STRESZCZENIE W JEZYKU POLSKIM

Wstep: W regionie europejskim choroba wiencowa (Coronary artery disease,
CAD) jest najczestszg przyczyng $miertelnosci. CAD jest wywotana wspotistniejgcymi
czynnikami genetycznymi i $rodowiskowymi. Udzial genetycznie uwarunkowanych
czynnikow dziedzicznych szacuje si¢ na 40-60%. Pomimo postepu w diagnostyce oraz
leczeniu CAD nadal poszukuje si¢ genotypowych i fenotypowych markerow CAD.
Typowanie gendéw kandydatow koncentruje si¢ na powigzaniu pomi¢dzy zmiennoscia
genetyczng w ramach okreslonych z gory genéw bedacych przedmiotem zainteresowania,
a fenotypem. Dysfunkcja srédbtonka naczyniowego bedaca etapem inicjujagcym rozwoj
miazdzycy tetnic wiencowych jest zwigzana m.in. z zaburzeniami metabolizmu foliandw.
Obecnos$¢ polimorfizméw pojedynczego nukleotydu w genie kodujacym reduktaze
metyltetrahydrofolianowa (MTHFR) powoduje zaburzenia metylacji, majace zwigzek
zrozwojem CAD. MTHFR katalizuje reakcje redukcji 5,10-metylenotetrahydrofolianu
do aktywnej postaci kwasu foliowego (metyltetrahydrofolianu, 5-MTHF). Dostepnos¢
5 -MTHF odgrywa kluczowa role w ilosci krazacego tlenku azotu. Opisano wiele
wariantéw polimorfizmu genu MTHFR, jednak najwigcej uwagi poswigca si¢
polimorfizmom c¢.665C>T (rs1801133) oraz c.1286A>C (rs1801131). Wedlug bazy
danych Genome Aggregation Database (gnomAD) w populacji ogdlnej allel
polimorficzny ¢.665C>T dotyczy 30.85% populacji, zas$ allel ¢.1286 A>C dotyczy 28.58
% populacji. Obecnos¢ polimorfizmu MTHFR powoduje utrate od 40 do 70% funkcji
enzymu w przypadku wariantu c¢. 665C>T oraz od 30 do 50% w przypadku wariantu

c. 1298A>C.

Cel: Ocena wptywu zaburzen metylacji uwarunkowanych polimorfizmem genu
MTHFR na metabolizm folianéw (kwas foliowy, 5-MTHF) u pacjentéw z CAD. Ponadto
badano wpltyw =zaburzen metylacji na stezenie endogennych tioli - czasteczek
zawierajacych grupe sulfohydrylowa: homocysteiny (Hcy), cysteiny (Cys),
zredukowanego glutationu (GSH), cysteinyloglicyny (CysGlyc).



Material: Badanie zaplanowano na grupie 250 pacjentdow z rozpoznang
na podstawie koronarografii CAD. Lacznie pobrano materiat biologiczny (krew petlna
zylna) od 213 pacjentow zakwalifikowanych 1 wiaczonych do badania od lutego 2020
do pazdziernika 2022 (projekt realizowano w trakcie trwania pandemii koronawirusa
SARS-CoV-2). Uzyskane wyniki pozwolity na analiz¢ grupy 42 pacjentéw
oraz 16 badanych w grupie kontrolnej. Grupa badana: 42 pacjentéw (CAD+);

38 me¢zczyzn; 4 kobiety; $r. wiek 53.1 lat; §r. wiek w chwili rozpoznania CAD 47.1 lat,
ktorzy mieli wykonang koronarografi¢ w trybie planowym lub z powodu ostrego zespotu

wiencowego. Grupa kontrolna: 16 pacjentow (CAD-); 12 mezczyzn; 4 kobiety,

bez objawdw klinicznych, u ktérych nie stwierdzono przewezen w tetnicach wiencowych
na podstawie koronarografii lub nie stwierdzono identyfikowalnej blaszki miazdzycowej
w badaniu metoda wielorzgdowej tomografii komputerowej mi¢$nia sercowego z oceng
wskaznika uwapnienia tetnic wiencowych (CAC Scoring). Objeta badaniem populacje
podzielono ze wzgledu na obecno$¢ choroby wiencowej (CAD+) oraz od obecnosci
wariantow polimorficznych genu MTHFR warunkujgcych wystgpowanie zaburzen

metylacji (IM+).

Metody: Oznaczenie polimorfizméw genu MTHFR z krwi pelnej zylnej metoda
tancuchowej reakcji polimerazy w czasie rzeczywistym (real-time PCR) z zastosowaniem
sond TagMan™, Identyfikowano nastepujace genotypy:
c.[665C=];[665C=] (oba allele typu ,,dzikiego”); c.[665C>T];[665C=] (heterozygota,
jeden allel z polimorfizmem); c.[665C>T];[665C>T] (homozygota, oba allele
z polimorfizmem) oraz c.[1286A=];[1286A=] (oba allele typu ,,dzikiego”);
c.[1286A>C];[1286A=] (heterozygota,  jeden allel z  polimorfizmem);
c.[1286A>C];[1286A>C] (homozygota, oba allele z polimorfizmem).

