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I  WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

11B-HSD
11B-HSD1
11B-HSD2
9-AN
ACE-|
ACN
ACRD

ACTH
AIAT
allo-THE
allo-THF
AME
ARO
AspAT
AVP
BH,
BIA
BMI
BP
BSA
CBG
ccr

c'cr
cNOS
CRH
dATP
DBD
DCM
dCTP
ddNTP
dGTP
DHEA
DNA
dNTP
dTTP
DZM

E

ECFV
ENaC
eNOS, NOS3
ESC
ESH

FID
FAD
FLD
FMN
GALFs

dehydrogenaza 11B-hydroksysteroidowa

izoforma 1 dehydrogenazy 11B-hydroksysteroidowej

izoforma 2 dehydrogenazy 11B-hydroksysteroidowej

nitryl kwasu 9-antroilowego

inhibitory konwertazy angiotensyny (angiotensin-converting enzyme inhibitors)
acetonitryl

zespot pozornego niedoboru reduktazy kortyzonu (apparent cortisone reductase
deficiency)

hormon adrenokortykotropowy (adrenocorticotropic hormone)
aminotransferaza alaninowa

allo-tetrahydrokortyzon

allo-tetrahydrokortyzol

pozorny nadmiar mineralokortykosteroidéw (apparent mineralocorticoid excess)
aktywnos¢ reninowa osocza

aminotransferaza asparaginianowa

wazopresyna argininowa (arginine vasopressin)

tetrahydrobiopteryna

pomiar bioimpedancji elektrycznej (bioelectrical impedance analysis)
wskaznik masy ciata (body mass index)

ci$nienie tetnicze krwi (blood pressure)

surowicza albumina wotowa (bovine serum albumin)

globulina wigzgca kortykosteroidy (corticoid-binding globulin)

stezenie kreatyniny w surowicy

klirens kreatyniny

konstytutywna syntaza tlenku azotu

kortykotropina (corticotropin-releasing hormone)
deoksyadenozyno-5’-trifosforan

domena wigzgca DNA (DNA-binding domain)

dichlorometan

deoksycytozyno-5’-trifosforan

dideoksynukleotydy

deoksyguanozyno-5’-trifosforan

dihydroepiandrosteron

kwas deoksyrybonukleinowy

deoksynukleotydy

deoksytymidyno-5’-trifosforan

dobowa zbiérka moczu

kortyzon

objetos¢ ptynu zewnatrzkomdrkowego (extracellular fluid volume)
nabtonkowy kanat sodowy (epithelial sodium channel)

srodbtonkowa syntaza tlenku azotu, izoforma 3 syntazy tlenku azotu
Europejskie Towarzystwo Kardiologiczne (European Society of Cardiology)
Europejskie Towarzystwo Nadcisnienia Tetniczego (European Society of
Hypertension)

kortyzol

detektor ptomieniowo-jonizacyjny

dinukleotyd flawinoadeninowy

detektor fluorescencyjny (fluorescence detector)

mononukleotyd flawinowy

czynniki podobne do kwasu glicyretynowego (glycyrrhetinic acid-like factors)
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GKS
GR
GRE

HPA

HRE
HSD11B2
HSP

1.S.

ICFV
iNOS, NOS2
LBD

LDL

LOD
LoQ

MR

MS

NAD
NADH
NADP
NADPH
nNOS, NOS1
NO

NOS
NTD

NS

OR

OUN

P

PCOS
PCR
PCR-RFLP

PTH

RCF
RIA
RPM
RSD
SD
SPE
TEA
THF
TSH
UFE
UFF
UTR
wcC
WHR

glikokortykosteroidy
receptor glikokortykosteroidowy (glucocorticoid receptor)

elementy oddziatujgce z glikokortykosteroidami (glucocorticoid-response
elements)

0$ podwzgdrzowo-przysadkowo-nadnerczowa (hypothalamo-pituitary-adrenal
axis)

elementy odpowiedzi na hormon (hormone-response elements)

gen kodujacy izoforme 2 dehydrogenazy 11B-hydroksysteroidowe;j

biatko szoku termicznego (heat shock protein)

wzorzec wewnetrzny (internal standard)

objetos¢ ptynu wewnatrzkomoérkowego (intracellular fluid volume)
indukowalna syntaza tlenku azotu, izoforma 2 syntazy tlenku azotu
domena wigzaca ligand (ligand-binding domain)

lipoproteiny o niskiej gestosci (low density lipoprotein)

wykrywalnos¢ (limit of detection)

oznaczalnos¢ (limit of quantitation)

receptor mineralokortykosteroidowy (mineralocorticoid receptor)
spektrometr mas

dinukleotyd nikotynamidoadeninowy

zredukowany dinukleotyd nikotynamidoadeninowy

fosforan dinukleotydu nikotynamidoadeninowego

zredukowany fosforan dinukleotydu nikotynamidoadeninowego
neuronalna syntaza tlenku azotu, izoforma 1 syntazy tlenku azotu

tlenek azotu (nitric oxide)

syntaza tlenku azotu (nitric oxide synthase)

N-koricowa domena transaktywacyjna (N-terminal transactivation domain)
nieistotne statystycznie

iloraz szans (odds ratio)

osrodkowy uktad nerwowy

prednizolon

zespot policystycznych jajnikdw (polycystic ovary syndrome)

reakcja taricuchowa polimerazy (polymerase chain reaction)

reakcja tancuchowa polimerazy potgczona z analizg dtugosci fragmentéw
restrykcyjnych (polymerase chain reaction — restriction fragments length
polymorphism)

parathormon

chinuklidyna

wzgledna sita odsrodkowa (relative centrifugal force)

metoda radioimmunologiczna (radioimmunoassay)

liczba obrotéw rotora wirdwki na minute (revolutions per minute)
wzgledne odchylenie standardowe (relative standard deviation)
odchylenie standardowe (standard deviation)

ekstrakcja do fazy statej (solid phase extraction)

trietyloamina

tetrahydrokortyzol

tyreotropina (hormon tyreotropowy, thyroid-stimulating hormone)
frakcja niezwigzanego kortyzonu wydalona z moczem (urinary free cortisone)
frakcja niezwigzanego kortyzolu wydalona z moczem (urinary free cortisol)
fragmenty genu nieulegajace translacji (untranslated regions)

obwdd talii (waist circumference)

stosunek obwodu talii do obwodu bioder (waist to hip ratio)
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Il WSTEP

Choroby uktadu sercowo-naczyniowego sg gtdwng przyczyng przedwczesnych zgondéw we
wszystkich czesciach $wiata. Wedtug danych Swiatowej Organizacji Zdrowia z powodu chordb
sercowo-naczyniowych, a przede wszystkim z powodu zawatéw serca i udaréw, kazdego roku umiera
na catym Swiecie ok. 17 milionéw ludzi. Problem ten dotyczy w rownym stopniu kobiet i mezczyzn,
zaréowno w krajach rozwinietych, jak i rozwijajgcych sie. Badania NATPOL Il PLUS z 2002 roku
wykazaty, ze w Polsce na nadci$nienie tetnicze choruje ok. 8,6 miliona osdb, a kolejne 8,9 miliona jest
w grupie ryzyka rozwojem choroby. Badania WOBASZ z 2005 roku wskazujg, ze problem nadcisnienia
dotyczy az 42,1% mezczyzn i 32,9% kobiet w populacji dorostych Polakéw. Niepokojacy jest jednak
fakt, ze u wiekszosci chorych terapia jest nieskuteczna, co jest szczegdlnie groine, zwazywszy na
bardzo powazne powiktania wynikajace z diugotrwatego niewyréwnanego nadcisnienia tetniczego.
Wymienione dane epidemiologiczne s3 wysoce niepokojgce i Swiadczg o tym, jak wazny jest to
problem spoteczny. Ponadto, wykazano S$cistg korelacje pomiedzy wartosciami cisnienia krwi
a ryzykiem rozwoju choréb sercowo-naczyniowych. Im wyzsza wartos¢ cisnienia tetniczego, tym
wieksze zagrozenie wystgpieniem zawatu serca, udaru mdzgu, niewydolnosci serca czy chordb nerek.
Co wiecej, nadcisnienie tetnicze czesto ma utajony przebieg i przez diugi czas moze nie dawac
charakterystycznych objawéw prowadzacych do rozpoznania choroby i wdrozenia odpowiedniej
terapii. Dodatkowo, u ok. 90% pacjentéw cierpigcych na nadcisnienie tetnicze etiologia choroby nie
jest znana. Dlatego poszukuje sie nowych metod wykrywania choroby na jak najwczesniejszym jej
etapie, kiedy nie wystepujg jeszcze grozne powikfania narzgdowe. Duzego znaczenia nabierajg w tym
Swietle badania metabolomiczne majgce na celu znalezienie dyskretnych zmian profilu
biochemicznego organizmu i wyodrebnienia zwigzkéw — markeréw stanéw patologicznych, ktére
pojawiajg sie juz na wczesnym etapie rozwoju choroby.

Zespot pozornego nadmiaru mineralokortykosteroidéw (AME) jest jedng z dziedziczonych postaci
nadci$nienia  tetniczego, w ktérym obserwuje sie utrate aktywnosci dehydrogenazy
11B-hydroksysteroidowej izoformy 2 (11B-HSD2) spowodowang mutacja w genie HSD11B2
kodujgcym ten enzym. Skutkuje to zaburzeniem metabolizmu kortyzolu (F), ktéry zaczyna
oddziatywac¢ na receptor mineralokortykosteroidowy (MR) powodujgc efekty charakterystyczne dla
nadmiaru mineralokortykosteroidéw. Podejrzewa sie, ze lzejsze defekty 11B-HSD2 mogg lezed
u podstaw powstawania nadcis$nienia tetniczego pierwotnego, szczegdlnie tego z sodowrazliwoscig,
niskoreninowego, z niskim poziomem potasu. Aktywnos¢ wymienionego enzymu ocenia sie na
podstawie poziomdéw endogennych glikokortykosteroidéw: F, kortyzonu (E) oraz ich metabolitow.
Rownie pomocne sg badania genetyczne majace na celu ustalenie wystepowania mutacji w genie

HSD11B2.

14



WSTEP

Zaproponowane w tej pracy badania majg na celu okreslenie aktywnosci 113-HSD2 u chorych
z pierwotnym nadcisnieniem tetniczym oraz ocene przydatnosci poziomdéw endogennych
glikokortykosteroidéw i ich metabolitéw jako markerdw nadcisnienia tetniczego. Analiza profilu
steroidowego zostata poszerzona o badania genetyczne w celu ustalenia wystepowania mutacji
w genie kodujgcym wymieniony enzym. W przypadku pozytywnych rezultatéw, badania te mogtyby
znalez¢ zastosowanie w wykrywaniu nadcisnienia tetniczego juz na bardzo wczesnym etapie rozwoju
choroby, co wigzatoby sie z uniknieciem powiktan. Ustalenie przyczyny schorzenia wigzatoby sie takze

z bardziej racjonalng, a zarazem skuteczng terapia.
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CEL PRACY

il CEL PRACY

Celem pracy byta ocena funkcjonowania 11B-HSD2 u chorych z pierwotnym nadci$nieniem
tetniczym w kontekscie przydatnosci pozioméw endogennych GKS w ptynach biologicznych jako
markerdw choroby nadcisnieniowej.

Cel badan byt realizowany przez wykonanie kolejnych zadan:

1. Opracowanie odpowiednio czutej, selektywnej, precyzyjnej i doktadnej metody HPLC
z detekcja fluorescencyjng do oznaczania pozioméw endogennych: F i E w moczu i w osoczu oraz
ich tetrahydro- i allo-tetrahydro- metabolitéw w moczu.

2. Analiza pozioméw endogennych GKS i ich metabolitéw u chorych z nadcisnieniem tetniczym oraz
w grupie kontrolnej zdrowych ochotnikdéw.

3. Wyznaczenie parametréw oceniajgcych aktywnos¢ 11B-HSD2 u chorych z nadcisnieniem
tetniczym oraz w grupie kontrolnej.

4. Analiza struktury fragmentéw kodujgcych genu HSD11B2 w celu ustalenia wystepowania mutacji
mogacych wptywaé na funkcje 11B-HSD2.

5. Ocena korelacji pomiedzy genotypem — wystepowaniem mutacji w genie HSD11B2, oraz

fenotypem — poziomami endogennych GKS i ich metabolitéw u chorych.
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IV CZESC TEORETYCZNA
1. Glikokortykosteroidy

Glikokortykosteroidy (GKS), ktérych najwazniejszym przedstawicielem u cztowieka jest kortyzol
(F), biorg udziat w regulacji wielu podstawowych funkcji fizjologicznych, a takze sg niezbedne
w utrzymaniu homeostazy w warunkach stresu. GKS biorg udziat niemal w kazdym procesie
fizjologicznym organizmu i odgrywajg kluczowg role w decydujgcych procesach biologicznych, takich
jak: wzrost, rozmnazanie, metabolizm, procesy odpornosciowe i zapalne, funkcjonowanie OUN,
uktadu sercowo-naczyniowego oraz utrzymanie homeostazy wodno-elektrolitowej [1-8].

Syntetyczne GKS stanowig takze grupe lekéw, ktére sg szeroko stosowane w terapii chordb
o podtozu zapalnym, autoimmunologicznym i limfoproliferacyjnym [1]. Stanowig niezbedny element
leczenia w wielu dziedzinach medycyny:

- reumatologii — m.in. w terapii reumatoidalnego zapalenia stawdw, tocznia uktadowego,
kolagenoz;

« okulistyce — przede wszystkim w stanach alergicznych i zapalnych w obrebie gatki ocznej;

- dermatologii — zewnetrznie w przebiegu schorzen alergicznych Ilub wewnetrznie

w autoimmunologicznych chorobach skory;

- otolaryngologii — w ostrych stanach zapalnych lub chorobach autoimmunologicznych;

- endokrynologii — np. w niedoczynnosci kory nadnerczy i przysadki mézgowej;

«  pulmonologii i alergologii — jako podstawa terapii astmy oskrzelowej;

- gastroenterologii — w nieswoistych zapaleniach jelit;

« potoznictwie — GKS przyspieszajg dojrzewanie nabtonka pecherzykéw ptucnych — podawane s3
kobietom ciezarnym przy zagrozeniu przedwczesnym porodem;

- ortopedii — w stanach zapalnych, po urazach;

- onkologii i hematologii — wykorzystywane sg wtasciwosci immunosupresyjne GKS, wchodzg one

w sktad wiekszosci schematéw chemioterapii;

« neurologii — w celu obnizenia cisnienia s$rddczaszkowego oraz jako leki przeciwzapalne

w chorobach osrodkowego i obwodowego uktadu nerwowego;

- transplantologii — wykorzystuje sie wtasciwosci przeciwzapalne GKS oraz hamujgce odrzucenie

przeszczepu [9-12].
1.1. Budowa chemiczna GKS

GKS sg pochodnymi cholesterolu, a ich budowa opiera sie na ukfadzie
1,2-cyklopentanoperhydrofenantrenu, zwanego steranem (Ryc. 1) [13,14]. W 17-weglowym uktadzie
steranu kolejne pierscienie cykloheksanowe oznaczane sg literami A, B, C, natomiast pierscien
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cyklopentanowy — literg D. Wystepuje tu 6 asymetrycznych atoméw wegla: 5, 8, 9, 10, 13, 14.
Pierscienie cykloheksanowe przyjmujg konformacje krzestowgq. Pierscienie B i C oraz C i D maja
konfiguracje trans, natomiast w zaleznosci od wzajemnej orientacji pierscieni A i B ukfad steranu
przyjmuje nazwe 5a-gonanu (w przypadku konfiguracji cis) lub 5B-gonanu (w przypadku konfiguracji

trans) (Ryc. 2) [14].

Sa-gonan 53-gonan

Ryc. 2. Schemat budowy 5a-gonanu oraz 5B-gonanu z uwzglednieniem przestrzennej konformacji
pierscieni A, B, C, D [14].

Steroidy wydzielane przez kore nadnerczy mozna podzieli¢ na dwa rodzaje: androgeny, ktérych
struktura opiera sie na 19-weglowym uktadzie androstanu, oraz kortykosteroidy, ktére s3
pochodnymi pregnanu (Ryc. 3). Pregnan to uktad 21-weglowy, ktory rézni sie od strukturalnego
uktadu steranu tym, ze posiada dodatkowe grupy metylowe w pozycjach 10 i 13 oraz taricuch boczny
(podstawnik etylowy) w pozycji 17. Dodatkowo, kortykosteroidy posiadajg w pozycji 17 grupe
hydroksylowg, dlatego czesto sg nazywane 17-hydroksykortykosteroidami. Zwigzki te wykazujg

dziatanie mineralo- lub glikokortykosteroidowe [13,14].
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ANDROSTAN PREGNAN
Ryc. 3. Schemat budowy 19-weglowego androstanu oraz 21-weglowego pregnanu [14].

Do naturalnych GKS w organizmie cztowieka nalezg: F, na ktéry przypada ok. 95% aktywnosci

glikokortykosteroidowej oraz kortyzon (E) i kortykosteron (Ryc. 4) [2,15,16].

HOH,C HOH,C HOH,C
o o o
HO CH; - (o) CH; / wion HO CH;
H;C
o Y o
KORTYZOL (F) KORTYZON (E) KORTYKOSTERON

Ryc. 4. Wzory strukturalne kortyzolu (F), kortyzonu (E) oraz kortykosteronu (kolorowym ttem
zaznaczono elementy budowy charakterystyczne dla danego steroidu) [14].

1.2.  Biosynteza hormonow kory nadnerczy

GKS sg wydzielane przez kore nadnerczy [7-9,13,15-19]. Nadnercza to parzyste gruczoty lezace
powyzej nerek, kazdy o masie ok. 5g (Ryc. 5) [19]. Kora nadnerczy sktada sie z trzech warstw
stanowigcych ok. 80-90% masy catego gruczotu: warstwy ktebkowatej, pasmowatej oraz siatkowatej
[13,16,19]. Warstwy te cechujg sie odmienng specjalizacjg: GKS wydzielane sg przez warstwe
pasmowatg, warstwa siatkowata wydziela gtéwnie androgeny, natomiast za sekrecje
mineralokortykosteroidéw, ktérych gtdéwnym przedstawicielem jest aldosteron, odpowiada warstwa
ktebkowata [7-9,13,15-17,19]. Z kory nadnerczy wyizolowano dotychczas ponad 50 réznych zwigzkow
steroidowych (stanowig one posrednie metabolity w steroidogenezie), tylko 8 z nich jest aktywnych

biologicznie, a tylko 2 — F i aldosteron, sg waznymi zyciowo hormonami kory nadnerczy [16].
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Ryc. 5. Schemat budowy i lokalizacji nadnerczy [20].
Gorna czesc¢ ryciny przedstawia przekrdj poprzeczny
przez prawe nadnercze; dolna czes¢ - potozenie

nadnerczy wzgledem nerek.
LEWE

NADNERCZE
PRAWE /
NADNERCZE A

Prekursorem w syntezie steroidow

nadnerczowych jest cholesterol, pochodzacy

\
e 55 | . , . . .
§ LS /) w wiekszosci z krgzacych w osoczu lipoprotein
/ o matej gestosci (LDL). Cholesterol (uktad

. ‘ D dwudziestosiedmioweglowy) jest uwalniany

z potgczen estrowych, w postaci ktorych jest

:"\L,\

PRAWA NERKA| @ LEWA NERKA magazynowany, przy udziale esterazy

i transportowany w postaci wolnej do
mitochondrium [13,16,19,21]. Szlak syntezy steroidéw nadnerczowych (Ryc. 6) rozpoczyna reakcja
usuniecia sze$cioweglowego fragmentu z faricucha bocznego cholesterolu, katalizowana przez enzym
zwany desmolazg cholesterolu lub inaczej enzymem odszczepiajagcym tancuch boczny [13,17,21].
Powstaty w tej trzyetapowej reakcji dwudziestojednoweglowy pregnenolon jest zwigzkiem, z ktérego
syntetyzowane sg wszystkie hormony kory nadnerczy [16]. Jest to takze etap decydujacy o szybkosci
procesu steroidogenezy w nadnerczach i jednoczesnie podlegajacy regulacji przez hormon
adrenokortykotropowy (ACTH, adrenocorticotropic hormone) [16,19,21]. Nastepnie pregnenolon
przechodzi do siateczki sSrédplazmatycznej, gdzie czesciowo jest utleniany do progesteronu w reakcji
katalizowanej przez dehydrogenaze 3B-hydroksysteroidowg [13,17]. Kluczowym enzymem szlaku
syntezy F jest natomiast hydroksylaza 17a-steroidowa [17]. Jest ona odpowiedzialna za dwie reakcje
enzymatyczne — hydroksylacje pregnenolonu lub rzadziej progesteronu oraz odszczepienie taricucha
bocznego. We wspomniane] reakcji hydroksylacji powstajg odpowiednio: 17a-hydroksypregnenolon
i 17a-hydroksyprogesteron (powstajgcy w znacznie mniejszej ilosci). Hydroksylaza 17a-steroidowa
ma takze wtasciwosci liazy, dzieki ktérej z 17a-hydroksypregnenolonu i 17a-hydroksyprogesteronu
(C,; steroidy) powstajg poprzez odczepienie tancucha bocznego dehydroepiandrosteron (DHEA)
i androstendion (Cy9 steroidy) [13,17]. 17a-hydroksypregnenolon jest przeksztatcany do
17a-hydroksyprogesteronu przy udziale wspomnianej juz dehydrogenazy 3B-hydroksysteroidowe],
dziatajacej tu jako izomeraza (katalizujacej izomeryzacje wigzania podwdjnego A’ do A*) [17,21].
Kolejny etap steroidogenezy zachodzi takze w siateczce Srédplazmatycznej i polega na hydroksylacji

17a-hydroksyprogesteronu  w pozycji 21 (reakcja jest katalizowana przez hydroksylaze
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21-steroidowg) do 11-deoksykortyzolu. Zwigzek ten przenoszony jest nastepnie do mitochondriéw
i hydroksylowany przy udziale hydroksylazy 11B-steroidowej do F, ktéry jest koicowym produktem
syntezy GKS, wydzielanym do krwi [13,16,17,21].

CHOLESTEROL

desmolaza cholesteroiu

HaC
& hydroksylaza
CHy 17a-steroidowa
HyC
- PREGNENOLON e

liaza

———— > DHEA

Qe

17a-hydroksypregnenolon

dehydrogenaza
dehydrogenaza 38-hydroksysteroidowa 38-hydroksysteroidowa
v HyC A 4 HC
o v
s /s liaza
. 5 androstendion

17a-hydroksyprogesteron

{0
hydroksylaoza
. 17a-steroidowa
=
PROGESTERON
(e} o)

hydroksylaza 21-steroidowa

HOM,C
HOH,C \ 4 2

\ 4
0
{e]
CHj oo
" OH
HyC
11-deoksykortykosteron J 11-deoksykortyzol
o]

hydroksylaza 118-steroidowa

HOH,C HOH,C

v
o] 0
HO. e HO, i i OH
HaC
KORTYKOSTERON » KORTYZOL
(o]

syntetaza aldosteronu

A 4

ALDOSTERON

Ryc. 6. Schemat steroidogenezy [9,13,16,17,21,22].
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W warstwie ktebkowatej brakuje 17a-hydroksylazy, dlatego progesteron nie moze tu zostac
przeksztatcony w F [16]. Jesli hydroksylacje progesteronu w pozycji 17 (dziatanie 17a-hydroksylazy)
poprzedzi reakcja przy weglu 21 (dziatanie hydroksylazy 21-steroidowej), to w konsekwencji

nastepuje aktywacja szlaku syntezy kortykosteronu i aldosteronu [17].

1.3.  Regulacja wydzielania i transport GKS

Regulacja sekrecji endogennych GKS odbywa sie za posrednictwem podwdjnego ujemnego
sprzezenia zwrotnego, pod kontrolg osi podwzgdérzowo-przysadkowo-nadnerczowej (HPA,
hypothalamo-pituitary-adrenal axis) [2,3,5-9,18,19,21]. Gtéwnym czynnikiem kontrolujgcym
wydzielanie F jest ACTH [16,21,22]. ACTH powstaje z prekursora, jakim jest pro-opiomelanokortyna,
ktora w komoédrkach kortykotropowych jest przeksztatcana do ACTH i PB-endorfiny [2,6,19].
Wydzielanie ACTH z przedniego ptata przysadki jest regulowane przez podwzgoérze i OUN za
posrednictwem dwdch neurotransmiteréw: wazopresyny argininowej (AVP, arginine vasopressin)
oraz hormonu uwalniajgcego  kortykotropine  (CRH, corticotropin-releasing  hormone)
[4-6,8,9,16,18,21]. Sekrecja CRH jest natomiast hamowana w uktadzie podwédjnego ujemnego
sprzezenia zwrotnego przez GKS (dtuga petla sprzezenia zwrotnego) i ACTH (krétka petla sprzezenia
zwrotnego) [16].

Zmiany stezenia F w osoczu $cisle odpowiadajg zmianom poziomu ACTH [16,19,21]. Istniejg trzy
elementy regulacji neuroendokrynnej:

« rytm dobowy [3-6,8,13,19,21] — fluktuacje poziomu F w osoczu podlegajg scisle okreslonemu
rytmowi dobowemu. W prawidtowych warunkach sekrecja F wzrasta nocg, okoto 3-5 godziny
snu, a szczyt wydzielania przypada na pierwszg godzine po przebudzeniu. W nastepnych
godzinach porannych poziom F w osoczu szybko spada. W ciggu dnia wystepuje jeszcze kilka
pulsdow wydzielniczych, najczesciej zwigzanych z positkami lub wysitkiem fizycznym. Najnizszy
poziom F w ciggu doby obserwuje sie w pdinych godzinach wieczornych i w pierwszych
godzinach snu. Rytm dobowy podlega duzej zmiennosci miedzyosobniczej, gdyz wptywajg na
niego miedzy innymi zmiany w godzinach snu, pory positkdw, oswietlenie, stres fizyczny
i psychiczny oraz niektére choroby.

- reakcja na czynniki stresowe [2,4-6,8,13,16,19,21,23] — dobowe fizjologiczne wahania poziomu
ACTH, a co za tym idzie takze F, sg stosunkowo niewielkie w pordwnaniu ze zmianami
w warunkach dziatania czynnikdw stresowych. Przedtuzajgce sie narazenie organizmu na bodzce
stresowe prowadzi wrecz do zniesienia rytmu dobowego. Do czynnikdw stresowych mozina
zaliczy¢ miedzy innymi: hipoglikemie, wszelkiego rodzaju urazy (takze zabiegi operacyjne),
zakazenia, wahania temperatury ciata, bdl, wysitek fizyczny, stany emocjonalne (np. strach,

ztod¢). ACTH i F sg wydzielane w ciggu kilku minut od momentu, kiedy dziatanie czynnika
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stresowego osiggneto wartos¢ progowa. Dochodzi wtedy do wzrostu wydzielania CRH
w podwzgdrzu i nasilenia sekrecji ACTH z przysadki. W mechanizmie odpowiedzi organizmu na
dziatanie bodzZca stresowego uczestniczg takze inne hormony (m.in. aldosteron, hormon wzrostu,
wazopresyna) oraz uktad wspdtczulny.

« ujemne sprzezenie zwrotne [2,4,6,8,13,19,21] — GKS zwrotnie hamujg aktywnosé¢ HPA

zmniejszajgc wydzielanie CRH, ACTH, a w konsekwencji F.

F krazy w osoczu w wiekszosci w postaci zwigzanej z biatkami, bardzo niewielkg cze$¢ stanowi
wolna frakcja F [5,7,13,19]. Za transport F w osoczu odpowiada przede wszystkim (w ok. 70-90%)
globulina wigzaca kortykosteroidy (CBG, corticosteroid-binding globulin), zwana takze transkortyng
[5,7,8,13,18,19,21]. F wigze sie takze w niewielkiej ilosci (w ok. 6-20%) z albuminami osocza
[5,8,13,19,21]. Steroidy w potgczeniach z biatkami sg nieaktywne, frakcje czynng biologicznie
stanowig hormony niezwigzane (ok. 3-10% catkowitej puli F w tozysku naczyniowym) [5,7,19,21].
Czasteczki F sg silnie lipofilowe, o stosunkowo niewielkiej masie czgsteczkowej (362,46 Da) i tatwo
przenikajg przez btony komdérkowe na drodze dyfuzji biernej [5,18]. Biologiczny okres péftrwania F
w osoczu wynosi $Srednio 60-90 minut [5,13,21,24].

CBG jest a,-glikoproteing o masie czgsteczkowej rzedu 50-60 kDa [5,21]. Powstaje ona gtéwnie
w watrobie, a jej synteze zwiekszajg estrogeny [13]. Dlatego tez wzrost produkcji CBG obserwowany
jest w stanach hiperestrogenizmu — m.in. podczas cigzy, przyjmowania estrogendw lub doustnych
srodkéw antykoncepcyjnych [13,21]. Wraz ze zwiekszeniem stezenia CBG w osoczu, wieksza ilos¢ F
ulega zwigzaniu i poczatkowo zmniejsza sie frakcja wolna hormonu. To jednak pobudza sekrecje
ACTH, co powoduje wydzielanie F az do momentu ustalenia sie nowego stanu rownowagi — catkowite
stezenie F w osoczu jest wyzsze, ale wiecej F jest tez zwigzane z biatkami, wiec frakcja wolna
pozostaje w zakresie prawidtowym. Odwrotnie jest w przypadku, gdy stezenie CBG spada,

np. w niedoczynnosci tarczycy czy marskosci watroby [13].

1.4. Dziatanie GKS

Dziatanie GKS wywierane jest za posrednictwem specyficznych wewnatrzkomdrkowych
receptorow glikokortykosteroidowych (GR, glucocorticoid receptor), znajdujacych sie zaréwno
w cytoplazmie, ale takie w jadrze komérkowym [1-3,8,10,12,18,21,25-28]. GR, obok receptoréw
mineralokortykosteroidowych (MR, mineralocorticoid receptor), androgenowych, progesteronowych
i estrogenowych, nalezg do rodziny biatek, ktore zostajg zaktywowane przez zwigzanie hormonu.
Zostaty one zakwalifikowane do podrodziny 3 receptoréow jgdrowych - zaleznych od liganda
czynnikow transkrypcyjnych. W strukturze tych receptoréw mozna wyrdznic trzy wyrazne fragmenty:

N-koricowg domene transaktywacyjng (NTD, N-terminal transactivation domain), domene wigzgca
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DNA (DBD, DNA binding domain) oraz domene tgczacga sie z ligandem (LBD, ligand binding domain)
[1,8,18,21,27]. DBD jest regionem bogatym w cysteine, ktéry po schelatowaniu jondw cynku
przyjmuje konformacje palca cynkowego [1,8,18,21,26]. LBD posiada sekwencje wigzaca ligand, ale
takze aktywujacg transkrypcje oraz wigzaca biatka szoku termicznego (HSP, heat shock protein)
[1,27]. Poszczegdlne receptory z tej podrodziny zachowaty znaczng homologie w obrebie DBD i LBD,
np. GR i MR majg w tych domenach odpowiednio w 94% i 56% identyczng sekwencje aminokwasowg
[18,21,29]. W szczegdtowych badaniach dotyczgcych tych receptoréw wykazano ponadto, ze MR i GR
wigzg sie z identycznymi sekwencjami DNA regulowanych przez siebie genow (elementy odpowiedzi
na hormon, HRE, hormone-response elements) [18,25,29,30].

Przy braku liganda receptory steroidowe wystepujg jako cytoplazmatyczne, multimetryczne
kompleksy zawierajgce biatka opiekuricze, m.in. HSP [1,2,8,18,21,27]. Po wniknieciu F do komdérki
i zwigzaniu z receptorem nastepuje zmiana konformacji przestrzennej, czego skutkiem jest
oddysocjowanie biatek opiekuiczych i przeniesienie kompleksu GR-GKS do jgdra komoérkowego
[1-3,12,18,27,28]. W jadrze zachodzi dimeryzacja, gdyz dopiero jako homodimer kompleks GR-GKS
moze przytaczy¢ sie do sekwencji regulatorowych DNA, tzw. elementéw oddziatujgcych z GKS (GRE,
glucocorticoid-response elements) [1-3,8,10,12,18,21,28]. Kompleks GR-GKS spetnia funkcje czynnika
transkrypcyjnego lub tez oddziatuje z innymi czynnikami transkrypcyjnymi, regulujgc ekspresje gendéw
docelowych. Moze on stymulowaé lub hamowa¢ transkrypcje poszczegdlnych gendéw: w przypadku
aktywacji genu sekwencje GRE, z ktérg zwigzat sie kompleks, nazywamy pozytywng, natomiast
w przypadku zahamowania transkrypcji — GRE nazywamy negatywng [1-3,8,18,28]. Po aktywacji lub
zahamowaniu transkrypcji regulowanych gendw, kompleks GR-GKS ulega dysocjacji i nie wykazuje
tak duzego powinowactwa do GRE. Niezwigzany z ligandem GR przez jaki$ czas pozostaje jeszcze
w obrebie jgdra komdrkowego, a nastepnie jest transportowany do cytoplazmy [1]. GKS wptywajg na
wiele gendw réwniez bez bezposredniego oddziatywania z DNA, odbywa sie to na drodze
bezposrednich interakcji biatko-biatko kompleksu GR-GKS z innymi czynnikami transkrypcyjnymi
[1-3,10,12,18,28].

