34

Nr.3(24),2007 « e, .

PREVALENTA VARIANTELOR ALELICE GLU298ASP
ALE GENEI NOS3 LA PACIENTII CU INFARCT MIOCARDIC

THE PREVALENCE OF ALLELIC VARIANTS GLU2984SP OF NOS3 GENE
IN PATIENTS WITH MYOCARDIAL INFARCTION

Rezumat
Introducere. Sunt bine studiate functiile
vasodilatatoare si antiaterosclerotica
ale monoxidului de azot (NO). in ultimul
deceniu gena sintetazei NO tip 3
(NOS3, endoteliala) este cercetata in
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Summary

Background. The vasodilatative and
antiatherosclerotic functions of nitric
oxide (NO) are very good explored.
Last decade NO synthase gene type
3 (NOS3, endothelial) is explored as

calitate de posibila gena-candidata
pentru bolile cardiovasculare. Cateva ¢ )
lucrari tiintifice au publicat date despre Testemitanu
asocierea genotipului Asp/Asp-NOS3
cu un risc mai inalt pentru cardiopatia
ischemica si infarctul miocardic
B10111213,14], *- medic-angiografist
Obiectivul lucrarii |-a constituit  xx_joctor in biologie
evaluarea prevalentei variantelor
alelice Glu298Asp ale genei NOS3 la
pacientii cu infarct miocardic, pentru
stabilirea valorii ei de pronostic.
Material si metode. Lotul de baza I-
au format 164 pacienti cu infarct miocardic vechi, confirmat prin
ECG si EcoCG,; lotul martor a constat din 80 donatori fara maladii
cardiovasculare. Analizele genetice au identificat cele trei variante
alelice ale genei NOS3, utilizdnd PCR dupa metoda standard.
Rezultate si discutii. S-a inregistrat o incidenta statistic semnificativ
mai inalta a genotipului Asp/Asp la persoanele cu infarct miocardic
vechi (16,5%), comparativ cu persoanele fara maladii
cardiovasculare (8,75%; P<.05; OR-2,02).

Concluzii. Cercetarea prezenta demonstreaza o asociere a variantei
alelice Asp/Asp a genei NOS3 cu un risc inalt pentru infarctul
miocardic, fapt care cere studii in continuare.
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a candidate gene for cardiovascular

'Catedra Medicind Internd-Semiologie USMF “N. jiseases. Some studies have pub-

lished data concerning the associa-
tion of Asp/Asp-NOS3 genotype with
an increased risk of ischemic heart
disease (IHD) and myocardial infarc-
tion (MI). The aim of this study was to
evaluate the incidence of allelic vari-
ants Glu298 Asp of NOS3 gene for
establishing its prognostic value.
Material and methods. The main
group included 164 patients with old
MI confirmed by coronaroangio-
graphy, ECG and EcoCG; the control group consisted of 80 do-
nors without cardiovascular diseases. Genetic analyses have iden-
tified the three allelic variants of NOS3 gene, using RCR accord-
ing to the standard method.

Results and discussions. Was appreciated a statistically signifi-
cant higher incidence of Asp/Asp genotype among the persons
with an old myocardial infarction (16,5%) versus individuals with-
out cardiovascular diseases (8,75%; P<.05; OR-2,02).
Conclusions. The present study proved an association of the al-
lelic variant Asp/Asp of NOS3 gene with a high risk for MI, which
requires further explorations.

Introducere

Bolile cardiovasculare reprezintd principala cauza de
mortalitate si de morbiditate In lumea civilizatd. La baza majoritatii
bolilor cardiovasculare stau ateroscleroza si complicatiile sale.
Evaluarea functiei si a rolului patului vascular in initierea si in
promovarea acestui proces are o importanta clinica majora.

in 1980, Furchgott si Zawadzki au demonstrat rolul esential
pe care il are endoteliul in vasodilatarea produsa de acetilcolina,
revolutionand fiziologia cardiovasculara [, Ulterior, studii diferite
privind acest “organ” activ demonstreaza, ca disfunctia celulelor
endoteliale constituie cheia in aparitia si in progresarea bolilor
cardiovasculare, iar ameliorarea acesteia reprezinta o tintd
terapeutica.

