gen. O szybkości zachodzenia tego procesu, o „sile” 
prom oto ra  decyduje powinowactwo polimerazy i towarzyszących jej białek 
(tzw. czynników transkrypcyjnych) do prom otora, łatwość przechodzenia 
w stan kom pleksu i szybkość opuszczania prom otora. Zm ienność genetyczna 
występująca w tym obszarze będzie więc m iała bezpośredni wpływ na 
efektywność ekspresji.
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W przypadku chorób układu krążenia, takich jak zawał mięśnia sercowego 
i choroba niedokrw ienna serca, do klasycznych czynników ryzyka (hiper- 
lipidem ia, nadciśnienie tętnicze, cukrzyca) doszły nowe, w skazujące na 
zaburzenie m echanizm u hemostazy. Są to m. in.: wysoki poziom fibrynogenu 
oraz inhibitora tkankowego aktyw atora plazminogenu (PAI-1). N adm iar 
fibrynogenu sprzyja tendencji nasilania się zmian zakrzepowych w łożysku 
naczyniowym, a z kolei zaham ow anie procesu fibrynolizy poprzez PAI-1 
tendencję tę utrwala.

Z M IE N N O Ś Ć  R E G IO N U  P R O M O T O R O W E G O  GENU ŁA Ń C U C H A  fi FIB R Y N O G EN U

Podwyższony poziom fibrynogenu obserwowany jest u palaczy, w przypad­
ku otyłości, ciąży, m enopauzy, tow arzyszy podw yższonem u poziom ow i 
cholesterolu [4], Jest on uznanym czynnikiem ryzyka wielu chorób układu 
krążenia, w tym zawału mięśnia sercowego [5, 6]. W yjaśnienie genetycznych 
uw arunkow ań podwyższonego poziom u fibrynogenu w osoczu pozwoliłoby, 
być może, na  wytypowanie m olekularnych czynników prognostycznych dla 
tego typu powikłań. N a podstaw ie diagnostyki m olekularnej bardziej realna 
staje się możliwość dość precyzyjnego w yodrębniania spośród populacji 
osób zdrowych, grupy z podwyższonym czynnikiem ryzyka wystąpienia 
chorób układu krążenia. Tym samym otw ierają się nowe możliwości dla 
odpowiednio ukierunkow anych działań profilaktycznych.

Łańcuchy a, fi i y wchodzące w skład cząsteczki fibrynogenu kodow ane 
są przez geny tworzące klaster o długości ok. 50 k p.z. znajdujący się na 
długim ram ieniu chrom osom u 4. Biosynteza cząsteczki fibrynogenu jest więc 
uw arunkow ana rów noczesną ekspresją genów kodujących poszczególne 
łańcuchy. Szybkość tego procesu zależy od koordynacji i tem pa biosyntezy 
tych łańcuchów. Najwolniej syntetyzowany jest łańcuch fi [7]. Od tem pa 
biosyntezy łańcucha fi zależy więc ilość fibrynogenu wytwarzana przez wątrobę.

S truk tura regionu prom otorow ego genu regulującego ekspresję łańcucha 
fi została dość dobrze poznana, m. in. na przykładzie linii kom órek w ątrobo­
wych HepG2. Sekwencja nukleotydowa od -89 do -76 stanowi konserwatywny 
element transkrypcyjny specyficzny dla wątroby, do którego wiąże się czynnik 
jądrow y w ątroby 1 (IIN F1 -  ang. hepatic nuclear fac tor 1) [8], Ekspresja 
cząsteczki fibrynogenu pobudzana jest również przez interleukinę 6 (IL-6) [9] 
(rys. 1). Fakt ten wyjaśnia, dlaczego często obserwujemy podwyższony poziom 
fibrynogenu u palaczy. Palenie tytoniu powoduje bowiem uwalnianie znacznych 
ilości IL-6 przez m akrofagi w płucach [10]. Miejsce wiążące IL-6 zawiera 
m otyw rozpoznaw any także w regionach prom otorow ych innych genów
-  C T G G G A  [11], znajdujący się powyżej miejsca wiążącego H N F1 (rys. 1).
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Rys. 1. Lokalizacja zmienności regionu prom otorow ego genu łańcucha ¡1 fibrynogenu -455 G /A  i -148  C /T . N ajbardziej „korzystnym ” w ariantem  
dla zwiększonej ekspresji łańcucha fi fibrynogenu jes t układ A -455 i T~ 148 (na rysunku w ariant dolny). Pojawienie się T  w pozycji -148  zwiększa 
powinowactwo do  IL6, k tó ra  z kolei przyczynia się do  zwiększenia tanskrypcji genu łańcucha fl. Jeśli n a tom iast w regionie p ro m o to ra  pojaw i się 
G ~ 455 i C ~ 148 (na rysunku  w arian t górny), wówczas zmienności te będą oddziaływać ujem nie n a  proces transkrypcji, a  tym  sam ym  na  poziom
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Zm iany w sekwencji fragm entu D N A  odpowiedzialnego za oddziaływanie 
z interleukiną 6 m ają więc bezpośredni wpływ na szybkość transkrypcji, 
a tym samym na poziom syntezy fibrynogenu w wątrobie. T ak  się dzieje 
np. w przypadku występowania polimorfizmu C /T -148 [12]. Sekwencja 
zawierająca w pozycji T -148 zamiast C wykazuje zwiększone powinowactwo 
do IL-6, a tym samym pow oduje zwiększoną transkrypcję genu łańcucha 
fi fibrynogenu.