Opisane powyzej efekty GKS zwigzane z wplywem na transkrypcje gendw byty do niedawna
uznawane za jedyny mechanizm dziatania tych hormondéw. Efekty te pojawiajg sie z opdznieniem
(synteza swoistych biatek rozpoczyna sie zazwyczaj po ok. 30 minutach od ekspozycji komdrek na
GKS) [28]. Znane s3 jednakze efekty dziatania GKS pojawiajgce sie duzo szybciej, co dowodzi istnienia
innego, niegenomowego mechanizmu dziatania [2,8,11,12,18,21,28]. Funkcje te spetniajg GKS przede
wszystkim za posrednictwem GR wystepujgcych w btonie komdrkowej, uruchamiajac system
przekaznikéw, ktore w konsekwencji zmieniajg bieg niektorych proceséw komarkowych [2,8,12,28].

Niegenomowe dziatanie GKS moze sie odbywac takie bez udziatu receptoréow i wtedy wigze sie
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przede wszystkim z oddziatywaniem GKS na btonowe kanaty jonowe i zmiane przepuszczalnosci bton

komoérkowych [8,28].

GKS wywierajg dziatanie antyinsulinowe. Zwiekszajg poziom glukozy we krwi, hamujac
obwodowy wychwyt glukozy przez miesnie i tkanke ttuszczowgq. Dziatanie antyinsulinowe nie dotyczy
jednak mdzgu i serca, waznych dla zycia narzadéw, dla ktdrych glukoza jest podstawowym Zrédtem
energii. W watrobie GKS nasilajg proces glukoneogenezy poprzez stymulacje aktywnosci enzymow:
glukozo-6-fosfatazy oraz karboksykinazy fosfoenolopirogronianowej. Pod wptywem GKS zwieksza sie
uwalnianie substratow dla glukoneogenezy z tkanek obwodowych, w szczegdlnosci z miesni.
Zwiekszona jest takze reaktywnos$¢ watroby na glukagon. Poprzez spadek obwodowego wychwytu
glukozy GKS powodujg zwiekszenie wydzielania insuliny, co indukuje insulinoopornosé. Wzrost
poziomu glukozy we krwi prowadzi do cukrzycy pochodzenia nadnerczowego (dziatanie
diabetogenne) w stanach przewlektego nadmiaru GKS. W przypadku niewydolnosci nadnerczy
stezenie glukozy we krwi utrzymuje sie na prawidtowym poziomie, jednak tylko przy zachowanej
odpowiedniej podazy kalorii. Przy niedoborze GKS niewystarczajgca podaz pozywienia moze
doprowadzi¢ do zagrazajgcej zyciu hipoglikemii [2,9,13,16,21,31].

Efekt glukoneogeniczny GKS wigze sie $cisle z wptywem na metabolizm biatek. Mobilizacja
substratéw dla glukoneogenezy powoduje katabolizm biatek w tkankach pozawatrobowych,
szczegdlnie w miesniach i tkance kostnej. Zwiekszone stezenie aminokwaséw we krwi skutkuje
nasileniem ich przemian w komérkach watroby, po pierwsze metabolizmu (deaminacja,
transaminacja, glukoneogeneza), ale takie zwiekszeniem syntezy nowych biatek w watrobie
(dziatanie anaboliczne). Rozpad biatek w tkankach pozawatrobowych prowadzi do ujemnego bilansu
azotowego, ktory moze by¢ przyczyng zanikdéw miesniowych i osteoporozy [7,9,13,16,21].

Dominujgcym efektem dziatania GKS w tkance ttuszczowej jest nasilenie uwalniania kwasow
ttuszczowych (lipoliza) oraz ich spalanie. Uwolnione kwasy ttuszczowe sg w wiekszym stopniu
wykorzystywane zamiast glukozy do produkcji energii. Wynikiem tego moze byé nagromadzenie
w organizmie ciat ketonowych (dziatanie ketogenne), szczegdlnie u chorych na cukrzyce, gdyz u oséb
zdrowych jest ono znoszone przez wieksze wydzielanie insuliny wskutek zwiekszonego poziomu
glukozy we krwi [2,9,13,16,21]. Obok omodwionego dziatania lipolitycznego, GKS sprzyjajg takze
rozwojowi tkanki ttuszczowej trzewnej. Wykazano, ze F wptywa juz na preadipocyty, przyspieszajgc
ich réznicowanie do adipocytéw. Reguluje takze ekspresje gendw dojrzatych komérek ttuszczowych
sprzyjajac ich przerostowi i akumulacji lipidéw [2,7,31]. Nieréwnomierne odktadanie tkanki
ttuszczowej jest charakterystycznym objawem nadmiaru GKS. W wyniku dziatania GKS zwieksza sie
catkowita zawartosc¢ ttuszczow w organizmie kosztem biatek, a nagromadzona tkanka ttuszczowa ma
charakterystyczne rozmieszczenie w okolicach twarzy, karku, tutowia i brzucha (charakterystyczna

cecha w zespole Cushinga) [16,21,23]. Przewlekte narazenie na nadmiar GKS prowadzi do nadmiaru
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triglicerydéw magazynowanych w watrobie, ze wzgledu na ich uposledzony metabolizm na drodze
B-oksydacji. Ponadto, nadmierne pobudzenie GR w watrobie moze powodowac dyslipidemie poprzez
zahamowanie aktywnosci lipazy lipoproteinowej w tkance ttuszczowej [2].

GKS wptywaja na gospodarke wodno-elektrolitowq poprzez oddziatywanie na dwa typy
receptorow: GR i MR. Fizjologicznie — poprzez pobudzenie GR, GKS zwiekszajg filtracje ktebuszkowg
i pobudzajg diureze oraz hamujg wydzielanie hormonu antydiuretycznego, co prowadzi do usuniecia
nadmiaru wody z organizmu (dziatanie przeciwobrzekowe) [9,13,16,19,21]. W przypadku nadmiaru
GKS, F pobudza MR, ktéry in vitro wykazuje podobne powinowactwo do aldosteronu i F [25,26,32].
To skutkuje retencjg sodu i wody w kanalikach nerkowych, zwiekszeniem objetosci ptyndow
zewngtrzkomorkowych i moze prowadzi¢c do powstawania nadci$nienia tetniczego (szczegdtowy
mechanizm hipertensyjnego dziatania GKS zostanie oméwiony w rozdziale 3.2.3.) [25,31,33,34].

F i inne GKS wykazujg takze dziafanie przeciwzapalne i przeciwalergiczne, hamujac reakcje
zapalne i alergiczne na réznych etapach. Miedzy innymi stabilizujg btony lizosoméw, a takze hamuja
fosfolipaze A, ograniczajgc tym samym synteze prostaglandyn. Ponadto zmniejszaja
przepuszczalnos¢ naczyn wtosowatych oraz zmniejszajg liczbe krazacych limfocytéw, monocytdw,
eozynofili i bazofili. GKS zmniejszajg migracje komérek odczynu zapalnego do miejsca urazu, co moze
ttumaczy¢ ich dziatanie przeciwzapalne oraz zwiekszong podatnos¢ na infekcje osdéb poddanych
przewlektemu leczeniu GKS (dlatego dtugotrwaty terapie GKS nalezy uzupetniaé antybiotykami). Pod
wptywem GKS zwieksza sie z kolei liczba erytrocytéw, neutrofili oraz ptytek krwi. GKS zmniejszajg
wrazliwos¢ organizmu na alergeny oraz zapobiegajg wystepowaniu niebezpiecznego dla zycia
wstrzagsu anafilaktycznego. Zahamowanie reakcji alergicznej nastepuje w wyniku ograniczenia
produktow wydzielniczych granulocytéw i makrofagéow, m.in. serotoniny i histaminy, ktére
uczestniczg w odczynach zapalnych. GKS wywotujg zanik weztéw limfatycznych, grasicy i $ledziony, co
z kolei skutkuje spadkiem liczby limfocytéw T, eozynofili i bazofili oraz zmniejszeniem produkcji
przeciwciat (efekt limfocytopeniczny). Zmniejszone sg réwniez synteza i uwalnianie cytokin, a wiec
zahamowana jest odpornosé komadrkowa. Efekty immunosupresyjne wykorzystywane sg w prewencji
lub redukcji reakcji odpornosciowej u biorcy organu transplantowanego [9,13,16,19,21].

W wyniku dziatania F dochodzi do spadku proliferacji komérek bfony sluzowej zotqdka oraz
spadku wydzielania $luzu zotagdkowego. Ten efekt w potgczeniu ze zwiekszonym wskutek dziatania F
wydzielaniem kwasu Zzotgdkowego (poprzez wzmozone wydzielanie gastryny), moze prowadzié¢ do
powstawania wrzodow zotgdka podczas dtugotrwatej terapii GKS [8,9,21].

GKS odgrywajg takze znaczacg role w gospodarce mineralnej. Hamujg resorpcje wapnia
w przewodzie pokarmowym, dziatajgc antagonistycznie do aktywnych metabolitow witaminy D, co
powoduje spadek jego stezenia w osoczu. Nastepstwem tego jest z kolei wzrost wydzielania

parathormonu (PTH), ktérego dziatanie utrzymuje poziom wapnia w osoczu w zakresie prawidtowym
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poprzez pobudzenie resorpcji kostnej. Dodatkowo, GKS mogg bezposrednio pobudza¢ wydzielanie
PTH. GKS zwiekszajg takze wydalanie wapnia i fosforandw z moczem. Nadmiar GKS prowadzi zatem
do ujemnego bilansu wapniowego. Ponadto, GKS powodujg zahamowanie funkcji osteoblastéw oraz
proliferacji prekursoréw komérek kosciotwérczych. Nasilajg apoptoze juz dojrzatych osteoblastow
i osteocytéw, a takze hamujg apoptoze osteoklastéw (komdrek kosciogubnych). Ujemny bilans
wapniowy, zmniejszona osteogeneza oraz nasilona osteoliza prowadzg do ubytku masy kostnej
i osteoporozy, ktéra jest jednym z najpowazniejszych dziatan niepozgdanych terapii GKS
[9,10,16,19,21,33,35,36].

GKS hamujg anaboliczne dziatanie hormonu wzrostu oraz insulinopodobnego czynnika wzrostu-1,
w szczegdlnosci w kosSciach. Zmniejszona jest tez sekrecja hormonu wzrostu, czego skutkiem jest
zahamowanie wzrostu. Z drugiej strony, GKS powodujg przyspieszenie rozwoju wielu narzaddéw
u ptodu, np. przyspieszajg dojrzatos¢ nabtonka pecherzykéw ptucnych i zwiekszajg produkcje
surfaktantu oraz przyspieszajg rozwéj uktadéw enzymatycznych w watrobie i uktadzie pokarmowym
[9,19,21].

F jest istotnym czynnikiem w utrzymaniu prawidfowego cisnienia tetniczego krwi (BP, blood
pressure). W wyniku jego dziatania zwieksza sie pojemnos¢ wyrzutowa serca oraz wzmozone jest
dziatanie katecholamin, np. wazopresyjne dziatanie noradrenaliny. Niedobdr GKS moze prowadzi¢ do
niedoci$nienia, natomiast nadmiar jest przyczyng wystgpienia nadci$nienia tetniczego. Nadcisnienie
tetnicze moze by¢ wywotane poprzez dziatanie mineralokortykosteroidowe GKS, ale takze na drodze
innych efektéw, miedzy innymi wptywu na produkcje tlenku azotu (NO), podstawowego czynnika
rozszerzajgcego naczynia krwionosne [9,19,21,25,37,38]. Szczegétowy mechanizm hipertensyjnego
dziatania GKS zostanie oméwiony w rozdziale 3.2.3.

GKS opdiniajg gojenie sie ran, co wynika z niekorzystnego wptywu na tkanke fqgczng. GKS
zmniejszajg rozrost fibroblastéw. Rozktad biatek wywotywany przez GKS moze prowadzi¢ do
ostabienia i zaniku miesni, Scieficzenia skdry, rozstepow oraz zmniejszenia wytrzymatosci $cian
naczyn krwionosnych, co z kolei moze powodowac¢ wybroczyny [9,19,21].

GKS wywotujg réwniez szereg efektéw w OUN, silnie wptywajgc na zachowanie i funkcje
poznawcze. W modzgu GKS biorg udziat w regulacji metabolizmu komdrkowego, czynnosci
elektrofizjologicznych, neuroendokrynnych, prawidtowego podziatu oraz dojrzewania neuronéw.
W przypadku nadmiaru GKS moze pojawic sie euforia, jednak pdzniej pojawiajg sie zachowania
psychotyczne, drazliwosé¢, wahania nastrojow, depresja. Wysokie poziomy F w organizmie mogg
takze wywotywac bezsennosé, uposledzenie pamieci, rozdraznienie, depresje. Wsrdod pacjentow,
ktorym przewlekle podawano leki steroidowe opisywano przypadki demencji [9,13,19,21,39,40].
Niedobdér GKS (np. w chorobie Addisona) moze skutkowaé wystepowaniem apatii i depres;ji,

zmniejszonym taknieniem, przy jednoczesnym zwiekszeniu wrazliwosci smakowej i zapachowej [21].
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1.5.  Metabolizm i wydalanie GKS

Metabolizm steroidow, podobnie jak sprzeganie z resztg kwasu glukuronowego i siarkowego,
majg na celu unieczynnienie GKS oraz zwiekszenie ich rozpuszczalnosci w wodzie, tak aby utatwic ich
wydalanie z moczem [21]. Gtéwnym miejscem, w ktorym zachodzi przeksztatcenie GKS do
nieaktywnych metabolitow oraz sprzeganie jest watroba [13,19]. Powstate metabolity GKS sg w ok.
90% wydalane przez nerki [21].

Dehydrogenaza 11B-hydroksysteroidowa (11B-HSD) jest enzymem odpowiedzialnym za
wzajemne przeksztatcenie aktywnego biologicznie F do nieczynnego E. Scharakteryzowano dwie
izoformy 11B-HSD: wystepujgcg przede wszystkim w watrobie izoforme 1 (11B-HSD1) oraz
wystepujacg gtdwnie w nerkach izoforme 2 (11B-HSD2). 11B-HSD1 in vivo ma witasciwosci przede
wszystkim redukujgce E do F, natomiast 113-HSD2 odpowiada za unieczynnienie F, przeksztatcajac
ten zwigzek do E [7,8,13,15,19,21,24,25,30,41-43]. Nastepnie, F i E ulegajg dalszemu metabolizmowi
w analogiczny sposdb.

Najwazniejszy ilosciowo szlak metabolizmu F (Ryc. 7) obejmuje nieodwracalng reakcje
dwustopniowej redukcji w pierécieniu A. W pierwszym etapie, katalizowanym przez A*reduktaze,
powstaje dihydrokortyzol, ktéry nastepnie jest przeksztatcany do tetrahydropochodnej przy udziale
dehydrogenazy 3a-hydroksysteroidowej. Atom wegla w pozycji 5 staje sie weglem asymetrycznym,
dlatego atom wodoru moze zostaé przytagczony do wigzania podwdjnego w potozeniu 5a lub 5p.
Powstate produkty rdinig sie wzajemnym zorientowaniem przestrzennym pierScieni A i B.
W zaleznosci od tego, czy redukcje wigzania podwdjnego katalizuje 5a- czy tez 5B-reduktaza,
koncowym produktem jest odpowiednio: 5a-tetrahydrokortyzol (allo-tetrahydrokortyzol, allo-THF)
lub 5B-tetrahydrokortyzol (tetrahydrokortyzol, THF). Analogicznie metabolizowany jest E, powstajg
odpowiednio tetrahydrokortyzon (THE) i allo-tetrahydrokortyzon (allo-THE)
[7,15,19,21,22,24,41,43,44]. W fizjologicznych warunkach przewaza szlak katalizowany przez
5B-reduktaze, a stosunek THF:allo-THF wynosi ok. 2:1 [7]. Powstate zredukowane metabolity ulegaja
w watrobie sprzeganiu z resztg kwasu glukuronowego i siarkowego i prawie w catosci sg wydalane
z moczem wiasnie w postaci koniugatéw [7,21,45,46]. Reszta kwasu glukuronowego jest przytgczana
gtéwnie do grupy hydroksylowej w pozycji 3a, sprzeganie z siarczanem zachodzi rzadziej, a reszta
kwasu siarkowego przytgczana jest do grupy hydroksylowej w pozycji 21. Tetrahydro-
i allo-tetrahydro-pochodne F i E mogg by¢ takze dalej przeksztatcane do kwasow kortowych przez

utlenienie w pozycji 21 [7,21].
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Ryc. 7. Gtéwne szlaki metaboliczne F [7,22,44]
redukcji,

E moga podlega¢ dalszej

Zredukowane metabolity F i
dehydrogenaze 20a- lub 20B-hydroksysteroidowa. Na tej drodze F i E sg przeksztatcane do
odpowiednio a- i B-kortoléw i kortolonéw [7,21]. F moze podlegac redukcji grupy karbonylowej

w pozycji 20 takze bezposrednio, bez uprzedniej redukcji w pierscieniu A. Powstaje wtedy 20a- lub

20B-hydroksykortyzol.

Kolejng alternatywng drogg metabolizmu F i E (jednak przebiegajgcg w mniejszym stopniu) jest
hydroksylacja w pozycji 6, katalizowana przez hydroksylaze 6B-hydroksysteroidowg, prowadzaca do

powstania 6B-hydroksykortyzolu [7,21,41].
Podsumowujac, wydzielony F jest metabolizowany i wydalany: w ok. 50% w postaci
tetrahydropochodnych F i E, w ok. 25% w postaci kortonéw i kortolonéw, w ok. 10% w postaci

19-weglowych pochodnych steroidowych. Pozostata cze$é to F i E wydalone z moczem w postaci

niezmienionej (UFF i UFE) oraz 6B-hydroksykortyzol i 20a- lub 20B-kortyzol [7].
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2. Dehydrogenaza 11B-hydroksysteroidowa (11B-HSD)

11B-HSD jest enzymem katalizujgcym reakcje wzajemnego przeksztatcenia F oraz jego ok. 300
razy mniej aktywnego biologicznie [26] metabolitu - E. Przeksztatcenia te obejmujg reakcje utlenienia
i redukcji w obrebie grupy hydroksylowej F i grupy karbonylowej E w pozycji 11 (Ryc.3)
[7,23-25,30,36,38-40,43,47-50]. Reakcjom tym nie ulega aldosteron, ze wzgledu na wystepujace
w jego strukturze ugrupowanie hemiketalowe pomiedzy atomami wegla w pozycjach 11 i 18
[25,26,32,47]. Opisano dwie odrebne izoformy 11B-HSD: 11B-HSD1 oraz 11B-HSD2 [25,47,48]. Oba
izoenzymy wykazuja jedynie ok. 21-22% homologii sekwencji aminokwasowej, sg kodowane przez
odrebne geny oraz rdznig sie miedzy innymi funkcjg, rozmieszczeniem w organizmie, kofaktorem

i powinowactwem do substratéow (Tabela 1) [8,25,26,36,38,39,41,42,47,50-53].

Tabela 1. Poréwnanie 1i 2 izoformy 11B-HSD [8,25,26,36,39,41,42,47,50-55]

11B-HSD1

11B-HSD2

lokalizacja genu

wielkosc¢ genu

chromosom 1

30 kb
6 eksonow

chromosom 16

6,2 kb
5 eksonow

wielkosc¢ czgsteczki
enzymu

kofaktor

kinetyka

powinowactwo
do substratu

292 aminokwasy; 34 kDa

NADP*/NADPH

in vitro: dwukierunkowa (F - E)
in vivo: gtdéwnie reduktaza (E - F)

do F: niskie (K, rzedu umol/I)
do E: wysokie (K, rzedu nmol/l)

405 aminokwasow; 44 kDa

NAD’/NADH

wytgcznie dehydrogenaza (F - E)

do F: wysokie (K., rzedu nmol/I)

. watroba, tkanka ttuszczowa, nerki, jelito grube, tfozysko,
wystepowanie . - ey
ptuca, gonady, mdzg, kosci $linianki

) ) ) chroni MR przed dziataniem GKS

. reguluje dziatanie GKS . . .,

funkcja zapewniajgc jego selektywnosc

w tkankach bogatych w GR

w stosunku do aldosteronu

lzoforma 1, zwana takze watrobowg, wystepuje w tkankach bogatych w GR -

najliczniej

w watrobie oraz w tkance ttuszczowej, ale jest obecna takze w ptucach, gonadach, mézgu, kosciach.
Jest enzymem zaleznym od NADP*/NADPH. In vitro posiada zdolno$¢ katalizowania dwukierunkowe;j
reakcji: utlenienia F do E (11B-dehydrogenaza), ale takze redukcji E do F (11-oksoreduktaza)
[7,23,25,26,36,3840,42,47,52,53,56]. In vivo petni funkcje reduktazy, zapewniajgc odpowiednie
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stezenie F w tkankach bogatych w GR [25,26,42]. 11B-HSD1 charakteryzuje sie nizszym
powinowactwem do F (K, = 1,8 umol/l) niz do E (K, = 270 nmol/l) [7,41,54]. Gen kodujacy te
izoforme (HSD11B1 lub HSD11L) jest zlokalizowany w chromosomie 1 w regionie 1g32.2, obejmuje 6
eksondéw i sktada sie z ok. 30 tys. par zasad [7,36,42,55].

Izoforma 2 enzymu, zwana nerkowg, wystepuje w tkankach bogatych w MR, m.in. w nerkach,
jelicie grubym, S$liniankach. 11B-HSD2 dziata wytacznie jednokierunkowo jako dehydrogenaza,
katalizujac reakcje utlenienia F do praktycznie nieczynnego biologicznie E
[15,25,26,32,38,41,47,50,52-56]. lzoforma ta charakteryzuje sie znacznie wyzszym powinowactwem
do F (K, = 190 nmol/l), w poréwnaniu do 11B-HSD1 [7,41,54]. Kofaktorem dla 11B-HSD2 jest
NAD'/NADH [15,30,41,42,55]. Gen kodujacy 11B-HSD2, okreslany skrotem HSD11B2 lub HSD11K,
sktada sie z 5 eksonéw, obejmuje 6200 par zasad i zlokalizowany jest w chromosomie 16

[34,36,42,51,56].

2.1.  Funkcja 118-HSD

Aktywnos¢ GKS zalezy od obecnosci w strukturze aktywnej grupy hydroksylowej w pozycji 11, tak
jak ma to miejsce w F oraz w kortykosteronie (aktywnym GKS u gryzoni). Utlenienie tej grupy
powoduje dezaktywacje GKS — kortyzon i 11-dehydrokortykosteron nie sg czynne biologicznie [7,15].
Obie izoformy 11B-HSD biorg udziat w reakcjach utleniania grupy hydroksylowej i redukcji grupy
karbonylowej w pozycji 11 steroidéw, jednak petnig odmienne funkcje w organizmie. Ich specyficzna
ekspresja w tkankach determinuje ekspozycje tkanki na aktywne GKS, a wiec jest kluczowa
w utrzymaniu prawidtowej gospodarki mineralo- i glikokortykosteroidowej [7,8,24,25,30,47,50].
Poprzez modulacje pozioméw GKS w rdéznych tkankach enzymy te odgrywajg istotng role w wielu
procesach fizjologicznych, miedzy innymi w gospodarce weglowodanowej, procesach pamieci,
otytosci, reaktywnosci naczyn krwiono$nych, utrzymaniu prawidtowego BP oraz osteoporozie [56].

11B-HSD1 obecna jest przede wszystkim w tkankach bogatych w GR, gdzie odpowiada za reakcje
redukcji E do F, przez co zapewnia w tych tkankach odpowiednio wysoki poziom aktywnego GKS. Za
jej posrednictwem s3 wiec regulowane fizjologiczne funkcje GKS, np. udziat w watrobowej
glukoneogenezie, a takze procesy zachodzace w tkance ttuszczowej [7,25,26,38,42,50,52,53,56].
Kluczowym warunkiem dla prawidtowej funkcji 11B-HSD1 jest obecno$¢ odpowiedniego stezenia jej
kofaktora— NADPH [7,15,42,52,56].

Zaburzenia w funkcji 1 izoformy 11B-HSD zwigzane sg z wystepowaniem wielu choréb i zaburzen
metabolicznych. Niedobdér 11B-HSD1 jest nazywany zespotem pozornego niedoboru reduktazy
kortyzonu (ACRD, Apparent Cortisone Reductase Deficiency). W zespole tym uposledzone jest
przeksztatcenie E do F, a co za tym idzie zwiekszona jest szybkos¢ dezaktywacji F. W wyniku

zwiekszonego metabolizmu F dochodzi do pobudzenia HPA, co w konsekwencji powoduje zwiekszong
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produkcje F (aby utrzymac prawidtowy poziom F w organizmie) i androgenéw nadnerczowych.
W schorzeniu tym obserwuje sie prawidtowe poziomy F w osoczu, natomiast w moczu przewazajg
znacznie tetrahydrometabolity E, pochodne F wystepujg w bardzo niskiej lub nawet niewykrywalnej
ilosci. Stad stosunek sumy metabolitow F do sumy metabolitow E (THF+allo-THF)/(THE+allo-THE)
W moczu jest znacznie obnizony (wartosci <0,05). Ten rzadki zespét objawia sie u kobiet
hirsutyzmem, tradzikiem, zaburzeniami cyklu miesigczkowego oraz bezptodnoscig, u mezczyzn
natomiast nadmiernym owtosieniem [7,36,39-42,57]. Podobne symptomy majg pacjentki cierpigce
na zespodt policystycznych jajnikdw (PCOS, Polycystic Ovary Syndrome). Takie w etiologii tego
schorzenia podejrzewa sie znaczacy udziat 11B-HSD1 [7,36,39,41,42]. Obecna w komorkach tkanki
ttuszczowej 11B-HSD1 sprzyja rozwojowi otytosci brzusznej, co z kolei wigze sie z powaznymi
nastepstwami: cukrzycg typu 2, nadcisnieniem tetniczym, dyslipidemia oraz innymi powiktaniami
sercowo-naczyniowymi [7,23,31,36,39,40,42,58]. Co ciekawe, otyto$¢ jest zwigzana z nadmierng
produkcja F, jednak jego poziomy w osoczu nie sg wyzsze u 0sdb otytych. Przeciwnie, poziomy te sg
zwykle nizsze niz u nieotytych, co wskazuje, ze obwodowy metabolizm F jest w otytosci zwiekszony
[31,39,59]. W otytosci obserwuje sie zwiekszong aktywnos¢ 11B-HSD1 w tkance ttuszczowej,
natomiast w watrobie przeciwnie — dochodzi do zmniejszenia aktywnosci tej izoformy, a spadek
aktywnosci koreluje ze wzrostem wskaznika masy ciata (BMI, body mass index) [23,39,40,42,59].
Wyjatkiem od tej zasady sg pacjenci z cukrzycg typu 2, u ktdrych nie obserwuje sie zmniejszenia
aktywnosci 113-HSD1 w watrobie wraz ze zwiekszeniem wartosci BMI [42]. Co wiecej, w badaniach
wykazano, 7e zwiekszona aktywnos¢ 11B-HSD1 w tkance ttuszczowej dodatnio korelowata
z insulinoopornoscia u otytych [23]. Ponadto, zaburzenia w funkcji 11B-HSD1 sg potencjalng
przyczyng wystepowania schorzen, w ktérych obserwuje sie zmiany w dziataniu insuliny - zwiekszona
aktywnos¢ 11B-HSD1 w watrobie prowadzi do insulinoopornosci i obnizonej tolerancji glukozy
[7,23,31,36,39-42,52,56,58]. Wykazano takze zwigzek pomiedzy aktywnoscig 11B-HSD1 a ryzykiem
wystepowania zaleznej od GKS osteoporozy. Wazine jest takze, ze aktywnos$¢ tej izoformy w
osteoblastach korelowata z wiekiem, co moze $wiadczy¢ o wptywie enzymu na zwigzane z wiekiem
zmiany w gospodarce kostnej [7,36,41,42,56]. Niezmiernie istotna jest tez rola 11B-HSD1 w OUN.
Izoforma ta wystepuje w OUN najliczniej w obrebie hipokampa, podwzgérza oraz kory mdzgowej
[7,39,40,52]. Hipokamp, struktura odpowiedzialna za funkcje poznawcze, jest szczegdlnie wrazliwy na
dziatanie GKS. Dlatego tez wydaje sie stuszne zatozenie, ze zaburzona funkcja 11B-HSD1 w OUN moze
mieé¢ wptyw na wystepowanie chordb degeneracyjnych, miedzy innymi choroby Alzheimera [39-41].
W zwigzku z tak szerokim spektrum efektéw zaburzenia funkcji 11B-HSD1 poszukuje sie nowych
lekéw, ktdrych punktem uchwytu bytby wtasnie wspomniany enzym. Inhibicja tej izoformy wydaje sie
by¢ mechanizmem, ktéry mégtby by¢ potencjalnie wykorzystany w terapii otytosci, insulinoopornosci,

zespotu metabolicznego, osteoporozy czy tez choréb neurodegeneracyjnych [23,36,39-42,56].
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11B-HSD2 zlokalizowana jest w tych tkankach, w ktérych najliczniej wystepuje MR, przede
wszystkim w cewkach zbiorczych w nerkach, ale takze w jelicie grubym czy tozysku. Funkcja tej
izoformy polega na utlenianiu aktywnego GKS — F do praktycznie nieczynnego biologicznie E.
Utlenienie to zachodzi w obrebie grupy hydroksylowej w pozycji 11 steroidu
[24,25,33,34,38,41,42,48-50,52,54-56,60,61]. Ta reakcja zapewnia utrzymanie prawidiowej
gospodarki mineralokortykosteroidowej, poniewaz in vitro wykazano, ze F ma podobne
powinowactwo do MR jak aldosteron [29] — fizjologiczny agonista tego receptora. E nie posiada
powinowactwa do MR. Jak juz wspomniano, aldosteron posiada ugrupowanie hemiketalowe
w pozycjach 11 i 18, co uniemozliwia jego metabolizm przy udziale 11B-HSD2. Tak wiec dzieki funkcji
11B-HSD2 zapewniona jest selektywnos¢ MR w stosunku do aldosteronu [32,34]. Dziatanie
wspomnianej izoformy w ochronie MR przed dostepem F jest szczegdlnie istotne, poniewaz F
wystepuje w ilosciach od 100 do 1000 razy wyzszych niz aldosteron [29,32,34,47,48,62]. Zachowanie
mozliwosci pobudzenia MR przez F jest najprawdopodobniej ewolucyjnym mechanizmem lepszej
adaptacji organizmu do warunkéw stresowych. Swoisto$¢ odpowiedzi tkanki docelowej jest
regulowana nie przez receptor, ale przez pre-receptorowy mechanizm enzymatyczny [24,32,42].

11B-HSD2 wystepuje takze w duzej ilosci w tozysku, gdzie petni bardzo istotng role ochraniajac
rozwijajacy sie ptdd przez nadmiarem GKS pochodzacych od matki, ale takze regulujac przeptyw
elektrolitéw i wody w tozysku. Jest to tym wazniejsze, ze nadmiar GKS spowalnia rozwdj ptodu.
Pochodzacy od matki F (produkowany przez organizm kobiety w duzo wiekszej ilosci niz fizjologiczny
poziom tego hormonu u rozwijajgcego sie ptodu) jest inaktywowany przez tozyskowg 11B-HSD2
prawie w catosci. Wykazano, ze okoto % aktywnych GKS u noworodka jest produkowane przez
nadnercza dziecka, a tylko ok. % pochodzi od matki [47,50,52,63-65]. Ponadto, 11B3-HSD2 wystepuje
licznie w modzgu rozwijajgcego sie ptodu w 2 trymestrze cigzy, co sugeruje jej funkcje
neuroprotekcyjng [52].

Sugerowana jest takze rola 11B-HSD2 w procesie powstawania nowotworow. Jak wiadomo, GKS
wykazujg dziatanie antyproliferacyjne poprzez hamowanie cyklu komérkowego w fazie G1,
a 11B-HSD2 przeksztatcajgc F do E, zmniejsza ten efekt wywotywany przez endogenny F.
W badaniach wykazano, ze w niektérych hodowlach komérkowych, miedzy innymi raka piersi
i endometrium, inhibicja 11B-HSD2 okazata sie korzystna, gdyz zwiekszona zostata antyproliferacyjna

aktywnosé GKS, przez co wzrost guza byt spowolniony [8,36,42,52].