Endoteliul normal, un organ autocrin, paracrin si endocrin,
regleaza homeostaza vasculara prin eliberarea unor substante cu
rol vasodilaltator, cum ar fi oxidul nitric (NO), prostaciclina sau
factorul hiperpolarizant derivat din endoteliu (EDHF) si a altora

cu rol vasoconstrictor, respectiv endotelina-1, angiotensina II si
anionii superoxid, noradrenalina. Cel mai important rol apartine
oxidului nitric. NO are proprietati antiaterogenice, inhiband
agregarea si adeziunea plachetard, proliferarea celulelor musculare
netede, permeabilitatea vasculara si procesele inflamatorii !,
Factorii de risc cardiovasculari traditionali promoveaza
ateroscleroza prin inducerea disfunctiei endoteliale. Disfunctia
endoteliala reprezintd scaderea sintezei de NO si un dezechilibru
intre factorii de relaxare si cei de contractie endoteliald. S-a
observat cé acest fenomen, privit ca disfunctie vasomotorica, apare
inaintea constituirii structuale a aterosclerozei si este un factor
esential in progresia acesteia. Fenomenul este explicat prin
cresterea permeabilitatii celulelor endoteliale disfunctionale pentru
particulele de LDL-colesterol, urmat de oxidarea acestora in intima
arteriald. In consecintd, sunt eliberate o serie de fosfolipide care
activeaza procesele inflamatorii i trombogenice, ca si eliberarea
factorilor de crestere, stimulandu-se astfel proliferarea celulelor
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musculare netede si a producerii de colagen in exces, cu progresia
placii de aterom.

Diverse studii demonstreaza rolul esential jucat de disfunctia
endoteliala in fiziopatologia bolilor cardiovasculare. Astfel, in
stadiul I al hipertensiunii arteriale esentiale, aproximativ 60%
dintre pacienti prezinta la biopsia subcutana gluteala vasodidilatare
inadecvatal¥. Acelasi fenomen a fost descris si in cazul DZ tip 1
sau 2, in boala coronariand, in boala arteriald periferica sau in
insuficienta renald™®. Disfunctia endoteliald poate fi relevata la
subiectii asimptomatici, dar cu risc pentru boala cardiovasculara,
demonstrandu-se astfel rolul acesteia in diagnosticul aterosclerozei
subclinice, in evaluarea pronosticului cardiovascular pe termen

mediu sau lung si in alegerea unei conduite terapeutice optime
(78]

Sunt bine cunoscuti in ziua de azi factorii de risc pentru bolile
cardiovasculare: vdrsta, stresul, sexul barbdtesc, fumatul,
sedentarismul, colesterolul total sporit, LDL-colesterol crescut,
HDL-colesterol scazut, boala ischemicd in anamnezd familiald,
hipertensiunea arteriald, diabetul zaharat, sindromul metabolic,
obezitatea, homocisteina maritd.

In ultimul deceniu s-a completat lista lor cu factori de risc
genetici, printre care sunt in proces de studiu unele variante
genetice ale monoxidului de azot (NO). Este binecunoscuta functia
vasodilatatoare si antiateroscleroticd a NO. Dintre cele trei forme
de NO sintetaza, care produc NO - NOS1 (neuronald), NOS2
(inducibila) si NOS3 (endoteliala), ultima este implicata in reglarea
tonusului vascular. Gena NOS3 este considerata gena-candidata
pentru bolile cardiovasculare. Sunt descrise 10 variante alelice
ale genei NOS3; prevalenta lor variaza in diferite grupuri etnice,
de aceea sunt necesare studii in acest domeniu in mai multe tari.
Este raportat cd genotipul Glu298 Asp se asociaza cu nivelul
crescut de NO in organism [*]. Cateva lucriri stiintifice au publicat
date despre asocierea genotipului Glu298Asp-NOS3 cu bolile
cardiovasculare P-10.1112.13.14]

Obiectivul prezentei lucriri l-a constituit evaluarea incidentei
variantelor alelice Glu298 Asp ale genei NOS3 la pacientii cu infarct
miocardic pentru stabilirea valorii ei de pronostic.