Z  klinicznego punktu widzenia na uwagę zasługuje polimorfizm G /A  
w pozycji -455 i wspom niany już wyżej polimorfizm C /T w pozycji -148 
(rys. 1). Badania przeprow adzone na ponad pięciotysięcznej populacji osób 
zdrowych wykazały, że podwyższony poziom fibrynogenu w osoczu połączony 
jest zazwyczaj z występowaniem polimorfizm u A /G  regionu prom otorow ego 
łańcucha fi w pozycji -455 [13-16], W piśmiennictwie naukow ym  określany 
on również bywa jako  R FL P  (od ang. restriction fragm ent lenght polymarfism) 
H ae III. W ystępowanie nukleotydu A " 455 zamiast G , pow oduje zanik 
miejsca restrykcyjnego dla enzymu H ae III, co sprawia, że w wyniku 
analizy elektroforetycznej otrzym ujem y fragm enty o różnej długości będące 
wynikiem traw ienia tym enzymem odcinka D N A  pow ielonego m etodą 
PCR -u. W ykonując rozdział na żelu agarozowym możemy więc wykryć 
obecność lub brak  m iejsca restrykcyjnego d la H ae III, a tym  samym 
dowiedzieć się, który z nukleotydów  (G czy A) znajduje się w pozycji -455.

Allele zawierające A -455 ulegają znacznie wyższej ekspresji niż homozygoty 
zawierające genotyp G /G . Także i w tym przypadku ważną rolę odgryw a 
czynnik środowiskowy, taki jak  palenie papierosów. Osobnicy palący papierosy 
i posiadający allele A ~ 455 charakteryzują się najwyższym poziom em  fib­
rynogenu [15, 17]. U niepalących jest on wyższy średnio o ok. 8,2% , 
a u byłych palaczy o 9,0% . Efekt ten zależny jest również od wieku. 
Mężczyźni poniżej 45 roku życia posiadali podwyższony poziom  fibrynogenu
o 11,6% , a starsi, powyżej 65 roku  życia -  o 4,5%  w stosunku  do 
osobników posiadających allele G /G  [17]. Podwyższona ekspresja fibrynogenu 
w przypadku genotypu A /A  jest na  tyle duża, że m ożna ją  trak tow ać jako  
czynnik podwyższonego ryzyka zakrzepicy [8],

Badania populacji islandzkich Inuitów  odznaczających się niską zapadal­
nością na  chorobę niedokrw ienną serca wykazały, że częstotliwość wy­
stępow ania rzadkich alleli łańcucha fi fibrynogenu towarzyszących podwyż­
szonemu poziomowi fibrynogenu w tej populaqi jest niższa niż np. w populacji 
kaukaskiej [18], Generalnie Inuici cechują się stosunkow o niskim poziom em  
osoczowego fibrynogenu, z wyjątkiem osobników posiadających rzadkie 
allele A -455. W tym przypadku stężenie białka było porównyw alne do tego, 
jakie obserwuje się w analogicznej sytuacji w populacji kaukaskiej [18],

M im o iż występowanie korelacji pomiędzy podwyższonym  poziom em  
fibrynogenu a genotypem  hom o- lub heterozygotycznym  zaw ierającym