2.2.  Budowa genu HSD11B2

Enzym 11B-HSD2 jest kodowany przez gen okreSlany skrétem HSD11B2 lub HSD11K, ktory
zlokalizowany jest w chromosomie 16 [51,66,67]. Gen HSD11B2 jest potozony w odlegtosci

wynoszgcej 55% dtugosci mierzonej od centromeru do telomeru dtugiego ramienia chromosomu

33



CzESC TEORETYCZNA

16 [51], w regionie 16g22 [51,66,67]. Catkowita dtugos¢ genu wynosi okoto 6200 par zasad.
W procesie transkrypcji powstaje mRNA o diugosci 1879 par zasad [67], a powstate w procesie
translacji biatko enzymatyczne sktada sie z 405 aminokwaséw [51,66,67]. HSD11B2 sktada sie z 5
eksondw, ktére zbudowane sg odpowiednio z: 376, 213, 186, 138 oraz 966 par zasad. Pierwszy ekson
jest potozony w odlegtosci ok. 4000 par zasad przed pozostatymi czterema, ktére rozdzielone s3 od
siebie krétkimi fragmentami intronowymi, wynoszacymi odpowiednio: 116, 106 oraz 201 par zasad
[66,67]. Fragment 5’UTR stanowigcy czes¢ eksonu 1 ma dtugosé 112 par zasad, natomiast fragment
3’UTR, bedacy koncowym odcinkiem pigtego eksonu, jest zbudowany z 549 par zasad [67]. Region
promotorowy oraz ekson 1 genu HSD11B2 to odcinki bogate w powtdrzenia zasad G i C (tzw.
GC-rich). G i C stanowig okoto 80% wszystkich zasad w sekwencji tych fragmentéw [51,68].
W regionie promotorowym HSD11B2 brak elementéw TATA. W odcinku promotorowym oraz
w eksonie 1 ludzkiego genu HSD11B2 znajdujg sie dwie typowe wyspy CpG, kolejne dwie wyspy CpG
zlokalizowano w obrebie eksonu 5 oraz w regionie za genem w kierunku 3’ [68]. Schemat budowy

oraz lokalizacji genu HSD11B2 przedstawiony jest na rycinie 8.
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Ryc. 8. Schemat budowy i lokalizacji genu HSD11B2: A - chromosomy; B - chromosom 16; C - gen

HSD11B2, eksony sg zaznaczone kolorowymi prostokgtami i ponumerowane, introny zaznaczone
linig [67].
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2.3.  Zaburzenia w aktywnosci 118-HSD2

W przypadku zmniejszenia lub catkowitym braku aktywnosci 11B-HSD2 dochodzi do uposledzenia
dezaktywacji F i jego nagromadzeniu w ustroju. Wrodzony niedobdr 11B-HSD2 jest okreslany jako
zespot pozornego nadmiaru mineralokortykosteroidow (AME, Apparent Mineralocorticoid Excess).
Defekty w aktywnosci 11B-HSD2 mogg miec jednak takze charakter nabyty — szerzej przyczyny
zaburzen w funkcji tego enzymu zostang opisane w rozdziale 2.4. Klasyczna posta¢ AME
charakteryzuje sie catkowitym brakiem aktywnosci 11B-HSD2. Sugeruje sie jednak, ze lzejsze defekty
wymienionego enzymu, ktérych skutkiem jest czeSciowa utrata aktywnosci, mogg leze¢ u podstaw
etiologii nadcisnienia tetniczego, szczegdlnie jesli chodzi o postaé¢ nadci$nienia niskoreninowego
z sodowrazliwoscig [16,24,25,30,32-34,38,41,42,44,53,55,56,60,69,70-75]. Wykazano, ze obnizenie
aktywnosci 11B-HSD2 koreluje z cechg sodowrazliwosci, czyli spadkiem BP po ograniczeniu podazy
soli w diecie. U pacjentéw z pierwotnym nadcisnieniem tetniczym, ktdrzy nie majg wyraznych
objawéw nadmiaru mineralokortykosteroidéw, ale u ktérych wartosci BP koreluja dodatnio
z poziomem sodu w 0soczu, a ujemnie ze stezeniem potasu, kortykosteroidy nadnerczy odgrywajg
najprawdopodobniej istotng role w patogenezie choroby nadcisnieniowej [15,25,55,60]. Rola
11B-HSD2 w etiologii nadci$nienia tetniczego jest prawdopodobnie szersza niz udziat w ochronie MR
przed dostepem F. Wykazano, ze enzym ten bierze udziat w regulacji napiecia Scian naczyn
krwiono$nych poprzez wptyw na odpowiedZ? na czynniki wazokonstrykcyjne. Zahamowanie
aktywnosci 11B-HSD2 w komorkach miesni gtadkich Scian naczyn krwionosnych skutkowato
silniejszym skurczem naczyn w odpowiedzi na dziatanie angiotensyny Il czy fenylefryny [38,60].

11B-HSD2 obecna w tozysku jest bardzo wazinym enzymem w procesie prawidtowego rozwoju
ptodu, a aktywnos¢ tozyskowej 11B-HSD2 koreluje pozytywnie z masg urodzeniowg dziecka.
W przypadku zaburzen w aktywnosci wymienionego enzymu jednym z nastepstw jest miedzy innymi
niska masa urodzeniowa. Ponadto, wykazano, ze nieprawidtowosci w funkcjonowaniu enzymatycznej
bariery chronigcej ptdd przed matczynymi GKS predysponujg w przysztosci do wystgpienia

nadci$nienia tetniczego oraz nietolerancji glukozy u dziecka [25,39,47,50,63,64].

Patomechanizm AME

Uposledzenie aktywnosci 11B-HSD2 prowadzi do zmniejszonego metabolizmu F do nieczynnego
biologicznie E i nagromadzenia F w organizmie. W tkankach bogatych w MR zaburzony zostaje
pre-receptorowy mechanizm chronigcy MR przed dostepem F. Wskutek tego F zaczyna petnic role
mineralokortykosteroidu, wywotujgc efekty charakterystyczne dla dziatania aldosteronu. Przy tym, co
najbardziej niebezpieczne, mineralokortykosteroidowa aktywno$¢ F nie podlega kontroli uktadu
renina-angiotensyna. W wyniku pobudzenia MR w komdrkach kanalika dalszego nefronu dochodzi do

otwarcia nabtonkowych kanatéw sodowych (ENaC, Epithelial Sodium Channel) (Ryc. 9). Jony sodowe
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sg transportowane do wnetrza komorki, a wiec rosénie stezenie wewnatrzkomaérkowe jonéw Na®. To
z kolei pobudza w btonie peritubularnej pompe sodowo-potasowg (Na/K-ATPaze), ktora usuwa
z wnetrza komérki jony Na* oraz powoduje naptyw jondw potasowych do wnetrza komdrki. Retencji
osmotycznie czynnych jondw Na® towarzyszy zatrzymanie wody w ptynie zewnatrzkomdrkowym,
a wiec zwiekszenie jego objetosci. Wskutek powstatej hiperwolemii zwieksza sie objetos¢ wyrzutowa
serca. Dodatkowo, reabsorbcja Na* powoduje zwiekszone wydalanie z moczem K* oraz H*. Tak wiec
wskutek nadmiernej aktywacji MR dochodzi do rozwoju nadcisnienia tetniczego, hipokaliemii oraz

zasadowicy [15,25,33,34,55,60].

btona btona

luminalna peritubularna
/ KORTYZOL ,NAD, KORTYZON

ALDOSTERON . 11B-HSD2 .
I L
\

ENaC J Na/K-
. ? — ATPaza

Na* +

biatko K
Na*
Na* Na*
cl Caz.
caZ+

caZ+

Ryc. 9. Patomechanizm AME zwigzany z pobudzeniem MR przez F [15,25,33].

Objawy kliniczne oraz diagnostyka AME

AME jest schorzeniem dziedziczonym autosomalnie, dlatego najczesciej obserwuje sie pierwsze
objawy juz we wczesnym dziecinstwie. Konsekwencjg defektu w funkcjonowaniu 113-HSD2
w klasycznej postaci AME (AME 1), a wiec przy catkowitej utracie aktywnosci enzymu, jest niska masa
urodzeniowa, a nastepnie nieprawidtowy wzrost dziecka, ostabienie miesniowe, polidypsja oraz
poliuria. Nastepnie pojawiajg sie ostre objawy, czesto zagrazajgce zyciu, takie jak: nadcisnienie
tetnicze, hipokaliemia oraz zasadowica metaboliczna. Obserwuje sie takze niskg aktywnos$¢ reninowa

osocza (ARO) oraz bardzo niski poziom aldosteronu w surowicy. Stad tez wzieta sie nazwa zespotu —
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pomimo objawdéw podobnych do hiperaldosteronizmu wystepuje prawie niewykrywalny poziom
aldosteronu w surowicy, a wiec jest to ,pozorny nadmiar mineralokortykosteroidéw”. Wystepujaca
w AME silna hipokaliemia moze doprowadzi¢ z kolei do arytmii, rabdomiolizy oraz moczéwki prostej
nerkowej, ktéra objawia sie zwiekszonym pragnieniem oraz poliurig. Poliuria spowodowana jest
hipokaliemig, ale tez zwiekszeniem objetosci ptynu zewnatrzkomdrkowego i zwiekszong filtracjg
ktebuszkowa. Wsréd innych groznych dla zycia zaburzen mozna wyrdznié¢ takze niewydolnosé nerek,
do ktérej dochodzi wskutek wystepowania torbieli oraz kamicy nerkowej. Zasadowica metaboliczna
skutkuje obnizeniem poziomu wapnia we krwi, co w potaczeniu z wystepujacg hiperkalciurig
powoduje wtdérng nadczynnos$é przytarczyc. Niewyrdwnane nadci$nienie tetnicze pocigga za sobg
wiele zmian narzgdowych, miedzy innymi w nerkach, systemie sercowo-naczyniowym, siatkéwce oka
oraz OUN [15,23,25,33,34,38,41,42,48,52,55,56,60,69,71,76].

Wyrdznia sie takze tagodniejszg postaé zespotu (AME Il), w przypadku ktdrej pierwsze objawy
pojawiajg sie w okresie pokwitania lub u mtodych dorostych. Nie obserwuje sie tu catkowite] utraty
dziatania 11B-HSD2, ale czesciowy defekt w jej funkcjonowaniu. Obie postacie zespotu to te same
jednostki chorobowe, jednak pojawiajgce sie w AME |l objawy majg zdecydowanie mniejsze
nasilenie. Pomimo tego, ze metabolizm F jest w obu postaciach AME zaburzony, pacjenci z tym
schorzeniem nie wykazujg cech charakterystycznych dla zespotu Cushinga. Poziom F w osoczu jest
prawidtowy, co wigze sie z ujemnym sprzezeniem zwrotnym regulujgcym wydzielanie GKS
[15,38,41,55,60,69,71].

Diagnostyka AME rozpoczyna sie od stwierdzenia charakterystycznych dla zespotu objawdw,
a wiec niskiej masy urodzeniowej, spowolnienie tempa wzrostu, polidypsji i poliurii. Nastepnie
przeprowadza sie analize biochemiczng krwi oceniajgc przede wszystkim poziom potasu
i aldosteronu oraz ARO. Jesli wyniki przeprowadzonych w tym etapie badan nie wykluczajg AME,
przechodzi sie do oceny aktywnosci 11B3-HSD2, przede wszystkim poprzez ocene profilu GKS w osoczu
oraz w dobowej zbiérce moczu (DZM; szczegdtowy opis parametréw wykorzystywanych w ocenie
aktywnosci 11B-HSD2 znajduje sie w rozdziale 2.5.). W przypadku wynikéw sugerujgcych AME,
diagnoze nalezy dodatkowo potwierdzi¢ wykonujgc badania genetyczne majgce na celu ustalenie
wystepowania mutacji w genie HSD11B2. Za rozpoznaniem przemawia takze ztagodzenie objawéw
po  wprowadzeniu diety  bezsolnej, oraz ich nasilenie po podaniu  ACTH

[15,25,33,38,41,42,55,56,60,69,71].

Leczenie chorych z AME

Podstawowym zadaniem terapii u pacjentow z AME jest normalizacja wartosci BP oraz
utrzymanie prawidtowego poziomu potasu. Nadcisnienie tetnicze w AME wynika z nadmiernej
ekspresji ENaC regulowanej przez MR, wskutek czego dochodzi do nadmiernego wchtaniania

zwrotnego jondw Na® w kanaliku dystalnym. Wobec tego leczenie opiera sie na ograniczeniu podazy
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soli w diecie oraz suplementacji potasu [15,25,41,42,71]. Farmakoterapia rozpoczyna sie najczesciej
od podania deksametazonu, ktéry nie wykazuje dziatania antymineralokortkosteroidowego, ale
hamuje wydzielanie ACTH, co z kolei zmniejsza sekrecje F. Bardzo wazne jest tu jednak prawidtowe
ustalenie przyjmowanych przez pacjenta dawek, gdyz zbyt duza dawka leku mogtaby doprowadzié¢ do
jatrogennego zespotu Cushinga. Czesto istnieje koniecznos¢ wigczenia do terapii dodatkowych lekdw
hipotensyjnych. W takiej sytuacji stosuje sie diuretyki oszczedzajace potas i bedace inhibitorami ENaC
— amilorid i triamteren, lub blokery MR — spironolakton lub eplerenon. Spironolakton ma tu jednak
ograniczone zastosowanie ze wzgledu na konieczno$é¢ przyjmowania bardzo wysokich dawek, co
z kolei nasila ryzyko wystgpienia powaznych dziatan niepozadanych [15,24,25,38,41,42,60,69,71].
W terapii AME zastosowanie znalazty takze inhibitory enzymu konwertujgcego angiotensyne (ACE-I,
angiotensin-converting enzyme inhibitors), a w szczegdlnosci kaptopril. W badaniach wykazano, ze
lek ten moze nasila¢ dziatanie nerkowej 11B-HSD2, co jest szczegdlnie istotne w leczeniu pacjentow,
u ktérych czesciowo zachowana jest aktywno$¢ enzymu [42]. W przypadku chorych z AME

cierpigcych na niewydolnos¢ nerek wyleczenie obserwowano po przeszczepieniu nerki [15,42,60].

2.4.  Przyczyny defektow w aktywnosci 118-HSD2

Zaburzenia w aktywnosci 11B-HSD2, ktére objawiajg sie nadcisnieniem tetniczym z hipokaliemig,
zasadowicg metaboliczng i niskg ARO, sg najczesciej skutkiem mutacji wystepujacych w genie
HSD11B2. Moga one jednak wynikac takze z dziatania inhibitorow 11B-HSD2, do ktdrych zaliczy¢
mozna zaréwno leki i substancje pochodzenia roslinnego, jak tez zwigzki endogenne (nabyta
niedoczynnos$¢ 11-HSD2 zostata szerzej opisana w rozdziale 2.4.2).

Podobne objawy do AME obserwuje sie takze w przypadku nadmiernej produkcji F w organizmie,
jak ma to miejsce w zespole ekotopowego wydzielania ACTH, czy zespole Cushinga. Powstajgcy
w nadmiarze F osigga wtedy tak wysoki poziom w organizmie, ze 11B-HSD2, ktérej aktywnosc¢ jest
zupetnie prawidtowa, zostaje wysycona substratem. Skutkuje to oddziatywaniem F z MR,

a w organizmie obserwuje sie objawy nadmiaru mineralokortykosteroidéw [15,33,41,60,71,72].

2.4.1. Mutacje w genie HSD11B2

AME jest chorobg genetyczng, dziedziczong autosomalnie recesywnie. Spowodowana jest
inaktywujacg mutacja w genie HSD11B2, ktdra skutkuje powstaniem nieprawidtowego biatka
enzymatycznego o obnizonej aktywnosci. Wykazano tez scistg korelacje pomiedzy klinicznym
i biochemicznym fenotypem pacjenta a jego genotypem. Im bardziej istniejgca mutacja obniza
aktywnosé 11B-HSD2, tym bardziej nasilone objawy AME [25,38,42,55,60,61,69,77].

Do tej pory opisano ponad 30 mutacji wystepujacych w genie HSD11B2 [34,44,61,73-93].
Wiekszo$¢ znanych mutacji w genie HSD11B2 zostata zlokalizowana w eksonach 3 — 5 (Ryc. 10),
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jednak to eksony 3 i 4 wydajg sie by¢ fragmentami genu majgcymi najwieksze znaczenie jesli chodzi
o wystepowanie mutacji [15,41,42,55]. Zidentyfikowane u pacjentow z AME mutacje miatly
w wiekszosci charakter homozygotyczny, rzadziej heterozygotyczny. Mutacje w genie HSD11B2
polegajg najczesciej na wymianie pojedynczego nukleotydu i skutkujg przedwczesnym pojawieniem
sie kodonu stop lub zmiang w sekwencji aminokwaséw w biatku enzymatycznym. Biatko o zmienionej
sekwencji wykazuje natomiast zmniejszong w réznym stopniu aktywnos$¢, az do catkowitej utraty

funkcji katalitycznej [15,38,41,42,55].

| | ]| AV \Y)
1-88 89 -159 160 - 221 222 - 267 268 - 405
$25,A2nt prem stop L114,A6nt L179R Y226N C271G
R74G D144V S180F P227L R279C
P75,A1nt R185S Y232C N286,A1lnt
R186C Y232,Ant G305,A11nt
R208C A237V A328V
R208H D244N V332,49nt
R213C F246L,A9nt R337H,A3nt
A221V L250R R337C
L250P Y338H
L251S Q342,+23nt prem stop
F267V E356,A1nt prem stop
R359W
F367,A1nt prem stop
R374X
L376P

Ryc. 10. Lokalizacja mutacji w genie HSD11B2. Niebieskimi prostokgtami sg zaznaczone eksony,
liniami — introny. Biate prostokaty odpowiadajg fragmentom UTR. Pod eksonami podano numery
aminokwasow kodowanych przez dane fragmenty [55].

Pierwszg opisang mutacjg w genie HSD11B2 wystepujagcg u chorych na AME pochodzacych
z Iranu byta zamiana argininy na cysteine w pozycji 337 spowodowana wymiang C na T w kodonie
337 (R337C). Mutacja R337C u chorych na AME byta homozygotyczna, natomiast cztonkowie rodziny,
u ktérych nie stwierdzono AME byli heterozygotami [82]. Wiele mutacji w genie HSD11B2 opisanych
u pacjentéw z AME polega wtasnie na wymianie argininy na cysteine [44,76,77,82,84,88] co jest
zgodne z obserwacjami, ze najczestszy typ punktowych mutacji to zamiana nukleotydéw C na T (CpG
na TpG), co skutkuje wspomniang zmiang aminokwaséw w biatku [77,82]. Mutacja R213C skutkuje
powstaniem enzymu o aktywnosci wynoszgcej ponizej 5% w poréwnaniu do 11B-HSD2 o prawidtowej
budowie [44,76,88]. Zamiana argininy na cysteine w pozycji 279 biatka (R279C) powoduje
w konsekwencji powstanie enzymu, ktérego aktywnos$¢ jest zachowana na poziomie 33% wartosci
prawidtowej [77].

Klasyczna posta¢ AME jest rzadkim zespotem, ale podejrzewa sie, ze genetycznie uwarunkowane
zaburzenia w aktywnosci 11B-HSD2 mogg by¢ czestg przyczyng pierwotnego nadci$nienia tetniczego.
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Dotyczy to przypadkéw nadcis$nienia tetniczego, wsréd ktdrych obserwuje sie niski poziom potasu
w osoczu, sodowrazliwosé oraz niskg ARO [15,23-25,38,39,42,44,55,60,62,72-74,91,92]. Prowadzono
badania majgce na celu ocene wptywu aktywnosci 11B-HSD2 na powstawanie nadcisnienia
tetniczego, w ktdérych jednak nie uzyskano jednoznacznych wynikéw. Dowiedziono, ze u pacjentéw
pochodzenia wtoskiego z sodowrazliwoscia obserwuje sie zaburzong funkcje tego enzymu
objawiajaca sie podwyzszonymi wartosciami UFF/UFE oraz (THF+allo-THF)/(THE+allo-THE). Ponadto,
udowodniono zwigzek pomiedzy dtugoscig fragmentéw mikrosatelitarnych w intronie 1 genu
HSD11B2 a wystepowaniem sodowrazliwosci, zarébwno u oséb zdrowych, jak i u pacjentéw
z nadci$nieniem tetniczym. Obserwowano krétsze fragmenty powtérzern CA w intronie 1 u osdéb
z sodowrazliwoscig, a dtugosé tych fragmentéw korelowata negatywnie z warto$ciami UFF/UFE [74].
Inne badania, przeprowadzone na duzej grupie pacjentéw w Chile, wykazaty zwigzek pomiedzy iloscig
powtdrzen CA w intronie 1 genu HSD11B2 a wartoscig stosunku F/E w osoczu u pacjentéw
z nadcisnieniem tetniczym niskoreninowym. Zaleznosci tej nie obserwowano u 0séb z prawidtowym
BP, ani u pacjentéw z nadcisnieniem tetniczym z prawidtowymi wartosciami ARO [91]. Wyodrebniono
takze polimorfizm polegajgcy na wymianie G na A w pozycji 534 genu HSD11B2, w kodonie 178
(GAG->GAA) [73,75,79,83,93]. Wykazano, ze w populacji pacjentdw z pierwotnym nadcisnieniem
tetniczym pochodzacych ze Szwecji, czesciej pojawia sie genotyp 534GG w pordwnaniu do osdb
zdrowych [73]. Podobnych wynikdw nie uzyskano jednak w badaniach wykonanych na duzej
populacji francuskiej [79]. Ten polimorfizm zostat takze juz wczesniej opisany w badaniach na
populacji oséb rasy kaukaskiej. Wykazano, ze pojawia sie on z wiekszg czestoScig u pacjentow
z niewydolnoscig nerek po przeszczepie nerki niz u oséb zdrowych [83]. W innych badaniach,
wykonanych na duzej grupie osdb rasy biatej, nie wykazano jednak zwigzku pomiedzy tym
polimorfizmem a wystepowaniem niewydolnosci nerek [75]. Dodatkowo, zmiana ta nie wptywa na
sekwencje aminokwaséw w biatku enzymatycznym, a co za tym idzie nie obniza bezposrednio funkcji
katalitycznej 11B-HSD2, tak wiec mechanizm powigzania wystepowania nadcisnienia tetniczego czy
niewydolnosci nerek z tym markerem pozostaje nie do konca jasny [55,73,75,83]. W badaniach
przeprowadzonych na populacji wtoskiej nie wykazano zwigzku mutacji 534G>A z wystepowaniem
nadci$nienia tetniczego, wyodrebniono jednak polimorfizm w pozycji 468 genu HSD11B2, dla ktérego
zwigzek z nadcisnieniem tetniczym byt istotny [93]. Badania przeprowadzone w grupach
Japonczykéw nie wykazaty zwigzku pomiedzy wystepowaniem mutacji w genie HSD11B2
a powstawaniem pierwotnego nadcisnienia tetniczego. Opisano kilka nowych punktowych mutacji,
jednak pojawiaty sie one z podobng czestosciag w grupie chorych na nadcis$nienie tetnicze oraz u
zdrowych oséb z grupy kontrolnej [89,90].

Podsumowujac, mozna stwierdzi¢, ze dotychczas nie ma jednoznacznych wynikéw badan, ktére

potwierdzityby lub zanegowaty udziat 11B-HSD2 w etiologii nadci$nienia tetniczego. Zasadne jest
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jednak, aby szczegdlng uwage zwrdci¢ na przypadki pierwotnego nadcisnienia tetniczego, u ktérych
obserwuje sie hipokaliemie, sodowrazliwos¢ oraz niskg ARO, gdyz to wtasnie u tych pacjentéw
najbardziej prawdopodobny jest udziat endogennych GKS w etiologii schorzenia

[15,23,38,39,42,55,60,91,92].

2.4.2. Nabyta niedoczynnos$¢ 11B-HSD2

Obnizenie aktywnosci 11B-HSD2 nie musi wynikac z przyczyn genetycznych. Znane sg inhibitory
tego enzymu, sg to zarédwno leki, sktadniki produktéw pochodzenia roslinnego, jak i substancje
endogenne. Ich dziatanie wywotuje efekty charakterystyczne dla nadmiaru
mineralokortykosteroidéw, jednak najczesciej o mniejszym nasileniu niz te obserwowane
u pacjentdw z AME. Klasycznym przyktadem jest tu kwas glicyretynowy zawarty w lukrecji
(Glycyrrhiza glabra), ktora jest surowcem wykorzystywanym jako lek roslinny, ale takze jako srodek
stodzacy w przemysle spozywczym. Innym przyktadem jest flawonoid — naryngenina, zawarty miedzy
innymi w soku grejpfrutowym, jak réwniez polifenole zawarte w herbacie. Wsréd lekéw
wtasciwosciami hamujgcymi aktywnos$é 11B-HSD2 cechuje sie karbenoksolon, ktéry jest pochodng
kwasu glicyretynowego stosowang w leczeniu choroby wrzodowej zotgdka. Karbenoksolon stracit
obecnie na znaczeniu w terapii choroby wrzodowej na korzys$¢ inhibitoréw pompy protonowe;j.
Stabym kompetytywnym inhibitorem obu izoform 11B-HSD jest réwniez furosemid, lek z grupy
diuretykbw  petlowych  szeroko  stosowanych ~w  terapii  nadcisnienia  tetniczego
[15,23-25,27,32,38,41,53-55,62,71,94-97].

Wykazano, ze na aktywnos¢ 11B-HSD2 mogg takze wptywal substancje endogenne — s3 to
zwigzki o budowie podobnej do kwasu glicyretynowego (GALFs, Glycyrrhetinic Acid-like Factors).
Do zwigzkdéw tych zalicza sie zaréwno progesteron, jak i jego metabolity - 1la- oraz
11B-hydroksyprogesteron. U kobiet w cigzy obserwuje sie podwyzszony poziom GALFs, szczegdlnie
w drugim i trzecim trymestrze, dlatego zwigzki te bylty podejrzewane o udziat w patogenezie
nadcis$nienia tetniczego u ciezarnych. Jednakze badania, w ktorych prébowano korelowaé poziom
GALFs wydalanych z moczem z wartosciami BP lub innymi parametrami charakterystycznymi dla

nadmiaru mineralokortkosteroidow nie daty pozytywnych rezultatéw [15,25,53,54,60].

2.5.  Ocena aktywnosci 116-HSD2

W przypadku obnizonej aktywnosci 11B-HSD2, tak dziedziczonej, jak nabytej, dochodzi do
nagromadzenia F w organizmie [23]. Pacjenci z AME nie wykazujg jednak cech charakterystycznych
dla nadmiaru F (cech zespotu Cushinga), co ttumaczy sie tym, ze zmniejszony metabolizm F prowadzi
na drodze ujemnego sprzezenia zwrotnego do zmniejszenia sekrecji F. Dlatego tez czesto obserwuje
sie prawidtowy poziom F u pacjentow z AME [33,60]. Defekt w aktywnosci 11B-HSD2 stwierdza sie
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przede wszystkim na podstawie zaburzen we wzajemnych przemianach F i E (Tabela 2). Ze wzgledu
na uposledzony metabolizm F dochodzi do wydtuzenia czasu péttrwania F w osoczu z ok. 60-90 min
w warunkach fizjologicznych [5,13,21,24,60] do ok. 120-190 min u pacjentéw z AME [24,60].
W zwigzku ze zmniejszonym metabolizmem F do E w nerkach obserwuje sie takze podwyzszenie
wydalania w DZM wolnego F (UFF) w stosunku do wolnego E (UFE). Zdrowy cztowiek wydala
z moczem ok. 2-3 razy wiecej UFE niz UFF (w prawidtowych warunkach stosunek UFF/UFE wynosi
<0,6), w przypadku braku aktywnosci 11B-HSD2 poziomy UFE w DZM sg praktycznie niewykrywalne.
Ponadto, w przypadku zaburzen w funkcji 11B-HSD2 obserwuje sie zwiekszenie wydalania z moczem
metabolitéw F (THF oraz allo-THF) w pordwnaniu do metabolitéw E (THE i allo-THE). W warunkach
fizjologicznych stosunek sumy metabolitéw F do sumy metabolitéw E: (THF+allo-THF)/(THE+allo-THE)
jest w przyblizeniu rowny jednosci, przyjmuje sie za prawidtowe wartosci tego parametru nie
przekraczajgce 1,4. W przypadku klasycznej postaci AME warto$¢ (THF+allo-THF)/(THE+allo-THE)
moze by¢ nawet kilkanascie-kilkadziesigt razy wyzsza. Czwartym parametrem uzytecznym w ocenie
aktywnosci 11B-HSD2 jest stosunek stezenia F do stezenia E w osoczu. Wartos¢ F/E w osoczu jest
podwyzszona w przypadku zmniejszonego metabolizmu F [15,24,33,38,41,42,44,49,60,71].

Defektowi 11B-HSD2 towarzyszy czesto zaburzenie funkcji 5B-reduktazy, ktéra metabolizuje F do
THF. U pacjentow z AME obserwuje sie zatem czesto podwyzszone wartosci stosunku allo-THF/THF
w DZM, ktdry obrazuje rownowage pomiedzy 5a- oraz 5B8-reduktaza [15,24,42,44,60].

Najbardziej uzytecznym parametrem w ocenie aktywnosci izoformy 2 11B-HSD jest stosunek
UFF/UFE w DZM. Pozostate parametry uwaza sie za mniej doktadne ze wzgledu na to, ze na ich
warto$¢ ma wplyw takze aktywnos$é 11B-HSD1, a wiec obrazujg one bardziej catkowitg aktywnosc
11B-HSD w organizmie. Potwierdzeniem sg tu przypadki oséb z AME typu Il, u ktérych obserwuje sie
tagodniejsze objawy niedoboru 11B-HSD2. U tych pacjentdéw czesto nie dochodzi do znaczacego
wzrostu wartosci parametréow F/E w osoczu oraz (THF+allo-THF)/(THE+allo-THE) w DZM, natomiast

UFF/UFE oraz biologiczny okres pottrwania F sg podwyzszone [15,42,49,55,60].

Tabela 2. Parametry uzyteczne w ocenie aktywnos$ci 11B-HSD2 — wartosci referencyjne oraz
przemawiajgce za rozpoznaniem AME [24].

parametr wartos¢ prawidtowa rozpoznanie AME

——w DZM <0,6 23,0

THF +allo—THF

wD <14 >3,0
THE +allo—THE
F
E W 0soczu <4,0 >10,0
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W przypadku, gdy wartosci podanych powyzej parametrow sg wyzsze niz prawidtowe, ale nie
wskazujg na rozpoznanie AME, mozliwe jest miedzy innymi przedawkowanie lukrecji lub
naryngeniny, zespot ektopowego wydzielania ACTH, niewydolnos¢ nerek, marskos¢ watroby, tagodna

posta¢ AME (AME II) lub nadci$nienie tetnicze na tle zmniejszonej aktywnosci 113-HSD2 [24].

3. Nadcisnienie tetnicze

3.1.  Definicja oraz klasyfikacja nadcisnienia tetniczego

Kryteria rozpoznania nadcisnienia tetniczego, a wiec oddzielenie stanu normalnego od patologii,
majg charakter umowny. Gfuszek i wsp. [98] zaproponowali definicje nadcisnienia tetniczego jako
»trwate podwyzszenie BP do wartosci, ktore w istotny sposdb zwiekszajg ryzyko sercowo-naczyniowe
w stosunku do wartosci optymalnych cisnienia, a jednoczesnie takich, przy ktérych skuteczna terapia
hipotensyjna istotnie zmniejsza ryzyko sercowo-naczyniowe, tzn. korzysci terapii przewyiszajg
zwigzane z nig ryzyko”. Wedtug aktualnych zalecen (z 2007 roku) Europejskiego Towarzystwa
Nadcisnienia Tetniczego (ESH, European Society of Hypertension) oraz Europejskiego Towarzystwa
Kardiologicznego (ESC, European Society of Cardiology) nadcisnienie tetnicze rozpoznaje sie po
wielokrotnie stwierdzonych w gabinecie lekarskim lub w warunkach domowych wartosciach BP
przekraczajgcych 140/90 mmHg [98-101]. Najnowsze zalecenia ESH/ESC z 2007 roku utrzymaty
klasyfikacje wartosci BP (Tabela 3) zaproponowang w poprzednich wytycznych z 2003 roku, jednak
z pewnymi zastrzezeniami [100]:

. jezeli przy ocenie catkowitego ryzyka sercowo-naczyniowego wartosci skurczowego

i rozkurczowego BP kwalifikujg pacjenta do réznych kategorii, to przy podejmowaniu decyzji

o leczeniu farmakologicznym i ocenie jego skutecznosci nalezy bra¢ pod uwage kategorie wyzsz3.
. izolowane skurczowe nadcisnienie tetnicze nalezy podzieli¢ wedtug wartosci cisnienia

skurczowego na stopnie 1 — 3 tak, jak w przypadku nadcisnienia skurczowo-rozkurczowego.

Niskie wartosci ciSnienia rozkurczowego (na poziomie 60 — 70 mmHg) powinny by¢ u tych

pacjentéw postrzegane jako dodatkowy czynnik ryzyka.

- warto$¢ progowa rozpoznania nadcisnienia tetniczego i wdrozenia farmakoterapii nalezy

rozpatrywac indywidualnie, biorgc pod uwage catkowite ryzyko i profil sercowo-naczyniowy.

Indywidualne rozpatrywanie kazdego przypadku jest niezmiernie istotne, poniewaz wartosci BP
akceptowalne w grupie pacjentéw niskiego ryzyka mogg by¢ uznane za zbyt wysokie i wymagajace
leczenia farmakologicznego u pacjentéw z grupy wysokiego ryzyka sercowo-naczyniowego [100]. Jest

to tym wazniejsze,ze zauwazono, 7e wzrastajgce wartosci BP juz od uznawanego za prawidtowy
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poziomu 110 — 115 mmHg dla cisnienia skurczowego i 70 — 75 mmHg dla ci$nienia rozkurczowego

korelujg dodatnio z ryzykiem sercowo-naczyniowym [98,100,102].

Tabela 3. Klasyfikacja wartosci BP wg zalecer ESH/ESC z 2007 roku [98-100].

CISNIENIE SKURCZOWE CISNIENIE ROZKURCZOWE
KATEGORIA
[mmHg] [mmHg]

optymalne <120 i <80
prawidtowe 120-129 i/lub 80-84
wysokie prawidtowe 130-139 i/lub 85 -89
nadcisnienie stopnia 1 — fagodne 140 - 159 i/lub 90-99
nadcisnienie stopnia 2 — umiarkowane 160-179 i/lub 100 - 109
nadcisnienie stopnia 3 — ciezkie 2180 i/lub 2110
izolowane cisnienie skurczowe 2140 i <90

Wytyczne ekspertéw amerykanskich z Joint National Comitee z 2003 roku wprowadzity
uproszczong klasyfikacje. Potagczono 2 i 3 stopien nadcisnienia ze wzgledu na podobne postepowanie
terapeutyczne zalecane w obu grupach oraz obnizono gérng granice prawidtowych wartosci BP do
120/80 mmHg. Wprowadzono takze pojecie stanu przednadcisnieniowego (prehypertension), ktéry
rozpoznaje sie przy wartosciach BP w granicach 120 — 139 mmHg dla cisnienia skurczowego i 80 — 89
mmHg dla cisnienia rozkurczowego. W wytycznych ESH/ESC nie zdecydowano sie jednak na
wprowadzenie tego okreslenia. W podejmowaniu takiej decyzji kierowano sie miedzy innymi
wynikami badan, ktére dowodzity istotnych rdéinic w ryzyku sercowo-naczyniowym u oséb
z prawidtowymi (120-129/80-84 mmHg) i wysokimi prawidtowymi (130-139/85-89 mmHg)
wartosciami BP. Ponadto, pojecie ,stan przednadcisnieniowy” moze budzi¢ lek u laika, co z kolei
skutkowatoby niepotrzebnymi wizytami u lekarza. Konieczno$¢ objecia tak duzej grupy osdb
szczegblng opiekg medyczng bytaby takze niekorzystna ze wzgledéw ekonomicznych. Termin ten jest
istotny dla pacjentdw z cukrzycg, po przebytym udarze mézgu lub zawale serca, jednak w grupie oséb

bez patologii narzgdowych nie ma juz tak duzego znaczenia [98-100,102].