Oznaczanie stezen kwasu foliowego 1 5-MTHF w surowicy krwi wykonywano
metoda  chromatografii  cieczowej sprze¢zonej ze  spektrometrig ~ mas
(Liquid Chromatography — Mass Spectrometry, LC-MS). Oznaczanie stezen
endogennych tioli w surowicy krwi (Hcy, Cys, CysGly, GSH) wykonywano metoda
wysokosprawnej chromatografii cieczowej (High Performance Liquid Chromatography,
HPLC). Analiza statystyczna wykonana byta przy uzyciu programu Statistica v. 12.5 oraz
,haktadki” do programu Excel: Resampling Stats Add-in for Excel v.4.



Wyniki: Wykazano, ze polimorfizm c.[1286A>C];[1286A>C] genu MTHFR
(homozygota ¢.1286 A>C) wystepowal istotnie statystycznie czesciej u pacjentow
z chorobg wiencowg (CAD+) w porownaniu do pacjentow bez choroby wiencowej
(CAD-). Polimorfizm ten wystepuje istotnie statystycznie czesciej u pacjentdw z grupy
(CAD+) wporownaniu do populacji europejskiej HapMap — CEU wybranej
do poréwnania statystycznego z bazy danych NCBI. Zaobserwowano réwniez czestsze
wystepowanie allelu C (polimorficznego, wystepujacego w  homozygocie
c.[1286A>C];[ 1286 A>C] i w heterozygocie c.[1286A>C];[ 1286A=]) w grupie pacjentow
(CAD+).

Stezenie 5-MTHF w grupie pacjentow z zaburzeniami metylacji
uwarunkowanymi polimorfizmem c.[1286A>C];[1286A>C] (homozygota c.1286 A>C)
oraz (CAD+) byto nizsze w pordwnaniu do grupy pacjentow (CAD-) z tym genotypem.
Zaobserwowana roznica pomig¢dzy grupami nie osiggneta poziomu istotnosci
statystycznej. Odnotowano nizsze stezenie kwasu foliowego w grupie pacjentow
z zaburzeniami metylacji uwarunkowanymi polimorfizmem c.[1286A>C];[1286A=]
(heterozygota ¢.1286A>C) oraz (CAD+) w poréwnaniu do grupy pacjentow (CAD-)
z tym genotypem. Zaobserwowana roznica pomi¢dzy grupami nie osiggnela poziomu

istotnosci statystyczne;.

Stezenia Hey 1 Cys w surowicy krwi nie réznity si¢ istotnie statystycznie
pomigdzy grupa pacjentow (CAD +) w pordwnaniu do grupy pacjentéw (CAD-) oraz
w grupie pacjentow (CAD+/IM+) w poroéwnaniu do grupy pacjentow (CAD-). Stezenie
GSH we krwi w grupie u pacjentow (CAD + ) bylo nizsze niz w grupie pacjentow (CAD ).
Roéznica migdzy grupami byta bliska wartosci krytycznej. Stwierdzono istotnie niisze
stezenia CysGly w surowicy krwi w grupie pacjentow (CAD+) w poroéwnaniu do grupy
(CAD-). Ta zalezno$¢ byla rowniez istotna statystycznie dla grupy 1 zaburzeniami

metylacji uwarunkowanymi polimorfizmem genu MTHFR (CAD+/IM+).



Whioski: Jest to dotychczas jedyna praca oceniajaca stgzenie aktywnej postaci
kwasu foliowego, metyltertahydrofolianu (5-MTHF) w surowicy krwi w zalezno$ci
od genotypu uwarunkowanego polimorfizmami genu MTHFR u pacjentéw z choroba
wiencowg. Badania przeprowadzone w ramach niniejszej pracy doktorskiej wykazaty,
Ze u pacjentow z angiograficznie potwierdzong CAD polimorfizm
c.[1286A>C];[1286 A>C] genu MTHFR (homozygota c.1286 A>C) wystgpowat istotnie
czesciej u pacjentow z CAD. Pomimo stosunkowo nielicznej grupy poddanej badaniu,
zwigzek jaki zaobserwowano cechowala znamienno$¢ statystyczna 1 wskazuje
to na potencjalne znaczenie tego polimorfizmu w etiologii CAD jako markera
genetycznego. Predyspozycja genetyczna (homozygota ¢.1286 A>C) przyczynita si¢ do
obserwowanych nizszych st¢zen 5S-MTHF w tej grupie pacjentéw z (CAD +). Zasadne sg
badania na wickszej grupie, aby stwierdzi¢ istotno$¢ korelacji ste¢zenia S-MTHF
z polimorfizmami genu MTHFR. Znajomo$¢ podloza genetycznego CAD polaczona
z oceng fenotypu na podstawie nowych biomarkerow moze przyczyni¢ si¢ do poprawy
oceny ryzyka sercowo-naczyniowego oraz rozwoju farmakogenomiki, koncentrujacej si¢
na indywidualnym doborze lekéw w zaleznosci od polimorfizmoéw genetycznych oraz
mutacji konkretnego pacjenta. Pomoze to uzasadni¢ stosowanie aktywnej (metylowane;j)
formy kwasu foliowego (5-MTHF) upacjentow zzaburzeniami metylacji

uwarunkowanych polimorfizmami genu MTHFR.