Material si metode

Lotul investigat I-a constituit 164 pacienti cu istoric de infarct
miocardic (141 barbati si 23 femei) cu o varsta medie de
59,31+0,98 ani, care s-au aflat sub observatie 1n sectiile Spitalului
Clinic Militar Central, ale Spitalului Clinic Feroviar Central
st.Chisindu, ale Spitalului ,,Sfanta Treime”, dintre care la 90 s-a
efectuat coronaroangiografie in conditiile Spitalului Clinic
Republican. Lotul martor a fost format din 80 donatori (60 barbati,
20 femei) fara maladii cardiovasculare, diabet zaharat sau
hipertensiune arteriala, cu o varstd medie de 56,30 + 1,37 ani.
Varsta medie in loturile investigate nu varia semnificativ. Toate
persoanele incluse in studiu au semnat un acord informativ de
colaborare.

Pacientii cu infarct miocardic vechi (IMV) si persoanele din
lotul martor au fost supusi examenului medical complex:
interview-ere cu completarea unei anchete, analogice
chestionarului CINDI, elaborat de OMS; examinare clinica si
investigatii paraclinice: electrocardiografie, ecocardiografie, teste
de laborator biochimice si generale.

Chestionarul OMS CINDI include ancheta Rose, datele
generale personale, evaluarea factorilor de risc pentru cardiopatia
ischemica. CINDI (Countrywide Integrated Noncommunicable
Disease Intervention) este un program, elaborat de OMS si

promovat de Oficiul Regional European al OMS in vederea
prevenirii maladiilor cronice.

Diagnosticul de cardiopatie ischemica cu IMV a fost confirmat
prin aortocoronarografie, prin prezenta undei Q patologice n mai
mult de 2 derivatii pe traseul ECG si prin Ecocardiografie.

Analizele genetice au permis identificarea celor trei variante
alelice Glu298Asp (genotipuri) ale genei NOS3 - Glu/Glu; Asp/
Asp; Glu/Asp.

ADN genomic a fost extras din probele de sange prin metode
standart [1°),

Identificarea genotipurilor genei NOS3 la persoanele
investigate s-a efectuat prin amplificarea exonului 7 al genei
NOS3, wutilizdnd metoda PCR, cu primerii 5’-
CATGAGGCTCAGCCCCAGAAC-3'(sense) si 5'-
AGTCAATCCCTTTGGTGCTCAC-3 (antisense), urmata de
digestie cu restrictaza Mbol pentru 16 ore la t- 37sC. In prezenta
T-ului la nivelul nucleotidului 894, care corespunde cu Asp298,
produsul PCR de 206-bp este separat in doud fragmente - de 119
bp si 87 bp. Produsele procesului de digestie au fost separate prin
electroforeza 1n gel de agaroza 1,5% si vizualizate prin fixarea cu
ethidium bromide.

Prelucrarea statistica a rezultatelor studiului a fost efectuata
cu utilizarea pachetului informatic SPSS. Testarea diferentei
comparative dintre diferite valori s-a realizat prin determinarea
criteriilor +, t, si a riscului relativ (OR).

Rezultate si discutii

In cercetarea noastra s-a stabilit o inalta incident a variantei
alelice Glu/Glu 1n ambele loturi de studiu (la pacientii cu IMV —
50,6%, la persoanele sanatoase — 62,5%). O prevalentd similara
inaltd a acestui genotip s-a inregistrat in majoritatea publicatiilor
de peste hotare > 131, desi in unele lucrari stiintifice repartizarea
genotipurilor a fost diferitd, diferentele fiind statistic
nesemnificativel'”. Incidenta variantelor alelice cercetate a variat
statistic nesemnificativ intre barbati si femei.