3.2.  Etiologia nadcisnienia tetniczego

Ze wzgledu na etiopatogeneze, nadcisnienie tetnicze mozemy podzieli¢ na pierwotne, lub inaczej
zwane samoistnym, oraz wtdérne. Nadcisnienie pierwotne, nazywane réwniez idiopatycznym,
obejmuje 90 — 95% wszystkich przypadkéw nadcisnienia. Etiologia powstawania samoistnego
nadcis$nienia tetniczego nie jest znana, wedtug aktualnej wiedzy powstawanie tego schorzenia jest
wieloczynnikowe. Te postaé¢ nadcisnienia tetniczego diagnozuje sie najczesciej pomiedzy 30 a 50
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rokiem zycia [98,101,103]. Nadcisnienie tetnicze wtérne, czyli takie, ktdrego przyczyna jest znana, to
zaledwie 5 — 10% wszystkich rozpoznanych przypadkéw. Jest ono zwigzane najczesciej z chorobami
nerek, zaburzeniami endokrynologicznymi, koarktacja (zwezeniem) aorty, chorobami
neurologicznymi. Do tej postaci zalicza sie takze nadcisnienie wystepujace u kobiet podczas cigzy oraz

przypadki nadcisnienia tetniczego po zazyciu lekdw lub innych substancji [98,103].

3.2.1. Nadcisnienie tetnicze wtdrne

Wtérna postaé nadcisnienia tetniczego dotyczy niewielkiej czesci pacjentéw cierpigcych na to
schorzenie. Do przyczyn powstawania nadci$nienia tetniczego wtérnego mozna zaliczy¢:

« choroby nerek — nadcisnienie tetnicze moze by¢ spowodowane przez wiele schorzen nerek,
zarébwno w obrebie tkanki srédmigzszowej (odmiedniczkowe zapalenie nerek, ktebuszkowe
zapalenie nerek, zaburzenia odptywu moczu, nowotwory nerek), jak i naczyn krwionosnych
doprowadzajgcych krew do nerek (miazdzyca tetnic nerkowych, uszkodzenie matych naczyn)
[98,103].

- zaburzenia endokrynologiczne — dotyczgce przede wszystkim hormondéw nadnerczy: pierwotny
hiperaldosteronizm (zespdét Conna), zespo6t Cushinga, guz chromochtonny nadnerczy (wydziela
aminy katecholowe). Postacia wtdrng nadcisnienia tetniczego zwigzang z zaburzeniami
metabolizmu F jest takze opisany wczesniej zespét AME. Ponadto, nadcisnienie tetnicze moze
wystgpic jako konsekwencja nadczynnosci lub niedoczynnosci tarczycy [98,103,104].

- koarktacja aorty — jest to zwezenie aorty w poblizu odejscia lewe] tetnicy podobojczykowe;j.
Obserwuje sie podwyzszenie cisnienia w koriczynach gérnych i obnizenie cisnienia w koriczynach
dolnych, a zmniejszona perfuzja nerek powoduje zwiekszong aktywnos¢ uktadu renina-

angiotensyna i skurcz tetnic obwodowych [98,103].

Specyficzng postacig nadcisnienia tetniczego wtdrnego jest nadcisnienie pojawiajace sie u kobiet
w czasie cigzy. Problem ten dotyczy ok. 5 — 10% wszystkich ciezarnych kobiet, szacuje sie, ze w Polsce
rocznie wystepuje ok. 30 tys. przypadkdéw, a wiekszos¢ z nich to kobiety w mtodym wieku. Kryteria
rozpoznania nadci$nienia tetniczego u kobiet ciezarnych to cisnienie skurczowe >140 mmHg
lub/i ci$nienie rozkurczowe >90 mmHg. Nadci$nienie pojawia sie najczesciej w trzecim trymestrze
cigzy, a ustepuje w ciggu 42 dni po porodzie. Etiologia wiekszosci zdiagnozowanych przypadkéw jest
nieznana, za przyczyne podwyzszenia BP uwaza sie zaburzenia przeptywu krwi w tozysku. Czesto
wysokim wartosciom BP towarzyszy biatkomocz oraz wzrost stezenia moczandw w surowicy — wtedy
nadci$nienie tetnicze zwigzane z cigzg okres$la sie jako stan przedrzucawkowy (preeclampsia).

Podwyzszone wartosci BP w czasie cigzy mogg prowadzi¢ do groznych powiktan, zaréwno u matki, jak
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i u dziecka. Nadcisnienie tetnicze zwigzane z cigzg jest istotng przyczyng chorobowosci i umieralnosci
matek, ptodéw i noworodkdéw [99,103,105].

Nadcisnienie tetnicze moze rozwingc sie takze w konsekwencji stosowania niektérych lekéw lub
innych substancji. Najpowszechniej stosowanymi preparatami powodujgcymi nadcisnienie tetnicze
sg doustne $rodki antykoncepcyjne. Szacuje sie, ze u ok. 5% kobiet stosujacych te preparaty
nadci$nienie tetnicze rozwija sie w ciggu 5 lat. Po odstawieniu doustnych srodkow
antykoncepcyjnych u 50% kobiet wartosci BP ulegajag normalizacji. Podwyzszenie cisnienia moze
wystgpic takze po stosowaniu preparatow lukrecji lub karbenoksolonu, co jest zwigzane z opisanym
wczesniej hamowaniem aktywnosci 11B-HSD2. Do innych lekéw powodujgcych znaczacy wzrost BP
nalezg miedzy innymi: cyklosporyna i takrolimus, erytropoetyna, glikokortykosteroidy przyjmowane
doustnie, niesteroidowe leki przeciwzapalne, sibutramina, sktadniki kropli do nosa obkurczajace
naczynia krwionosne (np. ksylometazolina czy oksymetazolina), leki przeciwdepresyjne (szczegdlnie
wenlafaksyna). Ponadto, stosowanie wielu uzywek moze w konsekwencji prowadzi¢ do rozwoju
nadci$nienia tetniczego — sg to np. naduzywanie alkoholu, nikotyna, kokaina, amfetamina, steroidy

anaboliczne [98,99,103].

Dotychczasowe badania pozwolity wyodrebni¢ dziedziczne postacie nadcisnienia tetniczego, za
powstawanie ktérych odpowiadajg defekty okreslonych gendw (Tabela 4). Te postacie nadcisnienia,
zwane monogenowymi lub mendlowskimi, sg rzadkimi zespotami, jednak rozumienie mechanizmu
wzrostu BP w tych schorzeniach wskazuje kierunek badann majgcy na celu wyjasnienie etiologii
nadci$nienia tetniczego w catej populacji chorych. Zasadne wydaje sie wiec poszukiwanie
polimorfizméw w obrebie tych gendw i ich potencjalnego zwigzku z powstawaniem pierwotnego

nadcisnienia tetniczego [106-111].

Tabela 4. Monogenowe postacie nadcisnienia tetniczego [106,107,111-114].

SCHORZENIE FENOTYP

(obserwowane objawy)

GENOTYP
(wystepowanie mutacji)

PATOMECHANIZM

zespot Geller’a nadcisnienie mutacja w genie MR nadmierne pobudzenie

zaostrzajace sie
W czasie cigzy, niska
ARO

(zmiana dominujaca)
prowadzaca do
powstawania
nieprawidtowego MR
(zmiana w domenie
wigzacej ligand)

MR — state lub wywotane
przez steroidy pozbawione
grupy OH w pozycji 21
(progesteron) lub
spironolakton

Pseudohipoaldosteronizm
typu 2

nadcisnienie,
hiperkaliemia, niska
ARO, kwasica
metaboliczna

mutacje (dominujace)

W €O najmniej jednym z 3
gendéw znajdujgcych sie
w regionach 1q31-42,
12p13 oraz 17pll-q21

hiperwolemiczne
nadcisnienie tetnicze
powstajgce
prawdopodobnie poprzez
nasilong reabsorpcje sodu
w kanalikach nerkowych
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zespot Liddle’a

nadcisnienie,
hipokaliemia,
zasadowica, niski
poziom aldosteronu,
niska ARO

mutacja w genie ENaC
(zmiana dominujgca)
powodujgca powstanie
nieprawidtowej
podjednostki B lub y biatka
ENaC

nasilona funkcja ENaC

AME nadcisnienie, mutacja w genie HSD11B2  nieprawidtowy
hipokaliemia, (zmiana recesywna) metabolizm F prowadzacy
zasadowica, niski prowadzaca do powstania  do nagromadzenia F
poziom aldosteronu, biatka enzymatycznego i pobudzenia MR przez F
niska ARO 11B-HSD2 o obnizonej (rozdziat 2.3)
aktywnosci
Rodzinny nadcisnienie, Gen chimeryczny nadmierne wydzielanie

hiperaldosteronizm typu |

(Hiperaldosteronizm
podatny na leczenie GKS)

hipokaliemia,
zasadowica, niska ARO,
wysoki poziom
aldosteronu obnizajgcy
sie po podaniu
deksametazonu

CYP11B1/CYP11B2
zawierajacy region
promotorowy z genu
syntazy aldosteronu
i region kodujacy

z genu hydroksylazy
11B-steroidowej

aldosteronu regulowane
przez ACTH (ekspresja
genu syntazy aldosteronu
regulowana przez ACTH)

Rodzinny
hiperaldosteronizm typu Il

nadcisnienie,
hipokaliemia, niska
ARO, prawidtowy lub
podwyzszony poziom
aldosteronu

zidentyfikowano w
siodmym chromosomie,
locus zwigzany z tym
schorzeniem — 7p22

nadmierne wydzielanie
aldosteronu regulowane
przez autonomiczny uktad
nerwowy

Niedobdr hydroksylazy
11B-steroidowej

nadcisnienie,
hipoaldosteronizm,
niska ARO,
hipokaliemia,
wirylizacja dziewczat,
przedwczesne
dojrzewanie ptciowe
chtopcéw

mutacja w genie CYP11B1
prowadzaca do utraty
aktywnosci hydroksylazy
11B-steroidowej, ktéra
jest waznym enzymem

W syntezie
mineralokortykosteroidow

cechy wrodzonej
hiperplazji nadnerczy,
nadmierne wydzielanie
11-deoksykortyzolu

i deoksykortykosteronu,
ktéry ma zdolnos¢
pobudzania MR

Niedobdr hydroksylazy
17a-steroidowe;j

nadcisnienie,
hipoaldosteronizm,
niska ARO,

mutacja w genie CYP17
prowadzaca do utraty
aktywnosci hydroksylazy

cechy wrodzonej
hiperplazji nadnerczy,
nadmierne wydzielanie

hipokaliemia, 17a-steroidowej kortykosteronu i
hipogonadyzm u pfci deoksykortykosteronu
zenskiej, obojnactwo
rzekome u ptci meskiej

Nadcisnienie z ostre nadcisnienie, mutacja (zmiana nieznany

brachydaktylig

nieprawidtowa
budowa kosci dtoni

dominujaca) w obrebie
regionu 12p11.2-12.2

i nadgarstka
Mutacja w obrebie genu nadcisnienie mutacja w obrebie genu zmniejszenie wrazliwosci
kodujacego receptor powigzane PPARy (zmiana receptora PPARy

aktywowany przez
proliferatory
peroksysomoéw PPARy

z insulinoopornoscig
lub cukrzyca, wrazliwe
na dziatania
tiazolidynediondéw

dominujaca) skutkujaca
powstaniem biatka
receptora o zmienionej
sekwencji aminokwasowej
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3.2.2. Nadcisnienie tetnicze pierwotne

Wartos¢ BP jest bezposrednio zwigzana z objetosScia wyrzutowg serca oraz z oporem
obwodowym. Rozwdj nadci$nienia tetniczego jest zatem zwigzany ze zwiekszeniem objetosci
wyrzutowej serca lub wzrostem oporu naczyn krwionosnych, albo z obydwoma tymi czynnikami
jednoczesnie. Mechanizmy prowadzgce do powstania nadcisnienia tetniczego muszg zatem
oddziatywac na te parametry. Wraz z chorobg rozwijajg sie jednak mechanizmy kompensacyjne
w organizmie, dlatego rozpoznanie schorzenia nastepuje dos¢ pdzno, najczesciej kiedy dochodzi juz
do powiktan. We wczesnym etapie objetos¢ minutowa serca jest tylko nieznacznie podwyiszona,
a opoér naczyniowy utrzymuje sie w normie. Wraz ze stopniem zaawansowania choroby spada
objeto$¢ minutowa a opér obwodowy rosnie. Prowadzi to do przerostu Scian tetnic i tetniczek,
a przerost ten staje sie nastepnie wtdrnym czynnikiem utrwalajgcym nadcisnienie tetnicze
[99,103,113,114].

Objetos¢ minutowa serca jest bezposrednio zwigzana z objetoscig ptynu zewnatrzkomérkowego
(ECFV, Extracellular Fluid Volume), ktéra jest z kolei kontrolowana przez nerki. | to wtasnie nerki sg
uwazane za organ, ktérego funkcja jest kluczowa w rozwoju nadcisnienia tetniczego [113]. Pamietad
trzeba jednak o ztozonosci mechanizmoéw regulujgcych wartosé BP, do ktérych zaliczy¢ mozna:

«  baroreceptory, ktére znajdujg sie w naczyniach i reagujg na nagte zmiany BP;

«  peptydy natriuretyczne — produkowane w médzgu i sercu w konsekwencji wzrostu BP w tych
organach;

- uktad renina-angiotensyna-aldosteron, ktéry bierze udziat w regulacji objetosci ptynu w tozysku
naczyniowym oraz napiecia $cian naczyn krwionosnych;

- uktad kinina-kalikreina, ktérego funkcjg jest utrzymanie prawidtowego napiecia $cian naczyn
krwionosnych oraz kontrola nad wydalaniem lub reabsorpcjg sodu w nerkach;

- receptory adrenergiczne, za posrednictwem ktdrych regulowana jest sita skurczu miesnia
sercowego i objetos¢ minutowa serca, ale takze napiecie scian naczyn krwionosnych;

- czynniki produkowane przez srddbtonek naczyn krwionosnych: wazodilatacyjne, np. tlenek azotu

(NO) oraz wazokonstrykcyjne, np. endotelina [103,114].

Patologia w wymienionych powyzej ukfadach skutkujgca podwyziszeniem BP, pojawia sie na
skutek interakcji czynnikow genetycznych, Srodowiskowych oraz demograficznych. Ze wzgledu na
niejednorodny charakter choroby oraz ztozong, wieloczynnikowg etiologie, trudne jest jednoznaczne
wyodrebnienie genéw odpowiadajgcych za powstawanie nadcisnienia tetniczego. Przeprowadzone
liczne badania pozwolity jednak stworzy¢ liste tzw. gendw kandydatéow, w przypadku ktdrych
potwierdzono ich udziat w predysponowaniu do pojawienia sie schorzenia. Na liscie tej znajdujg sie

miedzy innymi geny kodujgce sktadniki uktadéw: renina-angiotensyna-aldosteron, kinina-kalikreina,
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biorgcych udziat w transporcie jonéw przez btony komérkowe, réznych czynnikéw wazoaktywnych
i hormondw, neurotransmiterdw, receptoréw itd. Potwierdzeniem genetycznej sktadowej w etiologii
nadci$nienia tetniczego jest takze fakt, ze wyzszg chorobowos¢ stwierdzono u oséb rasy czarnej
w porownaniu do rasy biatej w badaniach przeprowadzonych na populacji USA
[99,103,106,107,112-116]. W patogenezie nadcisnienia tetniczego istotng role odgrywajg takze
czynniki Srodowiskowe oraz demograficzne. Nizsze wartosci BP odnotowano u Indian pochodzacych
ze stabo rozwinietych ekonomicznie terenéw Ameryki Potudniowej w poréwnaniu do Europejczykéw
mieszkajgcych w wysoko rozwinietych ekonomicznie regionach. Na wzrost wartosci BP z wiekiem,
a wiec ryzyko rozwoju nadcisnienia tetniczego, wptyw majg takze: pteé, aktywnos¢ fizyczna, nawyki
zywieniowe. Wystepowaniu choroby sprzyja siedzacy tryb zycia, otyto$¢, nadmierne spozycie soli

kuchennej oraz alkoholu [99,103,115].

3.2.3. Rola GKS w etiologii nadcisnienia tetniczego

Wazing przyczyng powstawania nadcisnienia tetniczego sg takze zaburzenia hormonalne. Wsréd
hormondw mogacych odgrywaé znaczaca role w patogenezie nadcisnienia tetniczego znajdujg sie
niewatpliwie GKS. Przypuszcza sie, ze ta grupa hormondéw moze mie¢ udziat w etiologii nawet 30%
przypadkéw pierwotnego nadcisnienia tetniczego [92,117]. Jednakze mechanizm dziatania GKS
prowadzacy do podwyzszenia wartosci BP nie jest jednoznaczny. Z jednej strony duze znaczenie moze
mieé¢ opisana wczesniej 113-HSD2 oraz zwigzany ze zmiang aktywnosci tego enzymu nieprawidtowy
metabolizm F (rozdziat 2.), skutkujgcy nadmiarem F w organizmie, pobudzeniem MR przez F
i zwiekszong reabsorpcjg sodu i wody w nerkach. To zjawisko nie wyjasnia jednak hipertensyjnego
dziatania syntetycznych GKS, ktére nie zwiekszajg wchtaniania zwrotnego sodu w kanalikach
nerkowych, a wrecz wykazujg dziatanie natriuretyczne. Ponadto, u pacjentéw z zespotem Cushinga,
u ktérych jednym z efektdw nadmiaru F w organizmie jest nadcisnienie tetnicze, nie uzyskuje sie
znaczacego obnizenia wartosci BP po podaniu spironolaktonu, ktdry jest selektywnym antagonistg
MR. W zwigzku z tym w wyjasnieniu hipertensyjnego wptywu GKS bierze sie pod uwage, obok zmian
w metabolizmie F przy udziale 11B-HSD2, takze inne mechanizmy. Wiadomo, ze efektem dziatania F
jest zwiekszenie produkcji adrenaliny w rdzeniu nadnerczy oraz zwiekszenie objetosci wyrzutowej
serca, jednakze uwzgledni¢ nalezy takze wptyw F na zwiekszenie oporu obwodowego naczyn, miedzy
innymi  poprzez potegowanie dziatania czynnikdbw wazokonstrykcyjnych — mechanizmy

hipertensyjnego dziatania F przedstawione zostaty na rycinie 11 [21,25,37,117-119].
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Ryc. 11. Wptyw GKS na powstawanie nadcisnienia tetniczego [21]. ECFV - objetos¢ ptynu
zewngtrzkomorkowego (extracellular fluid volume); ICFV - objetos¢ ptynu wewngtrzkomérkowego
(intracellular fluid volume).

W ciggu ostatnich lat duze zainteresowanie wzbudzat wptyw GKS na gospodarke NO, czynnika
odgrywajacego wazng role w regulacji BP poprzez dziatanie wazodilatacyjne, zwiekszenie wydalania
jonow sodu i wody oraz wptyw na aktywnos$¢ sympatycznego uktadu nerwowego. Ponadto, NO
wptywa hamujgco na agregacje ptytek krwi oraz adhezje leukocytdw, zatem ma posrednig aktywnos¢
antyaterogenng. Substratem do produkcji NO w organizmie jest L-arginina, ktdra jest przeksztatcana
do L-cytruliny i NO w procesie katalizowanym przez syntaze tlenku azotu (NOS). Przebieg tej reakcji
warunkuje obecnosé¢ NADPH, niezbednymi kofaktorami sg takze dinukleotyd flawinoadeninowy (FAD)
oraz mononukleotyd flawinowy (FMN). Maksymalng aktywnos¢ NOS zapewnia natomiast
tetrahydrobiopteryna (BH,) [25,37,117,119,120].

Scharakteryzowano trzy izoformy NOS, ktére sg kodowane przez trzy odmienne geny. Izoforma 1
i 3, odpowiednio: neuronalna NOS (NOS1, nNOS) i srédbtonkowa NOS (NOS3, eNOS), to formy
konstytutywne NOS (cNOS), stale obecne w komédrkach i dostarczajgce okreslone ilosci NO. Izoforma
2, tak zwana indukowalna NOS (NOS2, iNOS), powstaje poprzez egzogenng stymulacje przez kininy
[25,37,121,122].

GKS wptywajg na gospodarke NO na drodze kilku mechanizmdéw. Po pierwsze, hamuja

wytwarzanie NO indukowane dziataniem cytokin, a wiec przy udziale NOS2. GKS hamuja ekspresje
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biatka iINOS zmniejszajac bezposrednio ilos¢ enzymu, ale aktywnos$¢ iNOS jest takze posrednio
obnizona ze wzgledu na zmniejszong dostepnos¢ L-argininy bedgcej substratem do syntezy NO, oraz
niezbednego kofaktora — BH,;. Hamujacy wptyw GKS na iNOS moze by¢ szczegdlnie istotny w etiologii
nadciénienia tetniczego, gdyz wtasnie ta izoforma jest odpowiedzialna za kompensacyjng produkcje
NO, w przypadku gdy eNOS produkuje niewystarczajace ilosci NO. Ponadto, wykazano réwniez
niekorzystne dziatanie GKS na eNOS, poprzez zmniejszenie ekspresji i destabilizacie mRNA oraz
poprzez zmniejszenie ilosci biatka enzymatycznego [25,37,119,123]. GKS powodujg takze
zmniejszenie ekspresji cyklohydrolazy GTP, enzymu biorgcego udziat w syntezie BH, z GTP.
Ograniczona dostepnosc¢ BH,, bedacej niezbednym kofaktorem dla wszystkich izoform NOS, skutkuje
z kolei zmniejszeniem syntezy NO. Co wiecej, GKS ograniczajg dostepnos¢ w komarkach L-argininy,
substratu do syntezy NO. Dzieje sie tak na skutek zmniejszenia ilosci specyficznych biatek
transportujgcych ten aminokwas: CAT-1, CAT-2B i CAT-2A oraz poprzez obnizenie ekspresji mRNA
syntazy bursztynianu argininy. Enzym ten katalizuje reakcje odtwarzania L-argininy z L-cytruliny
[25,120].

Wykazano takze, ze GKS nasilajg efekt wywotywany przez czynniki wazokonstrykcyjne, miedzy
innymi angiotensyny Il oraz adrenaliny [119]. Istniejg takze hipotezy, ze hipertensyjne dziatanie GKS
wynika ze zwiekszenia produkcji erytropoetyny (EPO), ktérej zwiekszony poziom w surowicy skutkuje
zwiekszeniem oporu naczyniowego w obrebie nerek [118]. Powyzsze dane wskazujg na ztozonos¢
mechanizméw wptywu GKS na podwyzszenie BP, a wiec wcigz konieczne sg badania dotyczgce roli

tych hormondéw w etiologii nadcisnienia tetniczego.

3.3.  Nastepstwa niewyrownanego cisnienia tetniczego

Rozwojowi nadci$nienia tetniczego czesto nie towarzyszg charakterystyczne objawy,

a rozpoznania choroby dokonuje sie w trakcie przypadkowych badan lekarskich. Dolegliwosci
obserwowane u 0séb z nadcisnieniem tetniczym, takie jak np. bdle i zawroty gtowy, szum w uszach,
tatwe meczenie sie podczas wysitku, pojawiajg sie czesto takze u oséb z prawidtowym BP. Skutkuje to
péznym diagnozowaniem choroby, kiedy to pojawiajg sie specyficzne objawy kliniczne oraz kiedy
dochodzi do powiktan narzgdowych [98,99,101,103]. Do najwazniejszych zmian narzadowych
wynikajgcych z niewyréwnanego nadcisnienia tetniczego naleza:

« zmiany w mies$niu sercowym — dotyczg przede wszystkim lewej komory serca oraz naczyn
wiencowych. Podczas przewlektego wystepowania podwyzszonego BP dochodzi do przerostu
lewej komory serca, ktéry prowadzi do usztywnienia jej $cian i zaburzenia kurczliwosci.
W konsekwencji moze rozwing¢ sie niewydolnos$¢ lewokomorowa, ktérej mogg towarzyszyc
zaburzenia rytmu. Przerost miesnia lewej komory jest tez gtdwnym czynnikiem ryzyka zawatu

miesnia sercowego, niewydolnosci serca, udaru, zaburzen rytmu (ryzyko zwiekszone 4 — 10
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krotnie) oraz miazdzycy naczyi wiedcowych i obwodowych. Zwiekszenie masy miesnia lewej
komory pocigga za sobg zwiekszenie zapotrzebowania na tlen. Tetnice wiencowe ulegajg
poszerzeniu, jednak nie zawsze jest to wystarczajgce do pokrycia zapotrzebowania miesnia
sercowego. Jest to przyczyng wystepowania niedokrwienia podczas wysitku u o0sdéb
z nadci$nieniem i przerostem miesnia lewej komory, nawet wtedy, kiedy nie ma zmian
w naczyniach wiericowych [99,101,103].

zmiany w obrebie nerek — u pacjentéw, u ktdrych terapia nadcisnienia jest nieskuteczna lub
u ktérych nadcisnienie tetnicze w ogdle nie jest leczone, rozwija sie stopniowo niewydolnosc¢
nerek. Wigze sie ona ze spadkiem nerkowego przeptywu krwi oraz zaburzeniem autoregulacji
przeptywu nerkowego i ukrwienia nerek. Obserwowana poczatkowo mikroalbuminuria rozwija
sie do coraz bardziej nasilonego biatkomoczu, spada takze klirens kreatyniny. Dtugotrwate
niewyréwnane nadcisnienie moze zatem prowadzi¢ do niewydolnosci nerek oraz koniecznosci
dializoterapii [99,101,103].

zmiany w naczyniach mdézgowych — wynikajg one ze zgrubienia $cian tetnic oraz zmniejszenia
Swiatta i wzrostu oporu tetnic mézgowych. Przeptyw mdzgowy jest mniejszy u pacjentéw
z podwyzszonymi wartosciami BP w poréwnaniu do oséb z prawidlowym BP, co wigze sie
z ryzykiem niedokrwienia modzgu. Nadcisnienie tetnicze jest gidwnym czynnikiem ryzyka
wystgpienia udaréw niedokrwiennych, wynikajacych zwykle z zatoréw Ilub zakrzepicy
wewnatrznaczyniowej. Nadci$nienie tetnicze jest ponadto, obok wieku, waznym czynnikiem
ryzyka wystepowania tetniakdw mozgu, ktorych pekniecie skutkuje udarem krwotocznym.
Krwotoki mdzgowe mogg byé spowodowane takze poprzez pekniecie zdrowych matych tetnic
i tetniczek mdzgowych na skutek gwattownego wzrostu BP. Badania wykazaty, ze nadcisnienie
tetnicze jest przyczyng 70 — 80% przypadkéw krwotoku moézgowego. Wsrdd wszystkich
przypadkéw udaréw madzgu bedacych konsekwencjg niewyréwnanego nadcisnienia tetniczego,
ok. 80% ma charakter niedokrwienny, pozostate 20% - krwotoczny. Co wiecej, nadcisnienie
tetnicze predysponuje do wystepowania zaburzen w funkcjach poznawczych oraz demencji
u 0soéb starszych oraz sprzyja rozwojowi choroby Alzheimera. Trwale podwyzszone BP u oséb
w podesztym wieku sprzyja wystepowaniu niewielkich zawatéw mdzgowych, ktére przebiegaja
bezobjawowo, jednak w konsekwencji prowadzg do uposledzenia sprawnosci intelektualnej
i demenc;ji [99,101,103,124].

zmiany naczyniowe w obrebie oka — w konsekwencji niewyréwnanego nadcisnienia tetniczego
dochodzi do znacznego zwezenia i stwardnienia $cian naczyn siatkéwki. W przypadku
zaawansowanych zmian moze dochodzi¢ do obrzeku i krwotokéow siatkéwkowych, a takze do

obrzeku tarczy nerwu wzrokowego. Zmiany te oraz stopien ich nasilenia mozna oceni¢ w badaniu
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dna oka, na ktérego podstawie weryfikuje sie wystgpienie uszkodzen narzagdowych powstatych

w konsekwencji nadcisnienia tetniczego [99,103].

Wraz z nadcisnieniem tetniczym bardzo czesto wspdtistniejg takze inne zaburzenia prowadzace
do rozpoznania tzw. zespotu metabolicznego. Diagnoza zespotu metabolicznego opiera sie na
stwierdzeniu wystepowania u pacjenta: otytosci brzusznej, podwyzszonego poziomu triglicerydéw
w surowicy, obnizonego poziomu HDL, podwyzszonego BP oraz podwyzszonego poziomu glukozy na
czczo. Zaburzenia wystepujgce w zespole metabolicznym sg waznymi czynnikami zwiekszajgcymi

ryzyko rozwoju choroby miazdzycowej, choroby niedokrwiennej serca oraz udaru moézgu [101].
3.4.  Epidemiologia nadcisnienia tetniczego

Nadcisnienie tetnicze jest powaznym problemem spotecznym, zaréwno w krajach rozwinietych,
jak i rozwijajacych sie. Szacuje sie, ze podwyzszone BP jest przyczyna 4,5% chordb na catym sSwiecie,
a z powodu nadcis$nienia tetniczego umiera przedwczesnie rocznie okoto 7 milionéw ludzi [125].
Ponadto, istnieje Scista korelacja pomiedzy podwyzszonymi wartosciami BP a ryzykiem sercowo-
naczyniowym. U osdb w wieku 40 — 70 lat podwyziszenie ciSnienia skurczowego o 20 mmHg
a rozkurczowego o 10 mmHg skutkuje podwojeniem ryzyka zawatu serca, udaru, niewydolnosci serca
czy choréb nerek [126]. Skuteczna terapia podwyzszonego BP obniza o okoto 35 — 40% ryzyko udaru
oraz o co najmniej 16% zmniejsza ryzyko zawatu miesnia sercowego [125].

Badanie NATPOL IIl PLUS z 2002 roku wykazato, ze w Polsce na nadcisnienie tetnicze choruje 29%
dorostej populacji, czyli 8,6 miliona osdb. Ponadto, tylko milion pacjentéw byto poddawanych
skutecznej terapii hipotensyjnej. Kolejnym niepokojgcym faktem wynikajagcym z tego badania byto
ustalenie, ze wysokie prawidtowe BP wystepowato u 30% dorostej populacji, co oznacza, ze kolejne
8,9 miliona Polakéw jest zagrozone rozwojem nadci$nienia tetniczego [127]. Badanie WOBASZ
zakonczone w 2005 roku wykazato, ze problem nadcisnienia tetniczego dotyczy jeszcze wiekszego
odsetka dorostych Polakéw, bo az 36% ogdtu (42,1% mezczyzn i 32,9% kobiet). Ponownie okazato sie,
Ze stosowana terapia hipotensyjna u wielu osdb z nadcisnieniem tetniczym jest nieskuteczna - tylko

u 14,1% pacjentéw BP byto prawidtowo kontrolowane [128].
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V  CZESC DOSWIADCZALNA

1. Aparaturaiodczynniki chemiczne

1.1.

1.2.