allel(e) A jest dość dobrze udokum entow ane, kontrow ersje budzi nadal 
związek z zapadalnością na zawał mięśnia sercowego czy chorobę wieńcową. 
N a podstawie badań przeprow adzonych w ram ach program u EC TIM  [16, 
19], a także przez G a r d e m a n n a  i wsp. [20], nie m ożna uzyskać jed n o ­
znacznej odpowiedzi, czy występowanie tego rodzaju polim orfizm u m ożna 
uznać za czynnik prognostyczny chorób układu krążenia. Pozornie wydawać 
by się mogło, żc skoro powoduje on podwyższenie poziom u fibrynogenu, 
który z kolei jest uznanym czynnikiem ryzyka występowania tego rodzaju 
powikłań, to  ta  relacja powinna również zachodzić na poziomie molekularnym. 
Takiej jednoznacznej zależności jednak do tej pory nie stw ierdzono. Co 
więcej, badając grupę pacjentów z przebytym zawałem m ięśnia sercowego 
zaobserwowano, że u osób posiadających allel(e) A “ 455 wystąpił on najpóźniej 
(średnia wieku w momencie przebycia zawału -  62,9 +  9,8 lat). W przypadku 
nosicieli alleli G ~ 455 średnia wieku wynosiła 56,4 +  10,3 lata [20]. W celu 
dokładniejszego poznania zależności pomiędzy zmiennością regionu prom o- 
torowego łańcucha /i fibrynogenu, a występowaniem chorób układu krążenia 
niezbędne są więc dalsze badania zarówno epidemiologiczne, jak  prow adzone 
w w arunkach in vitro na poziomie m olekularnym .

P O L IM O R F IZ M  R E G IO N U  P R O M O T O R O W E G O  PAI-1

Zaham ow anie aktywności systemu fibrynolitycznego w osoczu w wyniku 
podniesienia poziom u głównego inhibitora procesu fibrynolizy PA1-1 jest 
cechą charakterystyczną dla pierwszego i naw racającego zawału m ięśnia 
sercowego u m łodych pacjentów [21, 22], jak  również dla niedokrw iennych 
incydentów związanych z uogólnioną m iażdżycą [23], M echanizm  regulacji 
ekspresji genu PAI-1 nie jest jeszcze całkowicie poznany. Niemniej jednak  
wiadomo, że -  podobnie jak w przypadku fibrynogenu -  zmienność w regionie 
prom otorow ym  odgrywa w tym procesie ważną rolę.

W ykryty niedawno polimorfizm w pozycji -675 od miejsca startu  tran s­
krypcji, polegający na występowaniu lub niedoborze 1 nukleotydu guani- 
nowego (stąd określa się go często jako  4G /5G , rys. 2), wydaje się mieć 
wpływ na poziom  PAI-1 w osoczu [24, 25], Osobniki homozygotyczne 
posiadające allele 4G charakteryzują się wyższym stężeniem PAI-1 w osoczu. 
Obecność alleli 5G nie sprzyja podwyższonej ekspresji genu tego białka [24-26],

N a podstawie dostępnych danych eksperymentalnych trudno jednoznacznie 
ocenić użyteczność tego param etru  jako  potencjalnego czynnika ryzyka 
wystąpienia chorób układu krążenia.- Badania przeprow adzone w Szwecji 
wykazały, że w populacji mężczyzn poniżej 45 roku życia występowaniu 
allelu 4G towarzyszył 2-krotny wzrost ryzyka zakrzepicy naczyń wieńcowych
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[25], Z  kolei obserwacje przeprow adzone przez R i d k e r a i wsp. [27] nie 
potw ierdziły istnienia korelacji pom iędzy w ystępow aniem  polim orfizm u 
4G /5G  a częstością zakrzepicy żylnej lub tętniczej. Z drugiej strony, badania 
przeprow adzone na dość licznej grupie pacjentów (453 osoby) z udoku­
m entowanym i angiograficznie zmianami zakrzepowymi w naczyniach wień­
cowych także wykazały występowanie korelacji pomiędzy poziom em  PAI-1 
a rodzajem  polim orfizm u regionu prom otorow ego genu kodującego to 
białko. W przypadku genotypu 4G /4G  poziom ten wynosił ok. 22,5 ng/m l, 
4G /5G  -  21,5 ng/ml, a 5G /5G  -  15,8 ng/ml [28], G enotyp typu 4G /4G  
znacznie częściej występował u pacjentów z przebytym  zawałem m ięśnia 
sercowego [28],

PO D SU M O W A N IE

Polimorfizm regionów prom otorowych powoli staje się równie popularnym  
pojęciem w genetyce i biologii m olekularnej, jak  m utacja w obszarze D N A  
kodującym  białko, czyli w genie. Z diagnostycznego i m edycznego punktu  
widzenia istnieje jednak dość zasadnicza różnica pomiędzy tymi zjawiskami. 
M utacje wykrywane w obrębie kodującej części genu (egzonów) pow odują 
natychm iastow y efekt fenotypowy. Białko posiada zm ienioną strukturę, np. 
w wyniku wymiany jednego am inokwasu na drugi. K onsekw encją m utacji 
genowej może być również przesunięcie ram ki odczytu lub pojawienie się 
sekwencji nonsensownej, wskutek czego do syntezy białka w ogóle nie 
dochodzi.