In studiul nostru in mediul pacientilor care au suferit infarct
miocardic variantele alelice ale genei NOS3 (Glu298Asp) s-au
repartizat astfel: Asp/Asp - 27(16,5%); Glu/Asp - 54 (33%); Glu/
Glu - 83(50,5%,).

in lotul martor s-a inregistrat urmdtorul tablou: /4 - 7(8,75%),
A/G-23(28,75%), G/G-50(62,5%) (Tab.1).

Tabelul 1
Varianta Pacienti
alelica cu IMV Lotul martor
Asp/Asp 16,5% 8,75%
Glu/Asp 33% 28,75%
Glu/Glu 50,5% 62,5%

Incidenta variantelor alelice ale genei NOS3 dupa
polimorfismul Glu298Asp in loturile studiate

Prevalenta factorilor de risc in loturile de studiu in majoritate
a variat nesemnificativ; doar ca numarul fumatorilor a fost mai
inalt in mediul persoanelor din lotul martor (Tab.2).

Caracteristicile persoanelor incluse in studiu

Reiesind din rezultatele obtinute poate fi observata o incidenta
aproximativ de 2 ori mai inalta a infarctului miocardic la
persoanele cu varianta alelica Asp/Asp (16,5%) comparativ cu
persoanele purtitoare de varianta alelica Glu/Glu (8,75%; P<.05).
Astfel, riscul relativ (OR) pentru infarctul miocardic al purtatorilor
de genotip Asp/Asp a constituit 2.02 (95% CI 1.66-3.77)(Fig.1).
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Tabelul 2
Pacientii Lotul P
cu IMV martor

N 164 80 .699

Varsts 59,3120,08 | 9630% | g0
1,37

Barbati/femei 141/23 60/20 600
BMI, kg/m2 24.2+0.8 23.9+0.3 578
Cholesterol, 507 £0.11 | 4.97:024 | 525
mmol/L
Fumator/nefumator 75189 43/37 .043
Istoric familial,+/- 85/79 32/48 .080

Riscul relativ pentru infarct miocardic pentru purtatorii alelei
A (variantele alelice Asp/Asp si Glu/Asp) a constituit 1.65 (95%
confidence interval 1.19-2.27) versus persoanele cu genotip Glu/

T

Glu. Acest indice este mai putin statistic semnificativ, fapt care
sugereaza ca riscul dezvoltarii infarctului miocardic este mai inalt
la persoanele homozygote cu varianta alelica Asp/Asp a genei
NOS3.

Hingorani A.D. aincercat s le explice bazele patofiziologice
ale implicarii polimorfismului genetic al genei NOS3 in disfunctia
endoteliala, indicand in lucrarea sa ca cercetirile moleculare au
demonstrat o activitate enzimatica echivalentd a NOS3 endoteliala
la purtatorii alelelor Asp298 si Glu298 ale genei NOS3, insa NOS3
produsa de alela Asp298 este supusa proteolizei selective in
celulele native si in tesuturi si astfel nivelul permanent al NOS3
active poate fi redus la purtatorii acestei alele '8l Astfel, purtitorii
alelei Asp298, daca sunt expusi influentelor nefaste ale mediului
inconjurator asupra functiei endoteliale, pot fi supusi unui risc
sporit de dezvoltare a aterosclerozei si a infarctului miocardic.

Limitarile studiului sunt incidenta micd a persoanelor
homozygote pentru Asp/Asp in mediul indivizilor inclusi in studiu,
desi o astfel de prevalentd este similara celei observate in mai
multe populatii (Italia, Japonia).
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Fig. 1. Distributia variantelor alelice Glu298Asp ale genei NOS3 in loturile studiate

Concluzii

1. Varianta alelicd Asp/Asp a genei NOS3 dupa
polimorfismul Glu298Asp in cercetarea prezentd demonstreaza
un risc relativ inalt pentru infarctul miocardic.

2. In perspectiva analiza genetico-molecular in familii va
permite estimarea gradului de risc de instalare a infarctului miocardic.

3. Datele prezentului studiu necesita investigatii in continuare
pe un lot mai mare de pacienti.
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