Aparatura i sprzet laboratoryjny stosowane w metodzie HPLC

zestaw HPLC (Hewlett Packard 1100, USA): degazer (typ G1322A), pompa (typ G1311A),
auto-sampler (typ G1313A), termostat (typ G1316A), detektor fluorescencyjny (typ G1321A) —
zestaw sterowany za pomocg oprogramowania ChemStation umozliwiajgcego analize danych
kolumna monolityczna Chromolith Performance RP-18e (100 mm x 4,6 mm) z pre-kolumng
monolityczng Chromolith RP-18e (5 um; 4,6 mm) (Merck, Darmstadt, Niemcy)

kolumna LiChrospher 100 RP-18e (125 mm x 4 mm; 5 um) z pre-kolumng LiChroCART (4 mm x
4 mm; 5 um) (Merck, Darmstadt, Niemcy)

kolumny do SPE Bakerbond C-18, o pojemnosci 1ml, zawierajace 100 mg fazy stacjonarnej
(J.T.Baker, Deventer, Holandia) — izolacja analitéw

kolumny do SPE Bakerbond C-18, o pojemnosci 3 ml, zawierajgce 200 mg fazy stacjonarnej
(J.T.Baker, Deventer, Holandia) — oczyszczanie moczu z endogennych GKS

zestaw pipet automatycznych (Eppendorf, Hamburg, Niemcy)

waga analityczna Sartorius BP110S (Sartorius, Goettingen, Niemcy)

wytrzgsarka 358S (Elpan, Lubawa, Polska)

wiréwka Centrifuge 5804 (Eppendorf, Hamburg, Niemcy)

urzadzenie do odgazowywania metodg ultradzwiekéw UM-4 (Unitra, Olsztyn, Polska)
urzadzenie do odparowywania rozpuszczalnikdw organicznych Techne Dri-Block DB3 (Techne,
UK)

wytrzasarka typu Minishaker MS2 (IKA —Works Inc., USA)

szklany zestaw filtracyjny (Sartorius, Goettingen, Niemcy)

filtry membranowe z nitrocelulozy, wielkos$¢ porédw 0,45 um (Sartorius, Goettingen, Niemcy)
taznia wodna ze wstrzgsarkg typ 357 (Elpan, Lubawa, Polska)

pH-metr automatyczny CyberScan 500 (Utech Cybernetics, Singapur)

urzadzenie do dejonizacji wody (Simplicity UV, Millipore, Milwaukee, USA)

Odczynniki stosowane w metodzie HPLC

prednizolon - P (Polfa Pabianice, Polska)
hydrokortyzon - F (Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, Niemcy)
kortyzon — E, czystos¢ min. 98% (Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, Niemcy)

tetrahydrokortyzol — THF (Research Plus Inc., New Jersey, USA)
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- allo-tetrahydrokortyzol — allo-THF (Research Plus Inc., New Jersey, USA)

- tetrahydrokortyzon — THE (Research Plus Inc., New Jersey, USA)

- allo-tetrahydrokortyzon — allo-THE (Research Plus Inc., New Jersey, USA)

« trietyloamina — TEA, czystos¢ min. 99% (Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, Niemcy)

« chinuklidyna — Q, czysto$¢ min. 97% (Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, Niemcy)

«  bezwodny wodorofosforan disodowy Na,HPO, cz.d.a. (Fluka Chemie, Buchs, Szwajcaria)

. jednozasadowy fosforan potasu KH,PO, cz.d.a. (Xenon t4dz, Polska)

« kwas orto-fosforowy 85%, czystosc techniczna (Fluka Chemie, Buchs, Szwajcaria)

« bezwodny octan sodu, czystos¢ min. 99% (Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, Niemcy)

- kwas octowy 99,5% cz.d.a. (POCh Gliwice, Polska)

«  [B-glukuronidaza z Helix pomatia, roztwdr zawierajagcy >100000 U/ml [-glukuronidazy
i £7500 U/ml sulfatazy (Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, Niemcy)

« nitryl kwasu 9-antroilowego — 9-AN (SynChem Laborgemeinschaft OHG, Kassel, Niemcy)

. aceton cz.d.a. (POCh Gliwice, Polska)

« acetonitryl o czystosci do HPLC — ACN (Rathburn, Walkerburn, Szkocja, UK)

« n-heksan o czystosci do HPLC (Merck, Darmstadt, Niemcy)

« metanol o czystosci do HPLC (J.T.Baker, Deventer, Holandia)

« dichlorometan o czystosci do HPLC — DCM (Labscan, Dublin, Irlandia)

« azot (Messer, Austria)

- woda dejonizowana uzyskana z zastosowaniem aparatury Simplicity UV

- woda jatowa (Aqua pro injectione, Polpharma S.A., Starogard Gdanski, Polska)

1.3.  Odczynniki zastosowane do badania genotypu

. zestaw do izolacji DNA z leukocytéw krwi obwodowej (Bio Basic Inc., Ontario, Kanada),
w sktad ktérego wchodza: bufor TBP, bufor TBM, bufor TE (pH 8,0), proteinaza K, roztwdr do
przemywania, bufor do elucji

- etanol (Polmos, Polska)

- startery do PCR (Oligo, Pracownia Sekwencjonowania DNA i Syntezy Oligonukleotydéw IBB
PAN, Warszawa, Polska) — dostarczane w postaci liofilizowanej, roztwory podstawowe
o stezeniu 100 pumol/l przygotowywano poprzez dodanie wody jatowej w ilosci okreslonej
przez producenta. Do reakcji PCR uzywano roztwordw o stezeniu 10 umol/l, ktore
przygotowywano przez rozcienczenie roztworow podstawowych wodg jatows.

. zestaw dNTP, deoksynukleotydy: dATP, dCTP, dGTP, dTTP (Bioron GmbH, Ludwigshafen,
Niemcy) — roztwory podstawowe o stezeniach 100 mmol/l; do reakcji PCR uzywano

mieszaniny o stezeniu kazdego sktadnika wynoszagcym 10 mmol/l, ktorg przygotowywano
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przez zmieszanie czterech roztworéw podstawowych i dodanie odpowiedniej ilosci jatowej
wody.
roztwdr MgCl, o stezeniu 25 mmol/l (Roche Diagnostics GmbH, Basel, Szwajcaria)
roztwér CG-RICH (Roche Diagnostics GmbH, Basel, Szwajcaria)
agaroza (BioShop Canada Inc., Ontario, Kanada)
bromek etydyny (Sigma, St. Louis, USA) — roztwér o stezeniu 10 mg/ml
marker masy DNA — GeneRuler 100 bp DNA Ladder (Fermentas, Wilno, Litwa) — w buforze
zawierajgcym: 10 mmol/l Tris-HCl (pH 7,6); 10 mmol/l EDTA; 0,005% btekitu
bromofenolowego; 0,005% ksylencyjanolu FF i 10% glicerolu

enzymy:
FastStart Tag DNA Polymerase (Roche Diagnostics GmbH, Basel, Szwajcaria) o stezeniu
5 U/ul — w buforze zawierajgcym: 20 mmol/l Tris-HCI (pH 9,0), 100mmol/l KCl, 0,1 mmol/I
EDTA, 1 mmol/I DTT, 0,2% Tween 20, 50% glicerol
DreamTaq DNA Polymerase (Fermentas, Wilno, Litwa), o stezeniu 5 U/ul — w buforze
zawierajgcym: 20 mmol/I Tris-HCI (pH 8,0), 1 mmol/I DTT, 0,1 mmol/l EDTA, 100 mmol/I KCl,
0,5% Nonidet P40, 0,5% Tween 20, 50% glicerol
enzym restrykcyjny Taal (HpyCH4llI) (Fermentas, Wilno, Litwa), o stezeniu 10 U/ul — w buforze
zawierajgcym: 10 mmol/I Tris-HCI (pH 7,5), 100 mmol/I KCI, 0,1 mmol/l EDTA, 1 mmol/I DTT,
0,2 mg/ml BSA (Bovine Serum Albumin), 50% glicerol
enzym restrykcyjny Hhal (Fermentas, Wilno, Litwa), o stezeniu 10 U/ul — w buforze
zawierajgcym: 10 mmol/l Tris-HCl (pH 7,4), 100 mmol/l KCl, 1 mmol/l EDTA, 1 mmol/| DTT,
0,2 mg/ml BSA, 50% glicerol

bufory:
bufor dla polimerazy FastStart Tag DNA (Roche Diagnostics GmbH, Basel, Szwajcaria), w sktad
ktérego wchodzg: 500 mmol/I Tris-HCI, 100 mmol/I KCI, 50 mmol/I (NH,4),SO, (pH 8,3)
bufor dla polimerazy DreamTaq DNA (Fermentas, Wilno, Litwa), w sktad ktérego wchodza:
KCl, (NH,4),S0,, 20 mmol/I MgCl,
bufor TBE (Tris-Boric Acid-EDTA) (BioShop Canada Inc., Ontario, Kanada) o skfadzie:
Tris — 89 mmol/l; kwas borowy — 89 mmol/l; EDTA — 2 mmol/l. Przed uzyciem bufor
rozcienczano dziesieciokrotnie wodga dejonizowang.
bufor obcigzajacy do elektroforezy (DNA Loading Dye) (Fermentas, Wilno, Litwa), w sktad
ktérego wchodzg: 10 mmol/l Tris-HCl (pH 7,6); 0,03% btekit bromofenolowy;
0,03% ksylencyjanol FF; 60% glicerol oraz 60 mmol/| EDTA
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bufor TANGO dla enzymdéw restrykcyjnych (Fermentas, Wilno, Litwa), w skfad ktérego
wchodzg: 33 mmol/l Tris-octan (pH 7,9), 10 mmol/l octan magnezu, 66 mmol/| octan potasu,

0,1 mg/ml BSA

1.4.  Aparatura i sprzet laboratoryjny zastosowany do badania genotypu oraz pomiaréw

antropometrycznych

aparat do elektroforezy zelowej poziomej (Sigma-Aldrich, Steinheim, Niemcy)

inkubator (Eppendorf, Hamburg, Niemcy)

mikrowiréwka typ EBA 12 R (Hettich Zentrifugen, Tuttlingen, Niemcy)

probowki do PCR o poj. 0,2 ml oraz 96-dotkowe ptytki do PCR z kotnierzem do potowy
wysokosci (Axygen Inc., Union City, USA)

probowki EasyCap o poj. 1,5 ml (Eppendorf, Hamburg, Niemcy)

probowki zakrecane o poj. 1,5 ml (Sarstedt, Nimbrecht, Niemcy)

systemy aspiracyjno-prézniowe zawierajgce Na,EDTA (Sarstedt, Nimbrecht, Niemcy)
probowki z kolumienkami EZ-10 do izolacji DNA z leukocytéow krwi obwodowej (Bio Basic Inc.,
Ontario, Kanada)

termocykler (Bio-Rad Laboratories Inc., USA)

transiluminator UV typu G:BOX (Syngene, Alexandria, USA)

wiréwka (Eppendorf, Hamburg, Niemcy)

analizator procentowej zawartosci ttuszczu w organizmie NaiS Body Fat Watcher EW 4100
(NAIS Wellneslife, Dusseldorf, Niemcy)

ci$nieniomierz OMRON M1 Classic (Omron Healthcare Co. Ltd., Illinois, USA)

program do projektowania starteréw: Primer3 (v. 0.4.0)

program do odczytu wynikéw sekwencjonowania: FinchTV (v. 1.4.0)

programy do analizy sekwencji kwasow nukleinowych: Sequence Scanner (v. 1.0), MegAlign

DNAStar

2. Metoda HPLC oznaczania endogennych GKS i ich metabolitow w ptynach biologicznych

2.1.  Warunki analizy HPLC

Rozdziat analitéw prowadzono na kolumnie HPLC Chromolith Performance RP-18e (wypetnione;j
krzemionkg zwigzang chemicznie z fazg Cy5) wyposazonej w pre-kolumne Chromolith RP-18e.
Warunki pracy chromatografu:

faza ruchoma — ACN : 0,3 mmol/| kwas orto-fosforowy (470 : 530 v/v); pH=4,6
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- temperatura kolumny: 25°C
«  szybkosé przeptywu fazy ruchomej: 2 ml/min
«  objetosc nastrzyku: 50 pl
- detekcja fluorescencyjna:
maksimum wzbudzenia: A=360 nm

maksimum emisji: A=460 nm

2.1.1. Przygotowanie fazy ruchomej

Faze ruchoma przygotowywano poprzez zmieszanie 470 ml ACN z 530 ml wody bidestylowanej,
uprzednio przesgczonej przez saczek nitrocelulozowy o $rednicy poréw 0,45 um. Nastepnie roztwor
doprowadzano do pH 4,6 przy uzyciu 0,1 mol/l kwasu orto-fosforowego i odgazowywano za pomocg

ultradzwiekow.
2.2.  Roztwory stosowane w metodzie HPLC
2.2.1. Roztwory podstawowe i wzorcowe GKS

Roztwory podstawowe GKS przygotowano w bezwodnym ACN:

. P ostezeniu 400 pg/ml

- Fostezeniu 500 pug/ml

- Eostezeniu 500 pug/ml

- THF o stezeniu 500 pg/ml

. THE o stezeniu 500 pg/ml

- allo-THF o stezeniu 100 pg/ml

. allo-THE o stezeniu 100 pg/ml

Nastepnie z roztwordw podstawowych sporzadzono roztwory wzorcowe (réwniez w bezwodnym
ACN), w ktorych stezenia F, E, THF, THE, allo-THF, allo-THE byty jednakowe i wynosity: 0,03 pg/ml;
0,05 pg/ml; 0,1 ug/ml; 0,25 pg/ml; 0,50 pg/ml; 1,00 pug/ml; 2,50 pg/ml; 5,00 pg/ml; 10,00 pg/ml.

Kazdy roztwor wzorcowy zawierat P (wzorzec wewnetrzny, 1.S.) o stezeniu 2,00 pg/ml.

2.2.2. Roztwory pomocnicze

« bufor fosforanowy o pH 7,4 przygotowano poprzez zmieszanie 40,9 ml 0,0667 mol/l wodnego
roztworu Na,HPO, i 9,1 ml 0,0667 mol/l wodnego roztworu KH,PO,
«  bufor octanowy o pH 5,1 przygotowano poprzez zmieszanie 40,0 ml 0,5 mol/l wodnego roztworu

CH;COONa i 10,0 ml 0,5 mol/Il roztworu CH;COOH
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«  roztwédr 9-AN o stezeniu 0,2 mg/ml (odczynnik derywatyzujacy) przygotowano w bezwodnym
ACN

«  przygotowano roztwory w bezwodnym ACN: 12,5% TEA oraz 0,5% Q, ktére nastepnie zmieszano
w stosunku objetosciowym 4:1. W uzyskanej mieszaninie stezenia sktadnikéw wynosity: 10,0% TEA
i0,1% Q.

« mocz wykorzystywany do przygotowania krzywych wzorcowych oczyszczano z endogennych GKS
poprzez trzykrotng ekstrakcje SPE. Na kolumny (o pojemnosci 3 ml z 200 mg fazy stacjonarnej),
aktywowane wczesniej 6 ml metanolu i 6 ml wody bidestylowanej, nanoszono 3 ml moczu. GKS
znajdujgce sie w probce moczu zatrzymywaty sie na fazie stacjonarnej, oczyszczony filtrat zbierano,

a catg procedure powtarzano trzykrotnie w celu usuniecia wszystkich zawartych w moczu GKS.

2.3.  Przygotowanie probek do krzywych wzorcowych

Krzywe wzorcowe byty wykonywane w zakresie stezen 3 — 1000 ng/ml GKS w matrycy, jako I.S.
stosowany byt P w stezeniu 200 ng/ml w matrycy. Przygotowanie prébek do krzywej wzorcowej

obejmowato trzy etapy: ekstrakcje ciecz-ciecz, derywatyzacje oraz izolacje GKS metodg SPE.

2.3.1. Ekstrakcja GKS

Do fiolek ekstrakcyjnych odmierzano 0,5 ml wody bidestylowanej lub moczu (uprzednio
oczyszczonego z endogennych GKS) oraz 50 pl roztworu wzorcowego o odpowiednim stezeniu.
Uzyskane stezenia GKS w matrycy wynosity odpowiednio: 3 ng/ml; 5 ng/ml; 10 ng/ml; 25 ng/ml;
50 ng/ml; 100 ng/ml; 250 ng/ml; 500 ng/ml; 1000 ng/ml. Stezenie wzorca wewnetrznego w matrycy
wynosito kazdorazowo 200 ng/ml. Prébe zerowa przygotowywano dodajgc zamiast 50 pl roztworu
wzorcowego — 50 ul czystego ACN.

Do prébek dodawano 1,0 ml buforu fosforanowego o pH 7,4 i ekstrahowano 4 ml DCM.
Mieszanine wytrzgsano przez 10 min przy amplitudzie 4 cm i czestotliwosci 300 cykli/min. Nastepnie
proby oziebiano przez 10 min w temp. 4°C oraz odwirowywano przez 10 min przy RCF = 1740 g
w celu wyraznego rozdzielenia warstw. Pobierano dolng warstwe organiczng i odparowywano do

sucha w fagodnym przeptywie azotu w temp. 40°C.

2.3.2. Derywatyzacja

Suchg pozostatos¢ po ekstrakcji rozpuszczano w 100 pl TEA : Q (4 : 1), a nastepnie dodawano
150 ul roztworu 9-AN. Mieszanine pozostawiano w temp. pokojowej w zaciemnionym miejscu
w warunkach bezwodnych. Po 30 min préby odparowywano do sucha w fagodnym przeptywie azotu

w temp. 30°C. Reakcja derywatyzacji zostata przedstawiona na rycinie 12.
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Ryc. 12. Schemat reakcji derywatyzacji F przy uzyciu 9-AN [129].

2.3.3. lzolacja analitéw metoda SPE

Suchg pozostato$¢ po derywatyzacji rozpuszczano w 200 pl ACN, dodawano 800 pl wody
bidestylowanej, a nastepnie préby przenoszono na kolumny SPE wypetnione krzemionkg zwigzang
z fazg Cyg, ktdre uprzednio aktywowano 2 ml ACN i 2 ml wody bidestylowanej. Naniesione préby
przemywano 2 ml wody bidestylowanej i pozostawiano (10 min) do wyschniecia w przeptywie
powietrza. Nastepnie proby przemywano mieszaning DCM i n-heksanu (1:1 v/v). Antroilowe
pochodne GKS eluowano 1 ml acetonu. Eluaty odparowywano do sucha w fagodnym przeptywie
azotu w temp. 40°C. Suchg pozostatos¢ rozpuszczano w 50 pl ACN i 50 ul fazy ruchome;j

i nastrzykiwano na kolumne chromatograficzna.

2.4.  Analiza GKS w ptynach biologicznych

F i E byly oznaczane we wszystkich trzech matrycach (osoczu, moczu bez hydrolizy i moczu po
enzymatycznej hydrolizie), natomiast ich metabolity (THF, allo-THF, THE i allo-THE) tylko w moczu po
enzymatycznej hydrolizie. Kazdorazowo, oprécz prébek biologicznych, w trakcie jednej serii

przygotowywano i poddawano analizie prébki zawierajgce 3 rézne stezenia GKS z krzywej wzorcowej
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(50 ng/ml; 250 ng/ml oraz 1000 ng/ml) w celu monitorowania poprawnosci procedury analityczne;j

(quality samples). Ponadto, kazda seria zawierata rowniez prébe zerowa.

2.4.1. Przygotowanie probek osocza

Do fiolek ekstrakcyjnych dodawano 0,5 ml osocza oraz 50 ul roztworu wzorca wewnetrznego
o stezeniu 2 ug/ml. Po wymieszaniu dodawano 1 ml buforu fosforanowego o pH 7,4 i ekstrahowano
4 ml DCM. Préby wytrzagsano, a nastepnie poddawano derywatyzacji i oczyszczano wg identycznej

procedury jak dla krzywych wzorcowych (Rozdz. 2.3).

2.4.2. Przygotowanie probek moczu

Prébki moczu zostaty podzielone na dwie serie w celu oznaczenia zaréwno wolnej frakcji GKS, jak
i catkowite] ilosci GKS wydalanych z moczem (frakcja wolna + GKS sprzezone z glukuronianami
i siarczanami).

Préobki moczu nie poddawane enzymatycznej hydrolizie byty przygotowywane w identyczny
sposéb jak prébki osocza (Rozdz. 2.4.1). Analiza moczu nie poddanego wczesniejszej hydrolizie
prowadzona byta w celu oznaczenia UFF i UFE.

Aby oznaczy¢ catkowity ilos¢ GKS w DZM, probki moczu poddawano enzymatycznej hydrolizie
z uzyciem P-glukuronidazy z Helix pomatia. Do fiolki ekstrakcyjnej zawierajgcej 0,5 ml moczu oraz
1 ml buforu fosforanowego o pH 7,4 dodawano enzym (5800 U/ml| moczu) i inkubowano przez 20 h
w temp. 37°C. W trakcie inkubacji prébki byty lekko wstrzgsane (amplituda: 4 cm, czestotliwosc:
50 cykli/min). Po zakoriczeniu hydrolizy do prébek dodawano 50 pl roztworu P o stezeniu 2 pg/ml
oraz ekstrahowano 4 ml DCM. Dalsza czes¢ analizy (wytrzasanie, derywatyzacja, izolacja analitow)

przebiegata identycznie jak w przypadku krzywych wzorcowych (Rozdz. 2.3).
2.5.  Optymalizacja procesu enzymatycznej hydrolizy oraz reakcji derywatyzacji

2.5.1. Wptyw pH, rodzaju buforu oraz temperatury na hydrolize glukuronianow i siarczanow

GKS

W celu optymalizacji hydrolizy koniugatéw GKS przy uzyciu [B-glukuronidazy zbadano wptyw
czasu i temperatury inkubacji oraz rodzaju zastosowanego buforu na wydajnosc¢ tego procesu.

Préobki moczu (z tej samej DZM) podzielono na 4 serie, po 5 probek kazda. Kazda z prébek
zawierata 0,5 ml moczu i B-glukuronidaze w ilosci 5800 U/ml moczu. Do dwdch serii (1 i Il) dodano po
1 ml buforu fosforanowego o pH 7,4; do dwdch kolejnych (Il i IV) — po 1 ml buforu octanowego
o pH 5,1. Po wymieszaniu prébki byty inkubowane w nastepujgcych warunkach:

- seria | (bufor fosforanowy) i lll (bufor octanowy) — 20 h w temp. 37°C
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- seria ll (bufor fosforanowy) i IV (bufor octanowy) — 2 h w temp. 55°C
Po zakonczeniu inkubacji do prébek dodawano 50 pl roztworu wzorca wewnetrznego (2 pg/ml)

i analizowano wg opisanej wczesniej procedury (Rozdz. 2.4)

2.5.2. Wptyw stezenia zasad organicznych oraz ilosci 9-AN na reakcje derywatyzacji

Optymalizacje reakcji GKS z 9-AN przeprowadzono poddajgc analizie wydajnosé¢ procesu
w obecnosci zasad organicznych oraz przy braku TEA i Q, a takze po zastosowaniu réznych ilosci
odczynnika derywatyzujgcego, a takze po uzyciu roztworédw Q o réznych stezeniach (0,10%; 0,15%;
0,20%; 0,30%). Zbadano takze wptyw temperatury, w ktdrej prébki byty odparowywane w fagodnym
przeptywie azotu po procesie derywatyzacji.

W celu ustalenia optymalnej ilosci czynnika derywatyzujgcego, wykonano serie préb, gdzie do
suchej pozostatosci po ekstrakcji dodawano 100 pl mieszaniny TEA:Q (stezenie zasad w mieszaninie
wynosito odpowiednio 10% i 0,10%) w celu zalkalizowania Srodowiska oraz rézne (wzrastajace:
100, 150, 200, 300, 400, 500 pl) ilosci odczynnika derywatyzujgcego 9-AN (w stezeniu 0,20 mg/ml).
Analizowano wielkosci pol powierzchni pikdw uzyskanych dla poszczegdlnych GKS.

Wptyw zasad organicznych (TEA i Q) na wydajnos¢ procesu derywatyzacji analizowano po
oznaczeniu préb z kilku serii, w ktérych do suchej pozostatosci po ekstrakcji dodano do alkalizacji:
100 pl mieszaniny TEA:Q o stezeniach 10% : 0,10%; roztwér TEA o stezeniu 10% oraz roztwor Q
o stezeniu 0,10%. Analizie poddano takze wptyw stezenia Q na wydajnos¢ reakcji derywatyzacji,
przygotowujac serie préb, gdzie do suchej pozostatosci po ekstrakcji dodawano 100 pl roztworu Q
o réznym stezeniu: 0,10%; 0,15%; 0,20% i 0,30%. Nastepnie dodano 150 pl odczynnika

derywatyzujgcego. Jako odniesienie przyjeto wyniki uzyskane dla mieszaniny TEA:Q.
2.6.  Walidacja metody HPLC oznaczania GKS
2.6.1. Liniowos¢

Krzywe wzorcowe przedstawiono jako zaleznos¢ stosunku pola powierzchni piku danego steroidu
(Px) do pola powierzchni piku I.S. (Pp) od stezenia danego analitu w matrycy. Krzywe wzorcowe
wyznaczono w zakresach 5,0 — 1000,0 ng/ml dla F, E i THF oraz 10,0 — 1000,0 ng/ml dla allo-THF
i THE+allo-THE. Metodg najmniejszych kwadratdw wyznaczono réwnania krzywych wzorcowych,
ktore postuzyty nastepnie do obliczenia poziomdw GKS w osoczu i moczu. Wyznaczono wspoétczynniki
korelacji r. Dodatkowo potwierdzono liniowos¢ krzywych wzorcowych przy uzyciu testu Mandel’a
(Mandel’s fitting test; przy poziomie istotnosci a=0,05), ktory stuzy do weryfikacji poprawnosci

liniowego lub kwadratowego modelu regresji. O liniowosci $wiadczy wartos¢ testowa TV < Fy: [130].

62



CzESC DOSWIADCZALNA

2.6.2. Wykrywalnos$¢ (LOD) i oznaczalnos¢ (LOQ)

Za LOD przyjeto stezenie GKS, dla ktérego stosunek wysokosci sygnatu pochodzgcego od analitu
do szumow linii podstawowej (S : N) wynosit 3 : 1.

LOQ wyznaczono jako najmniejsze stezenie analitu, ktére mozina oznaczy¢ z odpowiednig
precyzjg (RSD% < 20%) i doktadnoscia (wartos¢ bezwzgledna btedu nieprzekraczajgca 20%). Kontrolna
seria prob o stezeniach analitdow w matrycy: 5,00 ng/ml dla F, E i THF oraz 10,00 ng/ml dla allo-THF,

THE i allo-THE zostata niezaleznie przygotowana i oznaczona.

2.6.3. Precyzja i doktadnos¢

Precyzje w ciggu dnia (intra-day) wyznaczono poprzez oznaczenie pozioméw endogennych GKS
w prébkach moczu i osocza. Prébki moczu analizowano bez wczesniejszej hydrolizy oraz po
20-godzinnej inkubacji z B-glukuronidaza. Kazda z serii zawierata po 6 prébek.

Precyzje miedzy dniami (inter-day) wyznaczono poprzez oznaczenie pozioméw endogennych GKS
w osoczu oraz w moczu (bez hydrolizy oraz po inkubacji z 3-glukuronidazg). Przygotowano 3 serie, po
9 prébek kazda (3 préby osocza, 3 préby moczu nie poddanego hydrolizie oraz 3 préby moczu po
inkubacji z B-glukuronidaza) i oznaczono je w ciggu 3 dni (kazda seria innego dnia).

Doktadnos¢ miedzy dniami zostata wyznaczona dla wszystkich stezen GKS z zakreséw krzywych
wzorcowych i przedstawiona jako réznica (wyrazona w procentach) miedzy stezeniem oznaczonym
(Cozn) a stezeniem nominalnym (Cpom):

bias [%] = CZ—_C 0100%

nom

2.6.4. Odzysk

Odzysk GKS wyznaczono zaréwno dla prébek moczu (przed i po enzymatycznej hydrolizie), jak
i osocza. W tym celu oznaczono najpierw stezenie endogennych GKS w prébkach osocza i moczu
(stezenie poczatkowe). Nastepnie do préobek osocza i moczu (pochodzacych od tych samych osdb)
dodano roztwér wzorcowy o znanej ilosci GKS i oznaczono catkowite stezenie GKS (wynikajace
z zawartos$ci w probkach biologicznych endogennych GKS oraz dodanych z roztworem wzorcowym).
Odzysk wyznaczono jako rdznice miedzy oczekiwanym stezeniem GKS w prdbkach
(poczatkowe + dodane) a koicowym oznaczonym stezeniem:

koncowe oznaczone stezenie GKS

odzysk [%)] = , , [1100%
oczekiwane stezenie GKS
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2.6.5. Zastosowanie metody w warunkach in vivo

Opracowang metode HPLC oznaczania endogennych GKS sprawdzono w warunkach in vivo,
oznaczajgc poziomy endogennych: F i E w osoczu i moczu oraz THF, allo-THF, THE i allo-THE w moczu.
Probki osocza pochodzity z Regionalnego Centrum Krwiodawstwa i Krwiolecznictwa w Poznaniu

(3 rézne serie), prébki moczu uzyskano od trzech zdrowych ochotnikow.

3. Poziomy endogennych GKS w osoczu i moczu u pacjentéw z nadcisnieniem tetniczym

oraz u zdrowych ochotnikéow

3.1.  Charakterystyka probantow

W badaniach uczestniczyto 79 chorych na nadcisnienie tetnicze leczonych w Klinice Chordb
Wewnetrznych, Zaburzen Metabolicznych i Nadci$nienia Tetniczego Szpitala Klinicznego nr 1
Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu oraz 70 zdrowych ochotnikéw. Prébki krwi od zdrowych
ochotnikdw zostaty pozyskane przy udziale Centralnego Laboratorium Szpitala Ginekologiczno-
Potozniczego Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu. Badanie uzyskato zgode Komisji Bioetycznej
przy Uniwersytecie Medycznym w Poznaniu (uchwata nr 117/08; zatacznik nr 1). Wszyscy uczestnicy
badan zostali poinformowani o celu i metodyce badan oraz wyrazili pisemng zgode na udziat

w badaniu.

3.1.1. Zdrowi ochotnicy

Grupe kontrolng stanowito 70 zdrowych ochotnikdw, 34 kobiety oraz 36 mezczyzn, w wieku od
21 do 71 lat (36,6 * 15,3 lat). Od kazdej osoby pobrano w godzinach porannych (8:00 — 9:00) prébke
krwi oraz przeprowadzono DZM (zanotowano doktadnie objetos¢ oddanego moczu). DZM
przeprowadzano wedtug Scisle okreslonej, standardowej procedury stosowanej w placéwkach
medycznych [131], do dalszej analizy pobrano objetos¢ 5 ml. Prébke krwi podzielono na 2 czesci —
jedng prébke petnej krwi bezposrednio zamrazano, drugg prébke krwi odwirowano w celu zebrania
osocza. Probki petnej krwi, osocza oraz moczu przechowywano w temp. -30°C do momentu analizy.
Kazdy ochotnik udzielit wywiadu majgcego na celu ustali¢ ryzyko wystgpienia nadcisnienia tetniczego
(ankieta — zatgcznik nr 2). Ponadto dokonano nastepujgcych pomiaréw i obliczen:
+ pomiar BP
. pomiar procentowej zawartosci tkanki ttuszczowej w organizmie

«  obliczenie wskaznika masy ciata BMI
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- pomiar obwodu talii WC (waist circumference) oraz obliczenie stosunku obwodu talii do obwodu

bioder WHR (waist-to-hip ratio)

BMI [kg/m?] to wspdtczynnik powstaty przez podzielenie masy ciata [kg] przez podniesiony do
kwadratu wzrost (wyrazony w metrach):

BMI = masa ciata [kg] / (wzrost [m])?

Na jego podstawie u 0séb dorostych klasyfikuje sie prawidtowg mase ciata, nadwage i otytos¢ (Tabela
5). Jest to takze istotny wskaznik przy ocenie ryzyka wielu choréb, miedzy innymi zwigzanych
z uktadem sercowo-naczyniowym. Podwyziszone wartosci BMI korelujg z wystepowaniem zawatu
serca, ryzykiem zapadalnosci na nadcisnienie tetnicze, cukrzyce typu 2, chorobe wiencowg, a takze
wielu nowotwordw, miedzy innymi piersi, jelita grubego, prostaty czy endometrium. Otytosc,
mierzona za pomocg BMI, jest takze czynnikiem sprzyjajgcym wystepowaniu chordb uktadu kostnego

[132].

Tabela 5. Klasyfikacja niedowagi, nadwagi oraz otytosci u oséb dorostych na podstawie wartosci BMI
wg Swiatowe]j Organizacji Zdrowia (WHO) [132]

klasyfikacja warto$é BMI [kg/m’]
NIEDOWAGA <18,5
powazna niedowaga <16,00
umiarkowana niedowaga 16,00 - 16,99
tagodna niedowaga 17,00 - 18,49
PRAWIDEOWA MASA CIAtA 18,50 - 24,99
NADWAGA 225,00
stan przed otytoscig 25,00 -29,99
OTYt0SC 230,00
otytosé | stopnia 30,00 - 34,99
otytos¢ Il stopnia 35,00 - 39,99
otytos¢ Il stopnia >40,00

WHR jest parametrem pozwalajgcym ocenié rozktad tkanki ttuszczowej w organizmie. Za pomoca
BMI mozna stwierdzi¢ nadwage czy otyto$é, jednak parametr ten nie daje zadnych informacji
0 rozmieszczeniu tkanki ttuszczowej w organizmie. Podwyzszone wartosci WHR wskazujg natomiast
na akumulacje tkanki ttuszczowej w okolicach brzusznych. Otyto$¢ androidalna (nagromadzenie
tkanki ttuszczowej w obrebie jamy brzusznej) wigze sie z wiekszym ryzykiem wystgpienia chordb
uktadu sercowo-naczyniowego w poréwnaniu z akumulacjg tkanki ttuszczowej w okolicach bioder.
U osdb rasy kaukaskiej wartosci prawidtowe parametru WHR mieszczg sie w granicach: dla kobiet

0,67 —0,80; u mezczyzn 0,85 — 0,95 [133].
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Drugim, obok WHR, parametrem oceniajagcym rozktad tkanki ttuszczowej w organizmie jest WC.
Wartosci tego parametru korelujg z wartosciami BMI i WHR. Za prawidtowy przyjmuje sie WC nie
przekraczajacy 88 cm u kobiet oraz 102 cm u mezczyzn. Wyzsze wartosci s uznawane za czynnik
ryzyka choréb uktadu sercowo-naczyniowego. Oba parametry oceniajgce rozmieszczenie tkanki
ttuszczowej w organizmie, zarowno WHR, jak i WC, sg uznawane za lepsze wskazniki oceny ryzyka
wystgpienia cukrzycy typu 2 niz BMI [101,132]. Analiza kilkunastu projektéw badawczych
przeprowadzonych na duzych populacjach wykazata, ze wartosci parametréw WC i WHR s3 znaczgco
zwigzane z ryzykiem wystgpienia incydentow sercowo-naczyniowych. Wzrost WC o 1 cm zwieksza
ryzyko wystgpienia takiego zdarzenia o 2%, wzrost wartosci WHR o 0,01 podnosi ryzyko wystgpienia
incydentu sercowo-naczyniowego o 5% [134].