W przypadku występowania polimorfizmu regionów promotorowych, w do­
tychczas poznanych przypadkach, struktura, a co za tym idzie i funkq'a białka 
pozostaje nie zmieniona. M a on natom iast często wpływ na szybkość biosynte­
zy białka, zwłaszcza pod wpływem modulacji przez czynniki środowiskowe.

Szczególnie dobrze fakt ten m ożna zilustrować na przykładzie fibrynogenu. 
F ibrynogen, podobnie jak  większość czynników procesu krzepnięcia krwi 
i fibrynolizy, jest białkiem ostrej fazy. Po zadziałaniu bodźca, np. uszkodzenia 
ciągłości naczynia krwionośnego, znaczna jego ilość zostaje dodatkow o 
uwolniona do krwi i poziom  tego białka gwałtownie się podnosi. Reakcję 
ostrej fazy m ożna wywołać m. in. intensywnym wysiłkiem, np. ćwiczeniami 
fizycznymi. Zjawisko to  wykorzystał M o n t g o m e r y  i wsp. [29] w celu 
zbadania roli polimorfizmu G /A -455. Badano poziom fibrynogenu u rekrutów  
angielskiej armii poddanych intensywnemu 10-tygodniowemu treningowi. 
W m omencie rozpoczęcia treningu stężenie fibrynogenu (uwzględniając wagę 
ciała, palenie papierosów i wiek) przyjęto za 100%. Efektem intensywnego 
wysiłku fizycznego po 5 dniach trw ania zajęć było obniżenie się poziom u



fibrynogenu w osoczu o ok. 12%. Jednak pomiędzy 1 a 3 dniem  zaob­
serwowano znacznie podwyższony poziom białka w osoczu, co sugerow a­
łoby, iż nastąpiła reakcja ostrej fazy spow odow ana tym wysiłkiem. W za­
leżności od genotypu uw zględniającego w spom niany polim orfizm  
G /A ~ 45S: A A , G A , G G , stężenie fibrynogenu w ynosiło odpow iednio  
189%, 136% lub 127% wartości podstawowej (rys. 3). T ak  więc, w zale­
żności od posiadanego genotypu, odpowiedź na bodziec środowiskowy 
jakim  był wysiłek fizyczny u badanych rekrutów  armii angielskiej zdecy­
dow anie się różniła.

B2SSS------------1---- -------USSUA------ — |— -------SSS2S
A/A G/A G/G

Rys. 3. Poziom  uw alnianego fibrynogenu podczas reakcji ostrej fazy spow odow anej wysiłkiem 
fizycznym w zależności od rodzaju polim orfizm u G /A -455 regionu prom otorow ego łańcucha 

¡1 fibrynogenu (objaśnienia w tekście)

Zróżnicowanie wewnątrzpopulacyjne wynikające z polimorfizmu regionów 
prom otorow ych tych czynników mechanizm u hem ostazy, k tó re m ają swój 
udział w zaburzeniach układu krążenia, daje pewną plastyczność w reakcji 
na bodźce środowiskowe. Zjawisko to m oże tłumaczyć m. in. fakt, że nie 
wszyscy palacze przechodzą zawał mięśnia sercowego.

Badanie genetycznych uw arunkow ań chorób układu krążenia jednakże 
dopiero się rozwija. Jest to rozwój niezwykle dynamiczny i bardzo obiecujący, 
zarów no jeśli chodzi o postęp w dziedzinie diagnostyki, jak  i w terapii [30]. 
Jedną z głównych praktycznych korzyści, jakie m ogą odnieść pacjenci 
z prowadzonych badań, wydaje się być możliwość wyodrębnienia genetycznych 
czynników  prognostycznych, k tó re  pozwoliłyby precyzyjniej oszacow ać 
ryzyko pojawienia się choroby układu krążenia, a dzięki właściwej profilaktyce 
nakierowanej szczególnie na wyodrębnione grupy podwyższonego ryzyka, 
zapobiegać jej występowaniu.
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G E N E T IC  D E T ER M IN A N TS O F H A EM O ST A SIS  IN CA RD IO V A SC U LA R  D ISEA SES 
T H E  R O L E  O F  G EN E P R O M O T O R  R EG IO N S

In this review the potential role o f polym orphism  gene p rom oter regions o f  beta-chain 
fibrinogen and plasm inogen activator inhibitor type I (PAI-1) in cardiovascular disease is 
discussed. T he thorough discussion covers the po tential m echanism s o f their effect.