Ocena procentowej zawartosci tkanki ttuszczowej w organizmie opiera sie na pomiarze
bioimpedancji elektrycznej BIA (Bioelectrical Impedance Analysis). Metoda ta pozwala na ustalenie
sktadu ciata poprzez pomiar oporu elektrycznego tkanek — wykorzystuje sie réznice w przewodzeniu
impulsu elektrycznego przez tkanke ttuszczowa, miesniowg i kostng [135,136]. Producent
stosowanego do pomiaru aparatu (NAiS Wellneslife, Niemcy) za poziom referencyjny zawartosci

tkanki ttuszczowej w organizmie podaje wartosci: dla kobiet <30%, dla mezczyzn <25%.
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Tabela 6. Wartosci cisnienia skurczowego i rozkurczowego, pomiary antropometryczne oraz

obliczenia w grupie zdrowych ochotnikdw. Wartosci przedstawiono jako zakres (minimum -—

maksimum), srednia + SD oraz mediana.

GRUPA KONTROLNA

kobiety mezczyzni
n=70 n=34 n=36
21-71 21-71 21-64
wiek [lata] 36,6 + 15,3 38,5+16,9 34,8+13,6
31,5 32,5 30
43,0 -100,0 (n=67) 43,0-74,5 56,0 —100,0 (n=33)
masa ciata [kg] 69,5 + 13,4 60,0 + 7,9 79,2 + 10,7
68,0 62,25 79,0
18,4 - 32,5 (n=67) 18,4-31,1 19,2 - 32,5 (n=33)
BMI [kg/m?] 23,3+3,3 22,1+3,9 24,5+3,2
22,9 22,1 24,4
. 96 — 153 (n=67) 97— 144 96 — 153 (n=33)
ciSnienie skurczowe
122 +12 117 £ 12 127 £ 11
[mmHg]
121 116,5 129
o 58 — 96 (n=67) 59 -96 58 —91 (n=33)
cisnienie rozkurczowe
74+8 72 +8 76 £ 7
[mmHg]
74 72 75
63,0 — 115,0 (n=67) 63,0 — 98,0 71,0 - 115,0 (n=33)
WC [cm] 82,6+11,9 74,8 +7,8 90,5 + 10,0
82,0 72,5 89,0
0,68 — 1,06 (n=67) 0,68 — 0,95 0,79 — 1,06 (n=33)
WHR 0,83 + 0,09 0,76 £ 0,06 0,90 £ 0,06
0,84 0,76 0,88
B . 14,0 - 45,2 (n=67) 22,7 - 40,0 14,0 — 45,2 (n=33)
zawartos¢ tkanki
. 26,3+6,7 30,2 +4,2 22,2+6,4
tluszczowej [%]
27,0 29,4 22,1

3.1.2. Chorzy z nadcisnieniem tetniczym

Grupe badang stanowito 79 pacjentdw cierpigcych na nadcisnienie tetnicze o nieznane;j etiologii,

31 kobiet oraz 48 mezczyzn, w wieku od 17 do 71 lat (43,4 + 13,4 lat). Byli to pacjenci znajdujgcy sie

pod opiekg Kliniki Choréb Wewnetrznych, Zaburzen Metabolicznych i Nadcisnienia Tetniczego

Szpitala Klinicznego nr 1 UMiKM w Poznaniu, jedna osoba zostata zakwalifikowana do badania po

zgtoszeniu sie do Poradni Nadci$nienia Tetniczego i Zaburzen Metabolicznych Szpitala Klinicznego

nr 1 UMiKM w Poznaniu. Pacjenci znajdujgcy sie w Klinice zostali poddani rutynowym badaniom

diagnostycznym, ktore obejmowaty przede wszystkim: badania biochemiczne krwi, USG jamy

brzusznej, EKG oraz badanie ogdlne moczu. Dodatkowo, pacjenci wypetnili takg samg ankiete, jak

osoby z grupy kontrolnej (zatacznik nr 2) oraz dokonano takich samych pomiaréw i obliczen jak
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u zdrowych ochotnikéw. Ponadto, w godzinach porannych pobrano od chorych prébki krwi
(w godzinach 8:00 — 9:00) oraz wykonano DZM w celu oznaczenia pozioméw endogennych GKS
W 0soczu i moczu oraz ustalenia sekwencji genu HSD11B2. Prébki petnej krwi, osocza (pozyskanego
po odwirowaniu czesci krwi pobranej od pacjenta) oraz moczu zamrazano i przechowywano w temp.
-30°C do momentu analizy. Oznaczenia poziomdéw GKS wykonano w Katedrze Farmacji Fizycznej
i Farmakokinetyki UMiKM, natomiast badania genetyczne w Katedrze Biochemii Farmaceutycznej
UMIKM oraz w Wydziatowej Pracowni Technik Biologii Molekularnej przy Wydziale Biologii UAM
w Poznaniu.

Badania biochemiczne krwi obejmowaty miedzy innymi oznaczenie stezenia K', Na’,
aminotransferazy asparaginianowe] (AspAT), aminotransferazy alaninowej (AIAT), kreatyniny (C),
aldosteronu, tyreotropiny (TSH) oraz ARO. Ponadto, korzystajgc z wzoru Cockrofta-Gaulta obliczano

klirens kreatyniny (Cl¢,) [137,138]:

damezcyzn: 1, [mi/min] = {40~ wiek lata] JEmasa ciala [kg]
: o 7200C,, [mg/dl]
dla kobiet: cl,, [mi/min] = 0,85 {140 - wiek |lata] )Cmasa ciala |kg]

72100, [mgyd|
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Tabela 7. Wartosci cisnienia skurczowego i rozkurczowego, pomiary antropometryczne oraz

obliczenia w grupie chorych z nadci$nieniem tetniczym. Wartosci przedstawiono jako zakres

(minimum — maksimum), srednia + SD oraz mediana.

GRUPA CHORYCH Z NADCISNIENIEM TETNICZYM

kobiety mezczyzni
n=79 n=31 n=48
17-71 17 -67 19-71
wiek [lata] 433 +13,4 41,4+ 14,1 44,6 + 13,0
44,0 40,0 46,5
46,5 -144,0 46,5-129,0 67,0 —144,0
masa ciata [kg] 92,8+23,1 79,0 £21,2 101,8 +19,7
94,0 74,0 101,7
17,9-50,4 17,9-50,4 22,0-49,1
BMI [kg/m?] 31,5+7,4 29,9+8,3 32,6 6,6
30,5 27,5 31,5
.. 110 - 260 (n=78) 110 — 240 (n=30) 110 -260
cisnienie skurczowe
156 £ 31 160 + 33 154 + 30
[mmHg]
150 157,5 150
L 70— 150 (n=78) 75— 150 (n=30) 70 — 145
cisSnienie rozkurczowe
97+18 97 +19 97 +17
[mmHg]
95 90 95
65,0 —138,0 (n=62) 65,0 —118,0 (n=20) 81,0 -138,0 (n=42)
WC [cm] 102,7 +17,6 89,8 + 16,2 108,8 + 14,9
104,0 86,5 108,0
0,70 - 1,32 (n=62) 0,70 — 1,01 (n=20) 0,82 — 1,32 (n=42)
WHR 0,94 +0,11 0,84 £0,09 0,99 £ 0,08
0,96 0,82 0,97
B . 17,7 - 57,5 (n=53) 22,8 - 48,5 (n=14) 17,7 - 57,5 (n=39)
zawartos¢ tkanki
. 31,8+8,9 35,6 £8,0 30,4 £8,9
tluszczowej [%)]
29,9 35,0 29,4

4. Analiza struktury genu HSD11B2

4.1.  Izolacja DNA z krwi obwodowej

Do izolacji DNA z leukocytéow krwi obwodowej zastosowano zestaw EZ-10 Spin Column Blood

Genomic DNA Minipreps Kit (Bio Basic Inc). W metodzie tej przy uzyciu odpowiedniego buforu,

najpierw TBP, a nastepnie TBM, oraz proteinazy K komérki poddawane s3 lizie, zachodzi takze

denaturacja wszelkich biatek. Dodatek etanolu zwieksza powinowactwo kwaséw nukleinowych do

krzemionkowego wypetnienia kolumienek. DNA ulega zwigzaniu przez specjalng krzemionkowa

membrane, podczas gdy inne sktadniki komdrkowe oraz zanieczyszczenia sg wymywane. Zatrzymane
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na membranie DNA jest przemywane buforem (washing solution) w celu usuniecia resztek
zanieczyszczen, a po elucji buforem o odpowiednim pH (zawierajagcym Tris-HCl), uzyskany materiat
genetyczny nadaje sie do bezposredniego wykorzystania bez koniecznosci precypitacji. Poniewaz
DNA jest wrazliwe na zmiany pH (ulega hydrolizie), zapewnienie odpowiedniego srodowiska (pH 8.0)

jest konieczne przy dtuzszym przechowywaniu wyizolowanego materiatu genetycznego.

Probki krwi byly pobierane przy uzyciu systemdw aspiracyjno-prézniowych zawierajgcych
antykoagulant — Na,EDTA. Do probdwki o pojemnosci 1,5 ml odmierzano 0,5 ml krwi obwodowej,
wirowano przez 3 min w temp. 4°C przy 1150 x g, odrzucano supernatant. Nastepnie dodawano
0,8 ml buforu TBP, delikatnie mieszano i ponownie odwirowywano przez 3 min przy 1150 x g,
supernatant odrzucano. Czynnos$¢ te powtarzano do momentu, kiedy pozostaty na dnie probowki
osad miat zabarwienie bladofioletowe lub biate. Nastepnie dodawano 0,5 ml buforu TBM,
energicznie mieszano oraz dodawano 3 pl roztworu proteinazy K. Prébki inkubowano
w temperaturze 55°C przez 30 min, kilkakrotnie delikatnie mieszajac. Jesli po 30-minutowej inkubacji
widoczne byly w probdéwce nierozpuszczone czastki, prébki byty odwirowywane przez 2 min przy
3210 x g, osad byt odrzucany a supernatant przenoszony do czystej probéwki. Nastepnie do prébki
dodawano 260 pul etanolu 96° i mieszano. Mieszanina byta kolejno przenoszona na kolumienki EZ-10
zawierajgce krzemionkowg membrane. Probéwki z umieszczonymi w nich kolumienkami wirowano
przez 1 min przy 12 850 x g, przesgcz z probéwki odrzucano. Nastepnie do kolumienki dodawano
0,5 ml roztworu do przemywania (washing solution) i ponownie wirowano przez 1 min przy
12 850 x g. Czynnos$¢ te powtarzano. W celu usuniecia pozostatosci roztworu do przemywania
z kolumienek, prébki ponownie wirowano przez 1 min przy 12 850 x g. Kolumienki byty nastepnie
umieszczane w czystych probéwkach o pojemnosci 1,5 ml. Bufor do elucji w ilosci 40 ul dodawano
uwaznie na Srodek membrany wypetniajgcej kolumienke. Prébki inkubowano przez 2 min w temp.

37°C. Nastepnie probki wirowano przez 1 min przy 12 850 x g w celu elucji DNA z kolumienek.

4.2. Amplifikacja fragmentow genu HSD11B2 poddawanych sekwencjonowaniu

4.2.1. Wyznaczenie starterow do amplifikacji

W genie HSD11B2 wyodrebniono 5 fragmentéw obejmujgcych sekwencje kodujgce biatko
enzymatyczne 11B-HSD2 oraz cze$s¢ sekwencji intronowych. Startery do amplifikacji pozadanych
fragmentéw zaprojektowano przy uzyciu programu Primer3. Specyficznosé starteréw sprawdzano
wykonujgc analize BLAST. Ekson 5 genu HSD11B2, ze wzgledu na jego wielko$¢, podzielono na
2 fragmenty. Startery zaprojektowano tak, aby sekwencje przez nie powielane w czesci pokrywaty
sie, a w konsekwencji, by w procesie amplifikacji uzyska¢ fragmenty zawierajgce kompletny ekson.
Sekwencje starterow, dtugosci amplifikowanych fragmentéow oraz temperature przytaczania
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starteréw, wyznaczong poprzez wykonanie reakcji PCR (Polymerase Chain Reaction) w gradiencie

temperatur (55°C - 65°C), przedstawiono w tabeli 8.

Tabela 8. Charakterystyka starteréw stosowanych do amplifikacji fragmentéw genu HSD11B2

ekson zawarty w dtugosc temperatura
fragment ipe . .
enu amplifikowanym sekwencja startera produktu przyfaczania
& fragmencie PCR [pz] starterow [°C]
1 1 1F: AGGGCGAGCAGAGAAAGCG 609 63

1R: CGCAGCGGCAGGTAGTGAA

) ) 2F: GGGAAGGAGTTAGGGTTGTTG 461 61
2R: CACAGAGCAGAGGAGGGAAG

. 3F: GGCAAGTGTCCACCAGGCAA
3 314 3R: AAGGAGTGGCAAGGTCAGAG 735 63

4 cz0é¢ eksonu 5 4F: AGTCCTAATTGGCTTTGGCTC 562 61
. 4R: CGTAATGCTGGGGGTTTTCG

5 cz6¢é eksonu 5 5F: ACAGGACGCAGCCCAGGAC 624 61
@ 5R: AGCACCTGCCGCATTTTAGA

4.2.2. Warunki procesu amplifikacji

Reakcje amplifikacji DNA fragmentéw genu HSD11B2 metodg PCR przeprowadzono w 13 pl

mieszaniny reakcyjnej. Sktad mieszaniny przedstawiony zostat w tabeli 9.

Tabela 9. Sktad mieszaniny reakcyjnej do reakcji amplifikacji fragmentéw genu HSD11B2 metodg PCR
(sktad buforu podano w rozdziale 1.3)

sktadnik mieszaniny reakcyjnej stezenie wyjsciowe objetos¢ [ul]

bufor dla polimerazy FastStart Tag DNA -- 1,30
MgCl, 25 mmol/I 0,78
dNTP 2,5 mmol/I 1,00
starter F 10 umol/I 0,50
starter R 10 umol/I 0,50
woda -- 5,12
roztwor GC-RICH -- 2,60
polimeraza FastStart Tag DNA 5U/ul 0,20
DNA rozne 1,00

catkowita objetos¢ 13,00

Proces amplifikacji prowadzono w nastepujgcym schemacie czasowo-temperaturowym:
1) wstepna denaturacja dwuniciowego DNA: 94°C — 4 min

2) denaturacja dwuniciowego DNA: 94°C—-35s
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3) przytaczenie starteréow: 61°C lub 63°C (Tabela 8) —35s
4) synteza nici komplementarnej: 72°C—-45s
5) koncowa amplifikacja fragmentu DNA pomiedzy starterami: 72°C—7 min

Etapy 2 — 4 powtarzano cyklicznie 35 razy.

4.2.3. Analiza produktéw amplifikacji

Po amplifikacji fragmentéw genu HSD11B2, 4 ul mieszaniny reakcyjnej zmieszano z 2 ul buforu
obcigzajgcego (DNA Loading Dye) i poddawano elektroforezie. Rozdziat elektroforetyczny
prowadzono przy napieciu 160 V i natezeniu 75 mA, w 1,5% zelu agarozowym (przygotowanym
poprzez rozpuszczenie na gorgco 5,625 g agarozy w 375 ml buforu TBE) z dodatkiem 8 pl roztworu
bromku etydyny o stezeniu 10 mg/ml. Produkty amplifikacji analizowano w swietle UV (A=302 nm).
Kazdorazowo, wraz z produktami amplifikacji, poddawano takze elektroforezie prébke zawierajaca
marker masy DNA w celu analizy dtugosci powielonych metodg PCR fragmentéw. Sktady: buforu
obcigzajgcego do elektroforezy, buforu TBE oraz markera masy DNA podano w rozdziale 1.3 czesci

doswiadczalnej.

4.3.  Sekwencjonowanie fragmentow genu HSD11B2

Uzyskane w procesie amplifikacji fragmenty poddano sekwencjonowaniu w celu analizy
wystepowania mutacji mogacych wptywaé na aktywnos$é enzymu 11B-HSD2 kodowanego przez gen
HSD11B2. Proces sekwencjonowania zostat wykonany przy uzyciu sekwencera 3130xl Genetic
Analyzer (Applied Biosystems HITACHI, USA) przez Wydziatowg Pracownie Technik Biologii
Molekularnej przy Wydziale Biologii UAM w Poznaniu.

Proces sekwencjonowania opierat sie na metodzie znakowanych fluorescencyjnie
dideoksynukleotydéw (ddNTP), ktéra jest modyfikacja metody Sangera. Materiat wyjsciowy do
reakcji sekwencjonowania tg metodg sktada sie z:
¢ puliidentycznych jednoniciowych czgsteczek DNA (produkt PCR),

e odpowiedniego startera,

e polimerazy DNA,

e zestawu dNTP, ktdre sg wykorzystywane do syntezy nici DNA przez polimeraze DNA,

e ddNTP, ktére po przytgczeniu do syntetyzowanej nici uniemozliwiajg jej dalsze wydtuzenie.

Kazdy z ddNTP znakowany jest innym fluoroforem, co umozliwia wykonanie reakcji w jednej
probowce. W pierwszym etapie reakcji starter przytacza sie do jednoniciowej matrycy, a polimeraza
DNA dobudowuje kolejne dNTP wydtuzajgc starter. Dzieje sie tak do momentu przytgczenia jednego
z ddNTP, w ktdrym brak grupy hydroksylowej w pozycji 3’ uniemozliwia utworzenie kolejnego
wigzania pomiedzy nukleotydami, a wiec dochodzi do terminacji taricucha. Podczas reakcji powstajg
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fragmenty réznej dtugosci, kazdy z nich jest zakoniczony odpowiednim ddNTP znakowanym
fluorescencyjnie. Automatyzacje procesu umozliwito wykorzystanie do rozdziatu powstatych
oligonukloetydéw elektroforezy kapilarnej, a detektor fluorescencyjny pozwala na szybkie uzyskanie
fluorogramu odzwierciedlajacego sekwencje badanego fragmentu DNA [139-142].

Sekwencjonowaniu poddano wszystkie prébki DNA uzyskane od pacjentéw z nadcisnieniem
tetniczym (77 préb) oraz 18 préb pochodzgcych od oséb z grupy kontrolnej. Sekwencjonowanie
fragmentu pierwszego prowadzono w kierunku 3’ do 5’ (reverse), pozostate fragmenty genu
HSD11B2 — w kierunku 5’ do 3’ (forward).

Wyniki reakcji sekwencjonowania poddano analizie wykorzystujgc programy Sequence Scanner
(v. 1.0), FinchTV (v. 1.4.0) oraz MegAlign DNAStar i porownano z prawidtowg sekwencjg dostepng
w bazach internetowych: Ensembl Genome Browser [67] oraz National Center for Biotechnology

Information [66].

4.4.  Analiza restrykcyjna

Charakter oraz czestos$¢ wystepowania wybranych zmian w sekwencji genu HSD11B2 uzyskanych
w procesie sekwencjonowania analizowano wykorzystujgc metode opartg na reakcji PCR potgczonej
z analizg restrykcyjng, PCR-RFLP (Polymerase Chain Reaction — Restriction Fragments Length
Polymorphism). Wybrane fragmenty genu HSD11B2, w ktérych po procesie sekwencjonowania
zaobserwowano zmiany w sekwencji poddano amplifikacji, a nastepnie trawieniu przy uzyciu
odpowiednich enzyméw restrykcyjnych. W celu ustalenia czestosci wystepowania badanej zmiany
oraz jej zwigzku z wystepowaniem nadcisnienia tetniczego, analizie restrykcyjnej poddano DNA
uzyskane od oséb chorych, a takze od zdrowych ochotnikéw.

Startery uzyte do amplifikacji pozadanych fragmentéw genu HSD11B2 zaprojektowano przy
uzyciu programu Primer 3, a ich specyficznos¢ zostata potwierdzona za pomocg analizy BLAST.
Temperature przytaczania starterow ustalono poprzez przeprowadzenie reakcji PCR w gradiencie
temperatur (55 - 65°C). Sekwencje starterow uzytych do powielenia wybranych fragmentéw genu
HSD11B2, temperature ich przytgczania oraz wielko$¢ produktu amplifikacji przedstawiono w tabeli

10.
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Tabela 10. Charakterystyka starteréw zastosowanych do amplifikacji wybranych fragmentéw genu
HSD11B2

dtugos¢ temperatura
sekwencja startera produktu przytaczania
PCR [pz] starterow [°C]

fragment
genu

1 1F: GACCAAACCAGGAGACATTAG 355 65
1R: TCCCCACAGTCACGATGCGG

) 2F: CGAAAACCCCCAGCATTACG 393 63
2R: GCCCTAATTCTTGAGCCAGT

Reakcje amplifikacji DNA wybranych fragmentéw genu HSD11B2 przeprowadzono przy uzyciu
termostabilnej polimerazy DreamTaq DNA Polymerase. Reakcje PCR przeprowadzano w mieszaninie

0 objetosci 15 pl, o sktadzie podanym w tabeli 11.

Tabela 11. Sktad mieszaniny reakcyjnej do reakcji amplifikacji wybranych fragmentéw genu HSD11B2
metoda PCR (skfad buforu podano w rozdziale 1.3)

sktadnik mieszaniny reakcyjnej stezenie wyjsciowe objetosc [ul]

bufor dla polimerazy DreamTaq DNA -- 1,50
dNTP 10 mmol/I 0,20
starter F 10 umol/I 0,75
starter R 10 umol/I 0,75
woda -- 10,65
polimeraza DreamTaq DNA 5U/ul 0,15
DNA rézne 1,00

catkowita objetos¢ 15,00

Reakcje PCR przeprowadzano w nastepujgcym schemacie czasowo-temperaturowym:

1) wstepna denaturacja dwuniciowego DNA: 95°C — 5 min

2) denaturacja dwuniciowego DNA: 95°C—30s

3) przytaczenie starterédw: 63°C lub 65°C (Tabela 10)-30s

4) synteza nici komplementarnej: 72°C—-30s

5) koncowa amplifikacja fragmentu DNA pomiedzy starterami: 72°C—5 min
Etapy 2 — 4 powtarzano cyklicznie 35 razy. Po zakonczonej reakcji amplifikacji, produkty PCR
poddawano elektroforezie w zelu agarozowym wedtug procedury opisanej w rozdziale 4.2.3.

Uzyskane w wyniku amplifikacji DNA produkty poddawano trawieniu przy uzyciu enzymoéw
restrykcyjnych dostepnych komercyjnie, dobranych uprzednio do analizowanej zmiany w sekwencji
genu HSD11B2. W tym celu przygotowano mieszanine o sktadzie podanym w tabeli 12, ktdrg kolejno

inkubowano przez 16 h w temperaturze odpowiedniej dla danego enzymu (Tabela 13). Nastepnie
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produkty reakcji poddawano elektroforezie w 1,5% zelu agarozowym (zel przygotowywano wedtug

procedury opisanej w rozdziale 4.2.3).

Tabela 12. Sktad mieszaniny reakcyjnej w procesie trawienia z zastosowaniem enzymoéw

restrykcyjnych.

sktadnik mieszaniny reakcyjnej stezenie wyjsciowe objetosc [ul]
produkt PCR rozne 10,00
bufor TANGO dla enzymodw restrykcyjnych -- 2,00
woda -- 7,90
enzym restrykcyjny 10 U/ul 0,10

catkowita objetosc 20,00

Tabela 13. Warunki analizy restrykcyjnej. Numer pozycji, w ktérej zachodzi inwersja nukleotydodw,
okreslono przyjmujgc za nukleotyd +1 pierwszy nukleotyd kodonu start (A w kodonie ATG) — wedtug
Human Genome Variation Society [143].

enzym temperatura  miejsce ciecia

mutacja . . B dtugosc¢ produktu reakcji RFLP
restrykcyjny inkubacji enzymu
c.534 G>A Taal 65°C ACN/GT prawidtowy (GG): 347 pz
zmutowany

heterozygota (AG):
347 +236 + 111 pz
homozygota (AA): 236 +111 pz

c.*¥*197 C>T Hhal 37°C GCG/C prawidtowy (CC): 261+132 pz

zmutowany
heterozygota (CT):
393+261+132 pz

homozygota (TT): 393 pz

N=ACGlubT
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5. Analiza statystyczna

Analizy statystycznej uzyskanych wynikéw dokonano przy wykorzystaniu programéw Microsoft
Excel 2007 (Microsoft Corp., USA) oraz Statistica 8 (StatSoft Inc., USA). Wszystkie testy statystyczne
przeprowadzane byty przy poziomie istotnosci a = 0,05. Oceny zgodnosci rozktadu wartosci badanych
zmiennych z rozktadem normalnym dokonywano przy pomocy testu Shapiro-Wilka. Ze wzgledu na
brak zgodnosci rozktadu wiekszosci badanych zmiennych z rozktadem normalnym, dalsze analizy
statystyczne byly przeprowadzane z zastosowaniem testéw nieparametrycznych. Pordéwnania
wartosci pomiaréw antropometrycznych, oznaczonych pozioméw GKS oraz parametréw
obrazujacych aktywnosé 11B-HSD2 w grupie pacjentéw z nadcisnieniem tetniczym oraz w grupie
zdrowych ochotnikdw dokonano przy uzyciu testu U Manna-Whitneya. Porédwnania wartosci
badanych zmiennych w grupie chorych i grupie kontrolnej przeprowadzono takze miedzy innymi
w zaleznosci od pfci oraz z uwzglednieniem genotypu. Analize te wykonano z zastosowaniem testu
Kruskala-Wallisa, ktéry jest rozwinieciem testu U Manna-Whitneya. Stwierdzono istnienie
znamiennych statystycznie réznic pomiedzy wartosciami badanych zmiennych, gdy p < 0,05.
Wystepowanie korelacji pomiedzy wybranymi parametrami analizowano testem Spearmana. Aby
zweryfikowad hipoteze o istotnej réznicy pomiedzy liczebnoscig oséb z parametrami F/E, UFF/UFE
oraz (THF+allo-THF)/(THE+allo-THE) w grupie chorych z nadci$nieniem tetniczym oraz wsréd
zdrowych ochotnikéw zastosowano analize x° lub w sytuacji, gdy liczebno$¢ przypadkéw byta ponizej
5, doktadny test Fishera. Dla zbadania wptywu parametréw oceniajacych aktywnos$¢ 11B-HSD2 na
wystepowanie nadcisnienia tetniczego zastosowano dodatkowo regresje logistyczng umozliwiajgca
obliczenie tzw. ilorazu szans (OR). W tym przypadku OR pozwala oceni¢ ile razy wzrasta ryzyko
wystgpienia nadcisnienia tetniczego przy wzroscie o jednostke zmiennej traktowanej jako czynnik
ryzyka (parametru oceny aktywnosci 113-HSD2). W celu sprawdzenia czy w badanych populacjach
(pacjenci z nadcisnieniem tetniczym oraz zdrowi ochotnicy) zachowane jest prawo réwnowagi Hardy-
Weinberga, skorzystano z programu do obliczen na stronie www.ihg.gfs.de (Institute of Human
Genetics, Technical University Munich and Helmholtz Center Munich). Poréwnanie czestosci
wystepowania alleli oraz poszczegdlnych genotypéw w populacjach wykonano z wykorzystaniem

testu doktadnego Fishera.
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VI WYNIKI

1. Metoda HPLC oznaczania endogennych GKS i ich metabolitow w ptynach biologicznych

Chromatogramy obrazujgce rozdziat GKS w prébkach obcigzonych analitami po zastosowaniu

standardowej kolumny HPLC wypetnionej krzemionkg zwigzang chemicznie z fazg Cy3 oraz kolumny

monolitycznej wypetnionej krzemionkg zwigzang z fazg Cy5 przedstawione zostaty na rycinie 13.
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Ryc. 13. Chromatogramy A i B uzyskane po
analizie prébek moczu pochodzgcego od
zdrowego ochotnika, mocz uprzednio
oczyszczony z endogennych GKS metoda
SPE; rozdziat prowadzony na kolumnie
monolitycznej Chromolith: A — prdéba
zerowa; B — préba obcigzona analitami: 1
—P,2—F, 3—THF, 4 —allo-THF, 5—E, 6 —
THE+allo-THE (stezenie analitéw
w matrycy 250 ng/ml; stezenie I.S. réwne
200 ng/ml). Chromatogram C uzyskany po
ekstrakcji analitéw z wody jako matrycy
obcigzonej roztworem wzorcowym GKS: 2
—F,3-THF, 4 —allo-THF, 5—-E, 6 —THE, 7
— allo-THE (stezenie analitéw w matrycy
wynosito 500 ng/ml); rozdziat uzyskany na
kolumnie LiChrospher.
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1.1.  Optymalizacja procesu enzymatycznej hydrolizy oraz reakcji derywatyzacji

Wptyw zastosowanego buforu, pH, temperatury oraz czasu inkubacji na wydajnos¢ procesu
hydrolizy enzymatycznej z uzyciem B-glukuronidazy przedstawiony zostat na rycinie 14. Dla kazdego
z GKS wyszczegélniono warunki, w ktdorych wydajnos¢ hydrolizy danego steroidu byta najwieksza.
Wydajnosé procesu hydrolizy przebiegajgcego w tych warunkach przyjmowano za 100%, wydajnosci

reakcji w pozostatych warunkach przedstawione zostaty jako % w stosunku do najwyzszej wartosci.

Wydajnosé procesu hydrolizy [%]

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
100.0
F H bufor
98.6 fosforanowy
$HU pH=7.4
100.0 37°C, 20h
B bufor octanowy
THF
pH=5.1
97.9 37°C, 20h

u bufor
allo-THF 100.0

fosforanowy
pH=7.4
55°C, 2h

100.0

1 bufor octanowy
E pH=5.1
55°C, 2h
98.3
THE+allo-THE
100.0

Ryc. 14. Wptyw buforu, temperatury oraz czasu inkubacji na wydajnosé procesu hydrolizy
potgczen GKS z resztg kwasu glukuronowego i siarkowego.

Na rycinie 15 przedstawiono wptyw zasad organicznych (TEA i Q) na wydajnos¢ procesu
derywatyzacji GKS przy uzyciu 9-AN. Za 100% przyjeto wydajnos¢ procesu przebiegajgcego
po zastosowaniu mieszaniny TEA:Q, wydajnosci derywatyzacji w innych warunkach sa

wyrazone jako % w stosunku do reakcji z uzyciem TEA:Q.
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Wydajnosc¢ procesu derywatyzacji GKS przy uzyciu 9-AN [%]
0 20 40 60 80 100 120 140

ETEA:Q
THF
m0,10%Q,
H0,15%Q
allo-THF
1 0,20%Q
£0,30%Q

THE+allo-THE

J ! 1 T

Ryc. 15. Wptyw zasad organicznych na wydajnos$é procesu derywatyzacji GKS przy uzyciu
9-AN.

1.2.  Walidacja metody HPLC oznaczania endogennych GKS w ptynach biologicznych

1.2.1. Liniowos¢

Liniowo$¢ zostata wyznaczona dla nastepujgcych stezenn endogennych GKS: 5,0 — 1000,0 ng/ml
dla F, THF i E oraz 10,0 — 1000,0 ng/ml dla allo-THF i THE+allo-THE. Réwnania krzywych wzorcowych
wyznaczono przy pomocy programu MSExcel (Tabela 14), istotno$é wspotczynnikdw regresji b zostata
przeanalizowana przy pomocy testu t-Studenta (a=0,05). Wartos¢ wspdtczynnika b réznita sie istotnie
od zera tylko w przypadku krzywej wzorcowej dla F, dla pozostatych zwigzkéw wartosci b nie réznity
sie istotnie od zera, dlatego dla E, THF, allo-THF i THE+allo-THE przyjeto réwnania krzywych
wzorcowych y = ax przechodzace przez poczatek uktadu wspodtrzednych. Liniowos¢ krzywych
wzorcowych zostata potwierdzona przy pomocy testu Mandel’a. O liniowosci przyjetego modelu
$wiadczyta wartos¢ testowa TV < Fy, (Tabela 15). Obliczono takze wspétczynniki korelacji r, ktére
miescity sie w zakresie od 0,9995 do 0,9999. Wyznaczone rdéwnania krzywych wzorcowych
wykorzystano nastepnie do obliczenia poziomdéw endogennych GKS i ich metabolitéow w prébkach

osocza i moczu od zdrowych ochotnikéw i chorych z nadcisnieniem tetniczym.
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Tabela 14. Réwnania krzywych wzorcowych® dla F, E oraz ich tetrahydro- i allo-tetrahydro-
metabolitéw

zakres krzywej — "
spotczynni

zwigzek wzorcowej réwnanie krzywej wzorcowej .
(ng/ml) korelacji r
F 5,0-1000,0 P¢/Pp=(0,00509+0,00010)C; + 0,02968 0,9999
THF 5,0-1000,0 Prue/Pp = (0,00363+0,00011) Cry¢ 0,9999
allo-THF 10,0 -1000,0 Paio-the/ P = (0,00359+0,00014) Cyio-1hr 0,9996
E 5,0-1000,0 Pe/Pr = (0,00727+0,00117)C; 0,9997
THE+allo-THE 10,0 -1000,0 Pruesatio-the/ Pe = (0,00882+0,00146) Cryesatio-THe 0,9995

® Szeé¢ krzywych wzorcowych zostato przygotowanych w ciggu czterech tygodni. Réwnania krzywych
wzorcowych obliczono na podstawie usrednionych wartosci stosunkéw pél powierzchni. Wartosci
wspotczynnikow kierunkowych podano wraz z SD (a + SD).

Tabela 15. Wartosci funkcji testowych (TV) oraz Fy,: testu Mandel’a (Mandel’s fitting test)
potwierdzajgce liniowos$¢ krzywych wzorcowych dla wszystkich analitow

zwigzek TV Frryt whniosek
F 0,1008 16,2582
THF 9,3448 16,2582 TV < Fyrye
allo-THF 17,6575 21,1977 model liniowy lepiej opisuje
E 05585 16.2582 badang zaleznos$¢ niz model

regresji kwadratowej
THE+allo-THE 13,4990 21,1977

1.2.2. LODiLOQ

W opracowanych warunkach, LOD (przy S:N = 3:1) dla wszystkich oznaczanych GKS wynosi
3,0 ng/ml. LOQ natomiast wynosi: 5,0 ng/ml dla F, E, THF oraz 10,0 ng/ml dla allo-THF i THE+allo-THE
(Tabela 16). Seria probek o stezeniach GKS réwnych LOQ zostata niezaleznie przygotowana

i 0znaczona, a wyznaczone doktadnos¢ (bias) i precyzja (%RSD) zostaty przedstawione w tabeli 16.

Tabela 16. Wykrywalnos¢ i oznaczalnos$é GKS

GKS LOD (ng/ml) LOQ

S:N=3:1 (ng/ml) (bias; %RSD)
F 3,0 5,0 (-16,6; 8,3)
THF 3,0 5,0 (15,1;11,7)
allo-THF 3,0 10,0 (-1,5;7,4)
E 3,0 5,0 (6,0;12,4)
THE+allo-THE 3,0 10,0 (7,9 ; 15,8)

n=6

80



WYNIKI

1.2.3. Precyzja, doktadnos¢ i odzysk

Precyzja zostata wyznaczona dla osocza i moczu (nie poddanego hydrolizie oraz po 20-godzinnej
inkubacji z B-glukuronidazg) i wyrazona jako %RSD. Precyzja w ciggu dnia miescita sie w zakresie
3,0 — 12,1% (Tabela 18); natomiast precyzja miedzy dniami wynosita od 2,0% do 14,0% (Tabela 17).
Btad oznaczen, opisujacy doktadnos¢ metody miescit sie natomiast w zakresie 0,2 — 15,1% (Tabela

17).

Tabela 17. Precyzja miedzy dniami i doktadno$¢ metody HPLC-FLD oznaczania endogennych GKS
w ptynach biologicznych

Zakres krzywych wzorcowych ' Zrec;/zj‘a . e rdnade
(ng/ml) migdzy dniami o
(%RSD) (%btad)

osocze 2,0

F 5,0-1000,0 mocz nie poddany hydrolizie 4,8 0,2-15,1
mocz po inkubacji z -glukuronidazq 9,2

THF 5,0-1000,0 9,6 04-7,1

allo-THF 10,0-1000,0 14,0 0,3-13,1
osocze 6,6

E 5,0-1000,0 mocz nie poddany hydrolizie 7,6 0,3-9,9
mocz po inkubacji z f-glukuronidazq 10,9

THE+allo-THE 10,0-1000,0 12,4 1,2-10,4

® precyzja miedzy dniami zostata wyznaczona w ciggu 8 dni (n = 9); “h=6

Odzysk GKS zostat wyznaczony dla wszystkich trzech matryc (osocza, moczu nie poddanego
hydrolizie oraz po inkubacji z B-glukuronidazg). Odzysk analitow byt wysoki i w kazdym przypadku byt
rowny lub przekraczat 90% (Tabela 18).
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Tabela 18. Odzysk oraz precyzja w ciggu dnia dla F, E oraz ich metabolitow

. poczatkowe dodane oczekiwane oznaczone
GKS i matryca odzysk % RSD%
Y (ng/ml)  (ng/ml) _(ng/ml) (ng/ml) ysee ’
osocze
F 109,70 100,00 209,70 216,91 £ 4,36 103,4 3,0
E 13,71 100,00 113,71 112,21 +3,76 98,7 10,0

mocz nie poddany enzymatycznej hydrolizie
F <L0Q 50,00 50,00 51,59 £ 3,66 103,2 12,1
E 8,32 50,00 58,32 62,86 + 7,50 107,8 10,2

mocz po 20-godzinnej inkubacji z 8-glukuronidazg

F 36,08 50,00 86,08 85,31 + 2,45 99,1 4,4
THF 207,97 50,00 257,97 253,40 + 16,69 98,2 6,6
allo-THF 211,03 50,00 261,03 235,05 + 22,32 90,0 8,7
E 14,17 50,00 64,17 73,22 +2,73 114,1 6,2
THE+allo-THE 185,05 50,00 235,05 237,72 10,08 101,1 4,5

Kazda seria sktadata sie z 6 prébek.

1.2.4. Zastosowanie metody w warunkach in vivo

Ponizej (Ryc. 16) przedstawiono przyktadowe chromatogramy uzyskane po analizie prébek
osocza oraz moczu (nie poddanego hydrolizie oraz po inkubacji z B-glukuronidazg). Na
chromatogramie C przyjeto wiekszg skale fluorescencji, zeby pokaza¢ peten obraz analitéw

uzyskanych w wyniku enzymatycznej hydrolizy glukuronianow i siarczanéw GKS.
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Ryc 16. Chromatogramy uzyskane po
analizie prébek osocza pochodzacego
z Rejonowego Centrum Krwiodawstwa
i Krwiolecznictwa w Poznaniu oraz moczu
uzyskanego od zdrowego ochotnika: A —
osocze, B — mocz nie poddany
enzymatycznej hydrolizie, C — prébka tego
samego moczu jak na ryc. B, ale po 20-
godzinnej inkubacji z B-glukuronidaza. Na
ryc. oznaczono piki: 1 — P, 2 — F, 3 — THF,
4 —allo-THF, 5 - E, 6 — THE+allo-THE.
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2. Poziomy endogennych GKS w osoczu i moczu oraz ich metabolitow w moczu

u pacjentoéw z nadcisnieniem tetniczym oraz u zdrowych ochotnikéw

Badaniami objeto grupe 79 chorych z nadcisnieniem tetniczym oraz 70 zdrowych ochotnikdw.

Ponizej przedstawione sg parametry charakteryzujace badane populacje (Tabela 19 20).

Tabela 19. Mediany parametréw charakteryzujgcych badane populacje

chorzy z nadci$nieniem zdrowi ochotnicy test U Manna-Whitneya
tetniczym a=0,05

wiek [lata] 44,0 (n=79) 31,5(n=70) p =0,0022
masa ciata [kg] 94,0 (n=79) 68,0 (n=67) p < 0,0001
BMI [kg/m?] 30,5 (n=79) 22,9 (n=67) p <0,0001
ci$nienie skurczowe 150 (n = 78) 121 (n=67) p < 0,0001
[mmHg]

ci$nienie rozkurczowe 95 (n=78) 74 (n =67) p < 0,0001
[mmHg]

Tabela 20. Poréwnanie parametrow charakteryzujgcych badane populacje z uwzglednieniem pfici
(test Kruskala Wallisa)

kobiety mezczyzni
Zhadcisnieniem drowe p Zhadcisnieniem drowi .
tetniczym tetniczym
wiek [lata] 40,0 (n=31) 32,5 (n=34) NS 46,5 (n=48) 30,0 (n=33)  0,0068
masa ciata [kg] 74,0 (n=31) 62,2 (n=34)  0,0005 | 101,7 (n=48) 79,0 (n=33)  0,0006
BMI [kg/m?] 27,5 (n=31) 22,1 (n=34) <0,0001 31,5 (n=48) 24,4 (n=33) <0,0001
WC [cm] 86,5 (n=20) 72,5 (n=34) 0,0034 108,0 (n=42) 89,0 (n=33) 0,0006
WHR 0,82 (n=20) 0,76 (n=34) NS 0,97 (n=42) 0,88 (n=33)  0,0021
zawartos¢ tkanki
tluszczowej [%)] 35,0 (n=14) 29,4 (n=34) NS 29,4 (n=39) 22,1 (n=33) 0,0001
ciSnienie skurczowe
[mmHg] 158 (n=30) 116 (n=34) <0,0001 150 (n=48) 129 (n=33) <0,0001
cisnienie
rozkurczowe [mmHg] 90 (n=30) 72 (n=34) <0,0001 95 (n=48) 75 (n=33) <0,0001
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2.1.  Poziomy endogennych F i E w osoczu

Wartosci stezen F oraz E oznaczone w osoczu pacjentéw z nadci$nieniem tetniczym oraz
u zdrowych ochotnikéw, a takze stosunek F/E w osoczu, przedstawione zostaty na rycinach 17 i 18
oraz w zatgczniku nr 3 (Tabele 1 i 2). Zakres uzyskanych wartosci, wartosci srednie, odchylenie
standardowe oraz mediana zostaty zestawione w tabelach 21 i 22. Poziomy endogennych GKS
W 0S0CzU oznaczono u 75 pacjentdéw z nadci$nieniem tetniczym oraz u 70 zdrowych ochotnikow. Nie
pozyskano prébek krwi od chorych oznaczonych numerami 14, 33 i 62, natomiast u pacjentki
z numerem 25 niemozliwe byto oznaczenie pozioméw F i E w osoczu ze wzgledu na obecnosc
w prébce zwigzkéw interferujgcych z analitami. Nie podano zakresu referencyjnego dla poziomu E
w osoczu, ze wzgledu na to, ze w standardowe]j diagnostyce laboratoryjnej nie wykonuje sie tego
oznaczenia i brakuje danych odnosnie wartosci prawidtowych.

Poréwnano wyniki oznaczeri poziomow F i E w osoczu oraz stosunek F/E w grupie pacjentéw
z nadcisnieniem tetniczym oraz zdrowych ochotnikéw przy pomocy testu U Manna Whitneya (Tabela
23). Ponadto, korzystajac z testu Kruskala Wallisa, poréwnano powyzsze wielkosci z uwzglednieniem

ptci, BMI, WHR, WC oraz zawartosci tkanki ttuszczowej (Tabele 21, 22 i 24).
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Tabela 21. Poziomy endogennych GKS w osoczu u chorych z nadcisnieniem tetniczym. Wyniki
przedstawiono jako zakres, warto$¢ srednig + SD oraz mediane.

kobiety mezczyzni zakres
n=75 n=29 n=46 £ referencyjny
101,1-810,6 101,1-810,6 131,8 -683,1
F [nmol/I] 326,3+£146,0 305,4 £ 156,4 339,4 £139,2 138 - 689 [76]
293,7 271,5 330,8 NS
20,6 —285,2 20,6 - 219,0 34,3 -285,2
E [nmol/I] 82,0+39,8 79,1 +40,1 83,7 +£40,0
76,0 74,9 78,2 NS
0,81 -16,78 1,93-8,48 0,81-16,78
5 4,47 +2,59 4,16 +1,62 4,67 £ 3,04 < 4,00 [24]
£ 3,82 3,77 3,88 NS

Tabela 22. Poziomy endogennych GKS w osoczu u zdrowych ochotnikéw.

przedstawione jako zakres, wartos$¢ srednig + SD oraz mediane.

Wyniki zostaty

kobiety mezczyzni zakres
n=70 n=34 n=36 . referencyjny
141,9-679,8 143,0-679,8 141,9-528,5
F [nmol/I] 348,7 +122,5 388,9+128,1 310,6 £ 105,1 138 - 689 [76]
336,8 373,0 307,6 NS
39,7 - 250,0 39,7 —145,5 40,4 -250,0
E [nmol/I] 94,5+32,3 92,0 £22,7 96,8 £39,5
90,8 90,2 91,3 NS
r 1,44 -8,04 2,12-7,26 1,44 -8,04
— 3,92+1,45 4,33+1,30 3,53+1,49 < 4,00 [24]
£ 3,64 4,12 3,36 NS
Tabela 23. Mediana pozioméw F i E w osoczu oraz parametru F/E u chorych

z nacisnieniem tetniczym oraz zdrowych ochotnikéw

chorzy z nadci$nieniem

tetniczym (n = 75)

zdrowi ochotnicy

test U Manna-Whitneya

(n=70) a =0,05
F [nmol/I] 293,7 336,8 NS
E [nmol/I] 76,0 90,8 p = 0,0007
F
E 3,82 3,64 NS
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Tabela 24. Mediany pozioméw F i E w osoczu oraz stosunku F/E u pacjentdw z nadcisnieniem

tetniczym oraz zdrowych ochotnikdw z uwzglednieniem BMI, WC, WHR oraz zawartosci tkanki

ttuszczowej w organizmie

Fos [nmol/I] E,s [nmol/I] F/E
pacjenci  kontrola  p | pacjenci kontrola p pacjenci  kontrola p
335,4 342,1
<24,99 NS 80,0 94,9 NS 4,10 3,66 NS
(n=17) (n=51)
¥ 341,0 269,5
>~ e ’ 7
e 2500 NS | 64,6 880 NS | 462 339 NS
g 29,99 (n=16) (n=13)
@ 289,5 386,1
> 30,00 NS | 75,4 62,5 NS 3,54 582 NS
(n=42) (n=3)
K<080 | 2886 331,5
NS 76,4 93,0 00158 | 4,62 3,65 NS
M <0,95 (n=18) (n=57)
[~
T K>080 | 3072 368,1
= NS 74,7 72,4 NS 4,14 4,20 NS
M > 0,95 (n=43) (n=10)
p NS NS NS NS NS NS
K <88 345,1 342,1
NS 80,3 93,0 NS 4,62 3,65 NS
M<102 (n=25) (n=61)
g
o K> 88 293,2 303,7
S NS 69,8 63,9 NS 4,00 4,77 NS
M>102 | (n=36) (n=6)
p NS NS NS 0,0273 NS NS
3 K < 30,0 369,6 318,7
= NS 79,0 93,0 NS 4,64 3,55 NS
8§ M<250 | (n-18) (n=45)
3
=
c K 2 30,0 300,4 387,6
= NS 69,8 84,0 NS 4,15 4,36 NS
9 M 2 25,0 (n=34) (n=22)
o)
g
T p NS NS NS NS NS NS
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2.2.  Poziomy endogennych F i E oraz ich metabolitow w moczu

llosci wolnego F i E (UFF i UFE) oznaczone w DZM, zaréwno dla chorych z nadcisnieniem
tetniczym, jak i zdrowych ochotnikow, zostaty przedstawione w zatgczniku 4 w tabelach 1 i 2.
Na podstawie uzyskanych wynikéw obliczono wartosci parametru UFF/UFE, ktére rowniez zostaty
przedstawione w zatgczniku 4 w tabelach 1 i 2 oraz na rycinach 19 i 20. W DZM oznaczono takze
catkowite ilosci zredukowanych metabolitow F i E, uzyskane po enzymatycznej hydrolizie
glukuroniandéw i siarczanéw GKS. llosci wydalonych z moczem w ciggu doby tetrahydropochodnych F
i E, dla chorych z nadcisnieniem tetniczym oraz zdrowych ochotnikéw, przedstawione sg w zatgczniku
4 w tabelach 1 i 2, a wartoSci wyznaczonego na ich podstawie parametru
(THF+allo-THF)/(THE+allo-THE) zebrane zostaty dodatkowo na rycinach 21 i 22. Zakres uzyskanych
wartosci, wartosci $rednie, odchylenie standardowe oraz mediana zostaty zestawione w tabelach 25
i 26. Nie pozyskano DZM od 7 chorych z nadcisnieniem tetniczym (osoby oznaczone numerami 3, 5,
42,46, 55, 56, 57). U jednej osoby (nr 5) brak DZM wynikat z tego, ze byta ta kobieta zakwalifikowana
do badania po zgtoszeniu sie do Poradni Nadcisnienia Tetniczego i Zaburzen Metabolicznych,
u pozostatych pacjentéw z nadcisnieniem tetniczym braku DZM byt spowodowany czynnikami
fizjologicznymi. Ponadto, u pacjentéw oznaczonych numerami 1 i 76, poziomy UFF byty niemozliwe
do oznaczenia (nizsze od LOQ) zastosowang metodg. W prébce pochodzacej od pacjentki oznaczonej
numerem 50 zaobserowano zwigzki interferujgce z analitami i uniemozliwiajgce oznaczenie
poziomoéw steroidéw. Wartosci poziomdéw GKS eliminowanych z moczem oraz parametrow oceny
aktywnosci 11B-HSD2 poréwnano pomiedzy chorymi z nadci$nieniem tetniczym i grupg kontrolng
przy pomocy testu U Manna Whitneya , a po uwzglednieniu ptci, klasyfikacji BMI, WC, WHR oraz

zawartosci tkanki ttuszczowej — przy pomocy testu Kruskala Wallisa (Tabele 25 — 29).

90



WYNIKI

Tabela 25. llosci UFF i UFE w DZM oraz catkowite ilosci tetrahydrometabolitéw GKS (wolnych

i sprzezonych) wydalonych z moczem w ciggu doby, a takie parametry UFF/UFE
i (THF+allo-THF)/(THE+allo-THE) u chorych z nadci$nieniem tetniczym.
kobiety mezczyzni zakres
n=72 n=27 n=45 g referencyjny
UFF [ug/24h] 0-1257,7 0-53,5 0-1257,7
45,0 + 150,7 14,7 £11,5 63,2 +188,9 15 -75 [144]
18,5 11,8 25,0 0,0003
UFE [ug/24h] 0-2847,9 0-101,9 20,0 -847,9
75,9 £ 98,6 46,0+22)9 93,8 +120,5 .
58,9 41,3 79,2 0,0012
UFF 0-2,96 0,110-1,296 0,100 - 2,960
ﬁ 0,451+ 0,436 0,369 £ 0,259 0,497 £ 0,505 < 0,600 [24]
0,363 0,317 0,376 NS
THF+allo-THF 0,254 - 16,517 0,254 — 8,466 1,252 - 16,517
[mg/24h] 3,473+ 2,628 2,304 £ 1,620 4,174 +2,872 .
2,843 2,202 3,602 0,0001
THE+allo-THE 0,298 — 16,636 0,298-6,331 0,732-16,636
[mg/24h] 3,570 £ 2,575 2,251 +1,513 4,361 +2,764
2,952 2,124 3,786 0,0001
THF +allo — THF 0,37-8,11 0,40-38,11 0,37-2,32
THE +allo - THE 1,17 +0,98 1,34+1,49 1,06 + 0,46 < 1,40 [24]
0,98 1,00 0,96 NS
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Tabela 26. llosci UFF i UFE w DZM oraz catkowite ilosci tetrahydrometabolitéw GKS (wolnych

i sprzezonych) wydalonych z moczem w ciggu doby, a takie parametry UFF/UFE
i (THF+allo-THF)/(THE+allo-THE) u zdrowych ochotnikéw.
kobiety mezczyzni zakres
n=70 n=34 n=36 ’ referencyjny
UFF [ug/24h] 8,1-71,0 12,3-56,8 8,1-71,0
31,2+14,2 27,5+10,9 34,6 + 16,2 15-75 [144]
28,5 24,8 31,2 NS
UFE [ug/24h] 15,3 -205,5 35,7 - 205,5 15,3-187,1
87,8+40,4 84,3 +38,4 91,2+42,4 .
79,4 73,1 83,0 NS
UFF 0,160-0,718 | 0,160-0,640 0,167 -0,718
ﬁ 0,379+0,138 | 0,351+0,119 0,405 £ 0,151 < 0,600 [24]
0,330 0,322 0,411 NS
THF+allo-THF 0,452-10,454 | 0,863 -10,454 0,452 -5,759
[mg/24h] 2,564 +1,416 | 2,254+1,643 2,857 +£1,108 .
2,374 1,844 2,959 0,0162
THE+allo-THE 0,885 —-9,236 1,104 - 8,854 0,885 —-9,236
[mg/24h] 3,458 + 1,866 2,637 £1,338 4,234+ 1,975
2,935 2,410 3,920 0,0012
THF +allo — THF 0,41-1,77 0,50-1,77 0,41-1,26
THE + allo — THE 0,78 +0,23 0,85+ 0,25 0,72+0,19 <1,40 [24]
0,72 0,79 0,66 NS
Tabela 27. Mediany ilosci GKS wydalonych w DZM oraz parametry UFF/UFE

i (THF+allo-THF)/(THE+allo-THE)

chorzy z nadci$nieniem

zdrowi ochotnicy

test U Manna-Whitneya

tetniczym (n = 72) (n=70) a=0,05
UFF [ug/24h] 18,5 28,5 p = 0,0002
UFE [ug/24h] 58,9 79,4 p =0,0015
UFF
— 0,363 0,330 NS
UFE
THF+allo-THF
[mg/24h] 2,843 2,374 p=0,0142
THE+allo-THE
[mg/24h] 2,952 2,935 NS
THF +allo — THF
S 0,98 0,72 p < 0,0001
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Tabela 28. Mediany UFF i UFE wydalonych w DZM oraz stosunku UFF/UFE u pacjentow
z nadcisnieniem tetniczym oraz zdrowych ochotnikdw z uwzglednieniem BMI, WC, WHR oraz

zawartosci tkanki ttuszczowej w organizmie

UFF [ug/24h] UFE [ug/24h] UFF/UFE
pacjenci  kontrola  p | pacjenci kontrola p pacjenci  kontrola p
20,2 27,7
<24,99 NS 55,6 75,0 NS 0,423 0,331 NS
(n=14) (n=51)
I
£ ' NS 58,9 104,0 NS 0,426 0,301 NS
g 29,99 (n=18) (n=13)
@ 18,1 29,9
230,00 NS 61,7 68,3 NS 0,281 0,521 NS
(n=40) (n=3)
K< 0,80 20,6 28,8
NS 59,6 81,9 NS 0,342 0,328 NS
M<0,95 (n=15) (n=54)
[
I k20,80 23,0 24,8
= NS 61,7 68,3 NS 0,340 0,397 NS
M 20,95 (n=40) (n=13)
p NS NS NS NS NS NS
K <080 24,3 29,8
NS 59,6 83,0 NS 0,385 0,328 NS
M<0,95 (n=23) (n=61)
g
%) K> 0,80 18,5 24,4
S NS 61,7 64,3 NS 0,311 0,459 NS
M > 0,95 (n=32) (n=6)
p NS NS NS NS NS NS
X K < 88 27,0 27,5
= NS 80,5 75,0 NS 0,363 0,368 NS
§ M <102 (n=15) (n=45)
3
=
= K> 88 18,1 30,0
= NS 53,5 90,9 00231 | 0,340 0,324 NS
9 M > 102 (n=32) (n=22)
o]
g
T p NS NS NS NS NS NS
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Tabela

29. Mediany

sum metabolitow

F i

E wydalonych w DZM

oraz stosunku

(THF+allo-THF)/(THE+allo-THE) u pacjentéw z nadci$nieniem tetniczym oraz zdrowych ochotnikow

z uwzglednieniem BMI, WC, WHR oraz zawartosci tkanki ttuszczowej w organizmie

THF+alloTHF [mg/24h]

THE+allo-THE [mg/24h]

THF + allo — THF
THE + allo —THE

pagenci  kontrola p pagenci  kontrola p pagenci  kontrola p
2,108 1,957
<24,99 NS 2,185 2,483 NS 1,04 0,77 NS
(n=14) (n=51)
o
= ’ NS 2,932 4,594 NS 1,02 0,66 0,0187
g 29,99 (n=18)  (n=13)
@ 3,325 2,999
230,00 NS 3,775 3,561 NS 0,92 0,84 NS
(n=40) (n=3)
K <0,80 2,866 2,192
NS 3,318 2,916 NS 0,99 0,76 NS
M=<0,95 | (n=15) (n=54)
[~
I K> 0,80 3,192 2,692
= NS 3,069 3,561 NS 0,98 0,72 NS
M>0,95 | (n=40) (n=13)
p NS NS NS NS NS NS
K <88 2,834 2,195
NS 2,715 2,730 NS 1,00 0,74 00144
M<102 | (n=23) (n=61)
g
o K> 88 3,410 2,715
3 NS 3,775 3,687 NS 0,94 0,74 NS
M>102 | (n=32) (n=6)
p NS NS NS NS NS NS
< K<300 | 3,298 2,195
= 00018 | 3,814 2,701 NS 1,03 0,73 NS
§ M< 25,0 | (n=15) (n=45)
3
=
= K 2 30,0 2,856 2,463
< NS 2,831 2,987 NS 1,00 0,76 00251
9 M225,0 | (n=32) (n=22)
o)
g
© p NS NS NS NS NS NS
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2.3.  Opisy przypadkow

W przeprowadzonych badaniach wyodrebniono dwa przypadki pacjentéw (oznaczonych
numerami 20 i 26) przyjetych do Kliniki Choréb Wewnetrznych, Zaburzen Metabolicznych
i Nadcisnienia Tetniczego Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu, u ktorych zaobserwowano objawy
wskazujgce na mozliwe nieprawidtowosci w funkcji 113-HSD2.

Przypadek pierwszy dotyczyt 67-letniego mezczyzny (pacjenta oznaczonego numerem 20),
przyjetego do Kliniki w celu diagnostyki zespotu Conna. Chory nigdy wczesniej nie leczyt sie z powodu
nadci$nienia tetniczego. W badaniu przedmiotowym podczas przyjecia do Kliniki zanotowano u tego
chorego warto$¢ BP réwng 160/110 mmHg oraz tetno wynoszgce 72 uderzenia/min. W badaniu USG
jamy brzusznej nie stwierdzono zmian w nadnerczach. W ECHO serca zanowano cechy przerostu
lewej komory. Zlecono badania biochemiczne krwi, dokonano pomiaréw antropometrycznych,
a ponadto w Katedrze Farmacji Fizycznej i Farmakokinetyki UMiKM oznaczono poziomy endogennych
GKS w osoczu i moczu oraz wyznaczono parametry stuzgce do oceny aktywnosci 113-HSD2.

Przypadek drugi dotyczyt 54-letniego mezczyzny (pacjenta oznaczonego numerem 26)
z rozpoznanym zespotem Conna, nadcisnieniem tetniczym, chorobg niedokrwienng serca oraz
hipercholesterolemig. W przeprowadzonym badaniu przedmiotowym stwierdzono wartos¢ BP na
poziomie 150/90 mmHg. Badanie USG wykazato guz nadnercza. W przebiegu badania EKG metodg
Holtera stwierdzono liczne epizody bradykardii. Ponadto wykonane zostaly pomiary
antropometryczne, zlecono wykonanie badan biochemicznych krwi oraz oznaczono
w Katedrze Farmacji Fizycznej i Farmakokinetyki UMiKM poziomy endogennych GKS w osoczu
i w moczu. Na podstawie oznaczonych poziomdéw GKS obliczono parametry oceniajgce aktywnos¢
11B-HSD2.

Wyniki pomiaréw antropometrycznych oraz przeprowadzonych u obu pacjentéw analiz

przedstawiono w tabelach 30 i 31 oraz na rycinie 23.
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Tabela 30. Wpyniki pomiaréw antropometrycznych oraz badan biochemicznych  krwi
przeprowadzonych u pacjentéw nr 20 i 26 oraz zakresy referencyjne

pacjent z numerem 20 pacjent z numerem 26 zakres referencyjny

wiek [lata] 67 54 --

BMI [kg/m?] 28,38 25,91 18,50 — 24,99

zawartosc tkanki

ttuszczowej [%] 22,1 25,6 < 25,0 (mezczyzni)

WC [cm] 98 94 < 102 (mezczyzni)

WHR 1,05 0,97 0,85 —0,95

Na* [mmol/I] 146 139 135 —145*

K" [mmol/I] 3,3 3,6 3,5-5,1*

ARO [ng/ml/h] 1,30 brak danych 0-7,00*
8,00 — 172,00*

aldosteron [pg/ml] ].1,64-a 406,44b b42'00 —201,50*

*zakres referencyjny laboratorium Szpitala Klinicznego nr 1 UMIKM, w ktorym wykonywane byty
oznaczenia

135,472

F/E UFF/UFE (THF+allo-THF)/(THE+allo-THE)

B pacjentnr20 M pacjentnr26 M grupa kontrolna

Ryc. 23. WartosSci parametrow uzytecznych w ocenie aktywnosci 11B3-HSD2 u pacjentow oznaczonych
numerami 20 i 26 oraz w grupie zdrowych ochotnikéw (dla grupy kontrolnej wynik przedstawiony
jako $rednia + SD).
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Tabela 31. llosci GKS wydalonych w DZM dla pacjentdw z numerami 20 i 26 oraz dla zdrowych
ochotnikéw (w grupie kontrolnej wynik przedstawiony jako Srednia + SD)

pacjent z numerem 20 pacjent z numerem 26 zdrowi ochotnicy
Fos [Nnmol/I] 683,1 513,7 348,7+122,5
Eos [nmol/I] 52,0 89,0 94,5+32,3
UFF [ug/24h] 1257,7 271,7 31,2+14,2
UFE [pg/24h] 8479 91,7 87,8140,4
THF+allo-THF [mg/24h] 16,517 4,469 2,564 +1,416
THE+allo-THE [mg/24h] 9,739 2,468 3,458 £ 1,866
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3. Analiza struktury genu HSD11B2

3.1.  Wpyniki sekwencjonowania fragmentéw genu HSD11B2

Proces amplifikacji, a nastepnie sekwencjonowania, fragmentow genu HSD11B2 przeprowadzono
dla 77 prébek pochodzacych od pacjentéw z nadcisnieniem tetniczym (w tym dwie niezalezne prébki,
pobrane w réznym czasie, pochodzity od jednego chorego) oraz 27 prébek pozyskanych od zdrowych
ochotnikéw. Od pacjentéw oznaczonych numerami 14, 33 i 62 nie udato sie pozyskaé probki krwi.

We fragmencie 1, zawierajgcym ekson 1 i obejmujgcym region od c.-125 do pozycji c.264+154, nie
stwierdzono zmian w sekwencji nukleotydowej w zadnej z poddanych analizie prébek.

Fragment 2 obejmowat region od nukleotydu c.265-89 do c.478-21, w ktérym to obszarze
zawierat sie ekson 2. Analiza tego fragmentu wykazata zmiane w sekwencji nukleotydowej (Ryc. 24)
dotyczacg 5 0séb z grupy chorych z nadcisnieniem tetniczym (oznaczonych numerami: 1, 18, 25, 50
i 52) oraz 1 zdrowego ochotnika (oznaczonego numerem 85). Zmiana ta polegata na transwersji C>A

w pozycji c.468, co skutkuje odmienng budowg kodonu 156 (CAC>CAA).

CCAAGGCCCACACNACCAGCACCGGTCAG

300 310 320

|

LML M AR

Ryc. 24. Fluorogram przedstawiajgcy zmiane C>A w sekwencji nukleotydowej w pozycji c.468 (ekson

2) genu HSD11B2 (zaznaczona pomaranczowg strzatkg) u pacjenta z nadci$nieniem tetniczym
ozhaczonego humerem 18.

Fragment 3 genu HSD11B2 stanowit odcinek od pozycji c.478-50 do c.801+48 i obejmowat eksony
3 i 4. Analiza sekwencji tego fragmentu wykazata dwie rézne zmiany: tranzycje G>A (Ryc. 25)
w pozycji ¢.534 oraz transwersje C>A (Ryc. 26) w pozycji ¢.591. Pierwszg zmiane, skutkujgca
odmienng od prawidtowej budowa kodonu 178 (GAG->GAA), zaobserwowano u 5 chorych
z nadci$nieniem tetniczym (oznaczonych numerami: 1, 18, 25, 50, 52) oraz u ochotnika oznaczonego
numerem 85. Transwersje C>A, w wyniku ktérej zmieniony jest kodon 197 (CUC->CUA), stwierdzono
u jednego ze zdrowych ochotnikdw (oznaczonego numerem 133), natomiast u chorych

z nadcisnieniem tetniczym nie znaleziono tej zmiany.
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Ryc. 25. Fluorogram  przedstawiajgcy zmiane G>A w  sekwencji  nukleotydowej
w pozycji c.534 (ekson 3) genu HSD11B2 u zdrowego ochotnika oznaczonego numerem 85.

CTTTBBCGCGCTNGBAGBCTGACCAABGGC
180 lwc 200

Ryc. 26. Fluorogram przedstawiajgcy zmiane C>A w sekwencji nukleotydowej w pozycji c.591 (ekson
3) genu HSD11B2 u zdrowego ochotnika oznaczonego numerem 133.

We fragmencie 4, obejmujgcym region od ¢.802-11 do ¢.*72 i zawierajgcym poczatkowy fragment
eksonu 5 (czesé kodujaca oraz fragment 3’UTR), zaobserwowano zmiane w sekwencji nukleotydowe;j
(Ryc. 27) w jednej z prébek pochodzacych od chorego z nadcisnieniem tetniczym (osoba z nr 17).
Zmiana ta polegata na tranzycji C>T w pozycji c.1164. W konsekwencji, kodon 388 miat budowe

odmienng od prawidtowej (GAC->GAU).

Ryc. 27. Fluorogram przedstawiajgcy zmiane C>T w pozycji c.1164 (ekson 5) genu HSD11B2
u pacjenta z nadcisnieniem tetniczym oznaczonego numerem 17.

Fragment 5 obejmowat odcinek od ¢.1205 do c.*549+2 i zawierat korncowy odcinek eksonu 5
(koncowy odcinek czesci kodujgcej oraz fragment 3’UTR). W czesSci kodujgcej biatko enzymatyczne
eksonu 5 nie zaobserwowano nieprawidtowosci w sekwencji nukleotydowej, natomiast w czesci
3’UTR wyodrebniono dwie zmiany o charakterze tranzycji. Pierwsza zmiana, zlokalizowana w pozycji
c.*197, polegata na wymianie C>T (Ryc. 28). Zmiana ta zostata zaobserwowana u 7 pacjentéw

z nadcisnieniem tetniczym, w tym od jednego pacjenta w dwdch niezaleznych prébach pozyskanych
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w réznym czasie (préby nr 3, 13, 15, 16, 44, 45, 79) oraz u 2 osdb z grupy kontrolnej (oznaczonych
numerami 101, 105). Tranzycje A>G (Ryc. 29), zlokalizowang w pozycji c.*465, zaobserwowano

w prébce pochodzacej od osoby chorej na nadcisnienie tetnicze, oznaczonej numerem 66.

G TG AGCCTCTGCGEGMNCoTCTOCOCA
210 220 ]

Ryc. 28. Fluorogram przedstawiajgcy tranzycje C>T w pozycji ¢.*197 (ekson 5, fragment 3'UTR) genu
HSD11B2 u pacjenta z nadci$nieniem tetniczym oznaczonego numerem 45.

TTAGGGC CCCAAC THNCACAC CCCC

450 l 490

Ryc. 29. Fluorogram przedstawiajgcy zmiane A>G w pozycji ¢.*465 (ekson 5, fragment3’UTR) genu

HSD11B2 u pacjenta z nadcisnieniem tetniczym oznaczonego numerem 66.

3.2.  Whyniki analizy restrykcyjnej

Analizie restrykcyjnej poddano dwie wybrane zmiany w sekwencji nukleotydowej genu HSD11B2
wyodrebnione w procesie sekwencjonowania, zaobserwowane w najwiekszej liczbie badanych
probek. Byly to: tranzycja G>A w pozycji c.534 w eksonie 3 oraz tranzycja C>T w pozycji ¢.*197
w eksonie 5 (fragment 3’UTR). Procesowi PCR-RFLP poddano wszystkie prébki pochodzace od

chorych z nadcisnieniem tetniczym oraz zdrowych ochotnikow.

3.2.1. Charakter oraz czestos¢ wystepowania zmiany w pozycji c.534

Wyniki analizy restrykcyjnej dotyczacej zmiany w pozycji ¢.534 genu HSD11B2 przedstawiono na
rycinach 30 31.
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Taal
l wt/wt wt/mt mt/mt
/ CGGAGCT/GT
347pz | EEE
236 pz I .
—1 EKSON3 | — 111 pz s

Ryc. 30. Przewidywane wielkosci fragmentéw DNA uzyskanych w wyniku trawienia enzymem
restrykcyjnym Taal (ciety allel zmutowany); wt — allel prawidtowy (G), mt — allel zmutowany (A).

M wt/mt  wt/wt  wt/wt wt/mt wt/mt wt/mt wt/mt

Ryc. 31. Przyktadowy obraz rozdziatu elektroforetycznego produktéw uzyskanych w analizie PCR-
RFLP z uzyciem enzymu Taal; M — wzorzec masy, wt — allel prawidtowy (G), mt — allel zmutowany (A).

Analiza restrykcyjna potwierdzita wystepowanie mutacji w pozycji ¢.534 genu HSD11B2 u 5
pacjentéw oznaczonych numerami 1, 18, 25, 50 i 52 oraz u jednego zdrowego ochotnika (nr 85).
W procesie PCR-RFLP nie wyodrebniono innych oséb z badang zmiang w genie HSD11B2. Wszystkie
zaobserwowane zmiany miaty charakter heterozygotyczny (1 allel prawidtowy i 1 allel zmutowany,

G/A).

3.2.2. Charakter oraz czestos¢ wystepowania zmiany c.*197.

Wyniki analizy PCR-RFLP dotyczacej zmiany w pozycji ¢.*197 genu HSD11B2 przedstawione zostaty
na rycinach 32 33.
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Hhal
l wt/wt wt/mt mt/mt
CTGCG/CCTCT
/ 393 pz - -
261 pz (I
3'UTR 132 pz ([

EKSON 5

Ryc. 32. Przewidywane wielkosci fragmentdw DNA uzyskanych w wyniku trawienia enzymem
restrykcyjnym Hhal (ciety allel prawidtowy); wt — allel prawidtowy (C), mt — allel zmutowany (T).

M wt/wt  wt/wt  wt/wt  wt/wt  wt/mt wt/wt wt/wt wt/wt  wt/mt

m M — -

= thﬂﬂ £

Ryc. 33. Przyktadowy obraz rozdziatu elektroforetycznego uzyskany po analizie PCR-RFLP z uzyciem
enzymu restrykcyjnego Hhal; M —wzorzec masy, wt — allel prawidtowy (C), mt — allel zmutowany (T).

W analizie restrykcyjnej dotyczacej zmiany w pozycji ¢.*197 badanego genu potwierdzono
wystepowanie mutacji u 7 pacjentéw z nadcisnieniem tetniczym (oznaczonych numerami 3, 13, 15,
16, 44, 45 i 79) oraz 2 os6b z grupy kontrolnej (oznaczonych numerami 101 i 105). Dodatkowo,
wyodrebniono 5 kolejnych prébek pochodzacych od zdrowych ochotnikéw (oznaczonych numerami
94, 106, 123, 135 i 145) zawierajgcych badang zmiane. Prébki te nie byty wczesniej poddane
procesowi sekwencjonowania. Wszystkie zaobserwowane zmiany miaty charakter heterozygotyczny
(1 allel prawidtowy i 1 allel zmutowany, C/T).

Liczba oséb, u ktérych stwierdzono zmiany w sekwencji nukleotydéw w pozycjach c.534 oraz
¢.*197 w genie HSD11B2 w populacjach poddanych badaniu przedstawiona zostata na rycinie nr 34.
Analizie poddano 77 prébek pochodzacych od chorych z nadcisnieniem tetniczym (w tym od jednego
pacjenta pozyskano 2 niezalezne prébki pobrane w réznym czasie) oraz 70 prébek pochodzacych od

zdrowych ochotnikdéw.
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liczba osdb

c.534 G/A c.*197 C/T

H chorzy z nadcisnieniem tetniczym H zdrowi ochotnicy

Ryc. 34. Liczba osdb, u ktérych zaobserwowano zamiane nukleotydéw w pozycji c.534 oraz c.*197.

Czesto$¢ wystepowania poszczegdlnych genotypéw oraz alleli w populacji chorych
z nadci$nieniem tetniczym oraz zdrowych ochotnikdw zostata przedstawiona w tabeli 32. Tabela 33
przedstawia liczebno$¢ oséb w badanych populacjach (pacjenci z nadcisnieniem tetniczym oraz grupa
kontrolna) z réznymi genotypami stwierdzona w przeprowadzonych badaniach oraz obliczona wg

prawa rownowagi Hardy-Weinberga.

Tabela 32. Czestos¢ wystepowania poszczegdlnych alleli oraz genotypow u pacjentéw
z nadci$nieniem tetniczym (grupa badana) oraz u zdrowych ochotnikéw (grupa kontrolna)

wystepowanie genotypow wystepowanie alleli
liczba przypadkow (czestosc) liczba przypadkdw (czestosé)
n G/G G/A A/A n G A

grupa kontrolna 70 69(0,986) 1(0,014) 0(0,000) 140 139(0,993) 1(0,007)

c.534
pacjenci 76 71(0,934) 5(0,066) 0(0,000) 152 147(0,967) 5(0,033)
n c/c c/T T/T n C T
grupa kontrolna 70 63 (0,900) 7(0,100) 0(0,000) 140 133(0,950) 7 (0,050)
c.*197

pacjenci 76 69(0,908) 7(0,092) 0(0,000) 152 145(0,954) 7(0,046)
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Tabela 33. Liczebnosé osobnikéw z réznymi genotypami stwierdzona w przeprowadzonych badaniach
oraz obliczona z prawa Hardy-Weinberga.

liczebnos¢ w populacji pacjentéw liczebnos¢ w populacji
genotyp z nadcisnieniem tetniczym zdrowych ochotnikow
stwierdzona oczekiwana stwierdzona oczekiwana
c.534 G/G 71 71,08 69 69,00
c.534 G/A 5 4,84 1 0,99
c.534 A/A 0 0,08 0 0,00
c.¥197 c/C 69 69,16 63 63,17
c.*197 C/T 7 6,68 7 6,65
c.¥197 T/T 0 0,16 0 0,17

4. Wptyw aktywnosci 11B-HSD2 na wystepowanie nadcisnienia tetniczego

W celu ustalenia w jakim stopniu aktywnos$¢ 11B-HSD2 wptywa na wystgpienie nadcisnienia
tetniczego, przeprowadzono analize logistyczng, w ktérej za czynniki ryzyka przyjeto parametry
odzwierciedlajgce aktywnos¢ 113-HSD2 oraz wystgpienie mutacji w pozycjach c¢.534 oraz ¢.*197 genu
HSD11B2. Wartos¢ p wskazuje na istotno$¢ wptywu danego parametru na wystgpienie nadcisnienia
tetniczego, natomiast wartos¢ OR mowi ile razy wzrasta ryzyko wystgpienia nadcisnienia tetniczego
przy wzroscie F/E, UFF/UFE lub (THF+allo-THF)/(THE+allo-THE) o jednostke lub przy posiadaniu
heterozygotycznego genotypu ¢.534GA i c.*197CT.

W tabeli 34 zestawiono wptyw wszystkich analizowanych parametrow na wystgpienie

nadci$nienia tetniczego.

Tabela 34. Zestawienie wynikdw regresji logistycznej

zaleznos¢ OR p

F
E W 0soczu - 1,14 > 0,05
UFF
—— w DZM --- 2,24 > 0,05
UFE
THF +allo — THF

ato w DZM dodatnia 11,34 <0,0001
THE +allo — THE
genotyp ¢.534GA --- 4,86 > 0,05
genotyp ¢.*197CT - 0,91 > 0,05
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1. Metoda analityczna

Ocene fenotypu (analize aktywnosci 11B-HSD2) u chorych z nadcisnieniem tetniczym oraz
u zdrowych ochotnikdw przeprowadzano w oparciu o oznaczenia poziomdéw endogennych GKS
w osoczu i moczu. W literaturze opisane sg liczne metody wykorzystywane do oznaczania F, E i ich
metabolitow. Sg to miedzy innymi: metody radioimmunologiczne (RIA, radioimmunoassay),
kompetytywne wigzanie z biatkami (competitive protein binding assay) oraz metody
chromatograficzne: chromatografia gazowa oraz HPLC. RIA [145,146] oraz kompetytywne wigzanie
z biatkami [147] byly wykorzystywane najczesciej do oznaczania UFF lub stezenia F w osoczu lub
$linie. Metode RIA stosowano takze w analizie poziomoéw F i E w osoczu, jednakze po uprzednim
rozdziale chromatograficznym tych zwigzkéw [72] lub tez po ekstrakcji chlorkiem metylenu [148]. RIA
i kompetytywne wigzanie z biatkami majg jednak znaczgcg wade, a mianowicie s mato specyficzne.
Istnieje realna mozliwos¢ krzyzowych reakcji przeciwciat ze zwigzkami strukturalnie podobnymi do
analitéw. Moze to powodowac miedzy innymi zawyzanie wynikéw przy oznaczeniach pozioméw F
poprzez krzyzowg reakcje przeciwciat rowniez z E, bgdz innymi endogennymi steroidami czy tez ich
metabolitami. Z tego wzgledu do prawidtowych oznaczen GKS przy uzyciu tych metod konieczne jest
zastosowanie wysoce specyficznych przeciwciat [146,148,149]. Alternatywa dla tych metod s3 z catg
pewnoscia metody chromatograficzne, HPLC czy GC. Niezaprzeczalng przewagg metod
chromatograficznych jest mozliwos¢ jednoczesnego oznaczania poziomow F, E i ich metabolitéw po
uprzednim rodziale ich w kolumnie chromatograficznej [147,150]. Chromatografia gazowa, zaréwno
z detektorem ptomieniowo-jonizacyjnym (FID) [151], jak i sprzezona ze spektrometrem mas (MS)
[46,150-158], byta wykorzystywana do analizy poziomdéw GKS w trimetylosilylowych pochodnych.
Stosowana metoda derywatyzacji byta jednak bardzo skomplikowana, wieloetapowa, a wiec
czasochtonna. Uzyskane zwigzki byty niestabilne, ulegaty rozktadowi pod wptywem tlenu zawartego
w powietrzu. Ponadto, rozdziat dwdch stereoizomerow, THF i allo-THF, zwigzkow istotnych
W wyznaczeniu parametréw oceniajacych aktywnos¢ 11B-HSD2, byt niezadowalajacy [151,159].
W celu zwiekszenia stabilnosci pochodnych GKS, a takie poprawienia selektywnosci metody,
stosowano dwuetapowa derywatyzacje prowadzacy do otrzymania zwigzkow
dipentafluoropropionylowych [159]. Poziomy GKS w prdbkach biologicznych byty takie oznaczane
z zastosowaniem metod HPLC-UV, zarédwno w normalnym uktadzie faz [160], jak rdéwniez
w odwréconym uktadzie faz [147,161-164]). Tetrahydro- i allo-tetrahydro-metabolity F i E
eliminowane z moczem oznaczano przy uzyciu HPLC z tandemowym detektorem MS. Duzg zaletg
metody HPLC-MS-MS jest bardzo wysoka wykrywalno$¢ na poziomie od 0,1 ng/ml [165] do 0,5 ng/ml
[166]. Z drugiej strony, przytaczano problemy dotyczgce specyficznosci metody HPLC-MS-MS
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wynikajgce z duzej liczby zwigzkédw o budowie steroidowej wydalanych z moczem, ktére ze wzgledu
na podobienstwo strukturalne rozpadajg sie na podobne jony fragmentacyjne. Ponadto, tendencja
steroiddw do utraty czasteczki wody w Zrédle jonizacji dodatkowo wptywa niekorzystnie na
specyficznos¢ opisywanej metody [166]. Metoda HPLC-FLD w normalnym uktadzie faz byta
wykorzystywana do oznaczania F, E, P i prednizonu po uprzedniej derywatyzacji tych zwigzkdéw z 9-AN
[167]. W podobnych warunkach analizowano takie poziomy tetrahydro- i allo-tetrahydro-
metabolitdw w postaci antroilowych pochodnych [168]. W Katedrze Farmacji Fizycznej
i Farmakokinetyki opracowano metode RP-HPLC z detekcjg fluorescencyjng do oznaczania
triamcynolonu w obecnosci endogennych GKS. W tej metodzie uzyskano dobry rozdziat endogennych
F, E oraz ich zredukowanych metabolitéw, jednak metoda ta nie zostata zwalidowana pod katem
oznaczania endogennych GKS [129]. W przeprowadzonych przeze mnie badaniach opracowano
i zwalidowano metode RP-HPLC-FLD do jednoczesnego oznaczania endogennych F, E, THF, allo-THF,
THE i allo-THE w ptynach biologicznych. Na podstawie oznaczonych poziomdéw GKS mozliwe byto
wyznaczenie parametréw stuzgcych do oceny aktywnosci 113-HSD2.

Do obliczenia poziomdéw GKS w prébkach biologicznych konieczne byto wczesniejsze wyznaczenie
zaleznosci stosunku powierzchni piku danego analitu do powierzchni piku wzorca wewnetrznego oraz
obliczenie réwnan krzywych wzorcowych. Poniewaz F, E oraz ich tetrahydro- i allo-tetrahydro-
pochodne to zwigzki endogenne, nie mozna bezposrednio zastosowaé moczu i osocza jako matrycy
do przygotowania krzywych wzorcowych. Shibata i wsp. zaproponowali oczyszczanie moczu i osocza
z endogennych GKS metodg SPE, jednak warunki tego procesu nie zostaty szczegdétowo opisane [167].
W innych artykutach problem matrycy uzywanej do przygotowania krzywych wzorcowych
rozwigzywano poprzez zastosowanie moczu rozcienczanego wodg w stosunku 1:50 [161] lub tylko
wody [162,163]. W niniejszej pracy przeprowadzono préby oczyszczenia moczu i osocza
z endogennych GKS przy uzyciu kolumienek wypetnionych krzemionka zwigzang z fazg Cis. Po
dwukrotnie przeprowadzonej ekstrakcji udato sie catkowicie oczysci¢ mocz, jednakze w osoczu
pozostatosci endogennych GKS obserwowano nawet po czterokrotnie powtérzonym procesie
ekstrakcji. Dlatego tez uzywano wody dejonizowanej oraz oczyszczonego metodg SPE moczu jako
matryc do przygotowywania krzywych wzorcowych. Uzyskane réwnania krzywych wzorcowych dla
obu uzytych matryc byty identyczne (Tabela 14), co potwierdza, ze prawidiowe jest zastosowanie
wody dejonizowanej jako matrycy w wykonanych oznaczeniach GKS. Uzyskane wyniki sg zgodne
z danymi prezentowanymi przez Ruits i wsp. [161], gdzie nie wykazano rdznic po zastosowaniu
rozcienczonego moczu oraz czystej wody jako matrycy do oznaczania  UFF
i 63-hydroksykortyzolu.

Rozdziat F, E, THF, allo-THF, THE, allo-THE oraz P prowadzono na kolumnie monolitycznej HPLC

Chromolith RP-18e. Zastosowanie kolumny monolitycznej pozwolito uzyskac lepszy rozdziat THF,
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allo-THF i E oraz skréci¢ czas analizy do niespetna 30 min, w poréwnaniu z tradycyjng kolumna z fazg
C,s — LiChrospher RP-18e, gdzie czas analizy wynosit blisko 50 min (Ryc. 13). Nie udato sie jednakze
uzyskac rozdziatu pikdow pochodzgcych od THE i allo-THE przy zastosowaniu kolumny monolitycznej
Chromolith RP-18e. Przy zastosowaniu kolumny HPLC LiChrospher RP-18e rozdziat pikéw
pochodzacych od tych analitéw byt nieznaczny, co swiadczy o tym, ze wymienione zwigzki sg trudne
do skutecznego rozdziatu. Analiza przeprowadzana opracowang metodg HPLC oznaczania
endogennych GKS jest jedng z najmniej czasochtonnych w poréwnaniu z innymi metodami HPLC-FLD
opisanymi w literaturze [167,168]. Czasy retencji dla tetrahydro- i allo-tetrahydro-pochodnych F i E
prezentowane przez Neufeld i wsp. [168] wynosity ok. 45-50 min, w pracy tej nie przeprowadzano
jednak réwnoczesnej analizy F i E. Zastosowanie kolumny monolitycznej pozwolito na uzyskanie
krotszych czasow retencji F i E takze w poréwnaniu do metody prezentowanej przez Shibata i wsp.
[167]. Ponadto, w opracowanej metodzie rozdziat GKS prowadzono w odwrdéconym ukfadzie faz,
z zastosowaniem mieszaniny ACN i wodnego roztworu kwasu orto-fosforowego o pH 4,6 jako fazy
ruchomej, co jest znacznie bardziej przyjazne dla srodowiska i ekonomiczne niz prowadzone
wczesniej analizy w normalnym uktadzie faz, z fazg ruchomg bedgcg mieszaning rozpuszczalnikéw
organicznych [167,168].

Wolna frakcja F i E stanowi okofo 20 — 40% catkowitej ilosci tych zwigzkédw wydalonej z moczem,
pozostata cze$¢ to pofaczenia tych zwigzkéw z resztg kwasu glukuronowego i siarkowego [45].
Tetrahydro- i allo-tetrahydro-metabolity F i E s3 natomiast prawie w catosci (ponad 90%) wydalane
z moczem w postaci glukuronianéw i siarczanow [45,46]. Dlatego tez w celu oznaczenia catkowitej
ilosci GKS wydalonych w DZM konieczne jest przeprowadzenie hydrolizy enzymatycznej. Hydroliza
skoniugowanych z kwasem glukuronowym lub siarkowym GKS przeprowadzana jest najczesciej
w temperaturze 37°C, natomiast czas inkubacji rézni sie w publikowanych metodach od kilku do
nawet 48h [46,169,170]. Sugerowano jednak, ze mozna uzyskaé¢ takg samg wydajnosé procesu
hydrolizy w znacznie krétszym czasie — ok. 3 h, poprzez podniesienie temperatury inkubacji z 37°C do
55°C [45]. Ze wzgledu na duzg rozbieznos¢ danych literaturowych dotyczgcych warunkéw hydrolizy
enzymatycznej glukuroniandw i siarczanéw GKS, poddano analizie wptyw buforu, czasu inkubacji oraz
temperatury na wydajnos¢ procesu (Ryc. 14). Najlepszg wydajnos¢ reakcji hydrolizy koniugatéw F, E
i THF z zastosowaniem [-glukuronidazy z Helix pomatia uzyskano w s$rodowisku buforu
fosforanowego (pH 7,4) w temperaturze 37°C w czasie 20h. W przypadku THE+allo-THE uzyskano
praktycznie takg samg wydajnos$¢ proceséow hydrolizy prowadzonych z uzyciem buforu octanowego
w temperaturze 55°C przez 2h oraz z zastosowaniem buforu fosforanowego w temperaturze 37°C
przez 20h (odpowiednio: 100,0% i 98,3% wydajnosci). Najwiekszg ilos¢ allo-THF uwolniong w procesie
hydrolizy z potaczen z resztg kwasu glukuronowego i siarkowego uzyskano po inkubacji z buforem

octanowym (pH 5,1) w 37°C (przyjeto wydajnos¢ tego procesu za 100%). Uzycie buforu
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fosforanowego zamiast octanowego (w reakcji prowadzonej w 37°C przez 20h) zapewnia
w przypadku allo-THF wysoka wydajnos¢ hydrolizy przekraczajgcg 80%. Biorgc pod uwage wydajnosci
procesow hydrolizy prowadzonych w réznych warunkach dla wszystkich oznaczanych zwigzkéw, jako
optymalne warunki reakcji uznano inkubacje w srodowisku buforu fosforanowego w temperaturze
37°C przez 20h.

Reakcja steroidow z nitrylem kwasu 9-antroilowego byta wykorzystywana w celu uzyskania
wiekszej oznaczalnosci fluorescencyjnych pochodnych badanych zwigzkéw steroidowych
[129,167,168]. Wazinym czynnikiem warunkujgcym selektywnos¢ tej reakcji jest temperatura,
szczegdlnie w przypadku zredukowanych w pierscieniu A pochodnych GKS — THF, allo-THF oraz THE.
W reakcji prowadzonej w temperaturze 60°C uzyskano pochodne zaréwno 21-monoestrowe, ale
rowniez 3,21-diestrowe. Przeprowadzenie tej samej reakcji w nizszej temperaturze (tj. temperaturze
pokojowe]j) doprowadzito do uzyskania tylko jednego typu produktow, a mianowicie pochodnych
21-monoestrowych [168]. Mozna zatem wnioskowaé, ze w temperaturze pokojowej acylacja grupy
hydroksylowej steroidow zachodzi selektywnie w pozycji 21 tancucha weglowego GKS. W celu
zapewnienia wysokiej wydajnosci procesu derywatyzacji z zastosowaniem 9-AN, konieczna jest
obecnosé katalizatoréw reakcji [167]. Z drugiej strony, wykazano, ze obecno$¢ trzeciorzedowych
amin organicznych, m.in. TEA, powodowata spadek szybkosci reakcji chlorku kwasu 9-antroilowego
ze zwigzkami zawierajgcymi grupe hydroksylowg [171,172]. Istnieje zatem prawdopodobienstwo, ze
9-AN bedzie reagowac podobnie jak chlorek kwasu 9-antroilowego. W badaniach wykonanych
w ramach niniejszej pracy doktorskiej nie zaobserwowano szybszego tworzenia antroilowych
pochodnych GKS w reakcji z 9-AN bez uzycia katalizatorow, jak to miato miejsce w przypadku chlorku
[171]. Przeciwnie, reakcja GKS z 9-AN bez zastosowania TEA i Q jako katalizatorow praktycznie nie
zachodzita. Stwierdzono tez, ze optymalng wydajnos$¢ procesu derywatyzacji wszystkich analitéw
uzyskuje sie przy uzyciu mieszaniny zawierajgcej 10,0% TEA i 0,1% Q (Ryc. 15). Reakcja steroidéw
z zastosowaniem jedynie 10,0% TEA jako katalizatora przebiegata z nizszg wydajnoscia w przypadku
wszystkich badanych zwigzkéw. Poddano analizie takze przebieg procesu derywatyzacji w obecnosci
tylko 0,1% Q. Zaobserwowano, ze wydajnosci reakcji w przypadku F, E i allo-THF byty poréwnywalne
do sytuacji, gdy jako katalizatora uzywano mieszaniny TEA i Q. Jednakze wydajnosci reakcji 9-AN
z THF oraz allo-THE+THE w Srodowisku 0,1% Q byty znacznie nizsze w poréwnaniu do derywatyzacji
z zastosowaniem mieszaniny zasad organicznych. Przyjeto zatem, ze uzycie mieszaniny 10,0% TEA
i0,1% Q jako katalizatoréw jest optymalne w przypadku reakcji derywatyzacji GKS przy pomocy 9-AN.

Poddano analizie takze wptyw ilosci 9-AN (o stezeniu 0,2 mg/ml) na wydajnos¢ procesu
derywatyzacji. Maksymalng wydajnos¢ reakcji obserwowano po zastosowaniu 200 pl roztworu 9-AN.
Jednakze juz po uzyciu 150 I odczynnika derywatyzujacego uzyskano wydajnos¢ reakcji

przekraczajaca 90% w pordéwnaniu z derywatyzacjg przebiegajaca po zastosowaniu 200 pl 9-AN.
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Majgc na uwadze zardwno wydajnos¢ procesu, ale takze bardzo wysoki koszt 9-AN oraz ochrone
srodowiska, stwierdzono, ze zastosowanie 150 pl odczynnika derywatyzujacego jest wystarczajace,
co potwierdzajg parametry walidacyjne metody.

Proces derywatyzacji steroidow z uzyciem 9-AN wymaga zachowania bezwodnych warunkéw
podczas trwania reakcji [167,168]. Korzystne dla stabilnosci produktow reakcji jest takze ochrona
probek podczas derywatyzacji przed dostepem S$wiatta [168]. Przy zachowaniu wymienionych
warunkéw, uzyskane w procesie derywatyzacji estrowe pochodne zachowujg trwatos¢
w temperaturze pokojowej nawet przez tydzien [167]. W niniejszej pracy, analizie poddano
dodatkowo wptyw temperatury podczas odparowywania przy tagodnym przeptywie azotu po reakcji
derywatyzacji na stabilnos¢ produktéow tego procesu. Odparowywanie przy fagodnym przeptywie
azotu po derywatyzacji przeprowadzano w temperaturze 40°C [167] lub tez nie okreslano
temperatury odparowywania [168]. W przeprowadzonych przeze mnie badaniach stwierdzono
natomiast, ze obnizenie temperatury odparowywania z 40°C do 30°C zwieksza wydajno$¢ procesu
derywatyzacji o ok. 20%, dlatego odparowywanie po reakcji derywatyzacji prowadzono w temp.
30°C.

Opracowang metode HPLC-FLD oznaczania endogennych GKS i ich metabolitow w ptynach
biologicznych poddano petnej walidacji. Piki pochodzgce od antroilowych pochodnych GKS po
ekstrakcji z moczu i osocza przedstawione sg na chromatogramie (Ryc. 16). Nie uzyskano catkowitego
(do linii podstawowej) rozdziatu metabolitéw kortyzolu: THF i allo-THF, jednak uzyskany rozdziat jest
wystarczajgcy do analizy pozioméw tych zwigzkow w ptynach biologicznych (R, = 1,43).
W opracowanych warunkach nie uzyskano rozdziatu pikow pochodzgcych od THE i allo-THE, jednak te
zwigzki s najczesciej oznaczane w prébkach biologicznych jako suma. Skuteczny rozdziat THE i jego
a-izomeru jest aktualnym problemem. Steroidy te udato sie czeSciowo rozdzieli¢ przy uzyciu kolumny
LiChrospher, jednak czas analizy pojedynczej prébki byt stosunkowo dtugi i wynosit ok. 50 min.
(Ryc. 13). Co ciekawe, w literaturze bardzo czesto jako metabolit E przedstawiany jest tylko THE,
z pominieciem allo-THE [24,36,39,45,46,170,151-157,159,165,173]. Powodem takiego uproszczenia
moze by¢ znacznie nizszy poziom allo-THE wydalonego z moczem w poréwnaniu do THE [174], jednak
nie mozna wykluczy¢ takze trudnosci w skutecznym rozdziale chromatograficznym obu izomeroéw.
Rozdziat tych izomerdw nie jest jednak niezbedny do oceny aktywnosci 11B-HSD, gdyz parametrem
uzytecznym w tej ocenie jest stosunek sumy metabolitow F (THF+allo-THF) do sumy metabolitéw E
(THE+allo-THE) [7,15,24,41,46,60].

Liniowy zakres krzywych wzorcowych endogennych GKS wynosit 5,0 — 1000,0 ng/ml dla F, THF i E
oraz 10,0 — 1000,0 ng/ml dla allo-THF i THE+allo-THE. Liniowos$¢ krzywych wzorcowych zostata
potwierdzona przy pomocy testu Mandel’a, w ktérym wartos¢ testowa TV byta zawsze mniejsza od

Fwye (Tabela 15). Wspoétczynniki korelacji r miedcity sie w zakresie od 0,9995 do 0,9999. Wartos¢
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wspotczynnika b rdznita sie istotnie od zera tylko w przypadku krzywej wzorcowej dla F, dla
pozostatych zwigzkéw wartosci b nie rdznity sie istotnie od zera, dlatego dla E, THF, allo-THF
i THE+allo-THE réwnania krzywych wzorcowych przyjety postac y = ax. Wykrywalno$¢ (LOD) analitéw
w opracowanych warunkach przy S:N = 3:1 wynosita 3,0 ng/ml dla GKS w prdobkach moczu i osocza.
LOQ, wyznaczone z odpowiednig precyzjg (%RSD < 16%) oraz doktadnoscig (btagd < 17%), wynosito
5,0 ng/ml dla F, THF i E oraz 10,0 ng/ml w przypadku allo-THF i THE+allo-THE (Tabela 16).
Oznaczalno$é GKS na poziomie 5,0 ng/ml dla F, THF i E oraz 10,0 ng/ml dla allo-THF i THE+allo-THE
jest wystarczajgca do analizy pozioméw GKS w osoczu i moczu (zarowno w postaci wolnej, jak
i sprzezonej). Opracowana metoda charakteryzuje sie ponadto wysokg precyzjg, zarébwno w ciggu
dnia (intra-day), jak i miedzy dniami (inter-day), odpowiednio: 3,0 — 12,1% (Tabela 18) i 9,2 — 14,0%
(Tabela 17). Precyzja miedzy dniami dla oznaczen F i E zostata wyznaczona po analizie tych GKS
w kazdej z trzech mozliwych matryc, tzn. w osoczu, moczu bez hydrolizy oraz w moczu po inkubacji
z B-glukuronidaza. Przedstawiona warto$¢ jest najwyzsza z trzech wartosci uzyskanych dla réznych
matryc. THF, allo-THF, THE oraz allo-THE byty oznaczane tylko w moczu po enzymatycznej hydrolizie,
ze wzgledu na to, ze prawie w catosci sg wydalane z moczem w postaci glukuronianéw i siarczanéw.
Poziomy tych zwigzkéw w postaci wolnej sg niemozliwe do oznaczenia przy pomocy zastosowanej
metody HPLC. Opracowana metoda jest réwniez odpowiednio dokfadna, btad oznaczern miesci sie
w zakresie 0,2 — 15,1% (Tabela 17). Odzysk analitéw byt wysoki i przekraczat 90% (Tabela 18), co jest
zgodne z danymi literaturowymi [164,167]. Podsumowujgc, mozna stwierdzi¢, ze opracowana
metoda HPLC z detekcjg fluorescencyjng spetnia wymogi walidacyjne stawiane metodom
analitycznym do oznaczania zwigzkdw w ptynach biologicznych. Dodatkowo, dzieki wysokiej
wykrywalnosci i oznaczalnosci, do analizy potrzebne sg niewielkie objetosci ptyndw biologicznych
(0,5 ml moczu i 0,5 ml osocza). Opracowang metode HPLC z detekcjg fluorescencyjng zastosowano
z powodzeniem do oznaczenia poziomow endogennych GKS w ptynach biologicznych zdrowych

ochotnikéw i chorych z nadcisnieniem tetniczym.

2. Poziomy GKS w ptynach biologicznych u ludzi

Badaniami objeto grupe 79 chorych z nadcisnieniem tetniczym bedgcych pod opiekg Kliniki
Choréb Wewnetrznych, Zaburzen Metabolicznych i Nadcisnienia Tetniczego Szpitala Klinicznego nr 1
Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu. Grupe kontrolng stanowito 70 zdrowych ochotnikow.

Stezenia endogennych F i E w osoczu oznaczono dla 75 pacjentéw z nadci$nieniem tetniczym
oraz dla 70 zdrowych ochotnikdw. Uzyskane wyniki zostaty przedstawione w tabelach 21
i 22 oraz w tabelach 1 i 2 w zatgczniku 3. Za wartosci referencyjne przyjeto zakres 138 — 689 nmol/I
[76], cho¢ w literaturze istniejg rozbieznosci, jesli chodzi o prawidtowe zakresy F w osoczu [82,144].

U wszystkich zdrowych ochotnikéw obserwowano stezenia F w osoczu mieszczgce sie w przyjetym
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zakresie referencyjnym (tabela 2 zatacznik 3). U trojga pacjentéw z nadcisnieniem tetniczym (nr 41,
47, 73) obserowano obnizone wartosci stezenia F w osoczu, u dwojga chorych (nr 48, 56)
stwierdzono poziomy F przekraczajgce zakres referencyjny (tabela 1 zatacznik 3). Zbyt niskie stezenie
F w osoczu moze by¢ spowodowane niedoczynnoscig nadnerczy [144] lub zbyt pdZnym pobraniem
probki krwi do analizy (szczyt wydzielania F, zgodnie z rytmem dobowym, przypada na pierwsza
godzine po porannym przebudzeniu [3-6,8,13,19,21]). Przyczyng zbyt wysokiego poziomu F w osoczu
moze by¢ zmniejszony metabolizm F, nadczynnos$é nadnerczy (m.in. w zespole Cushinga lub w
zespole ekotopowego wydzielania ACTH) [15,16,21,23,41,60,70,144], nadmierna reakcja na czynniki
stresowe [2,4-6,8,13,16,19,21,23] lub przyjmowanie preparatow estrogenowych lub doustnych
srodkow antykoncepcyjnych [13,21]. Ze wzgledu na brak prébki osocza dla pacjentéw z numerami 14,
33 i 62 nie wykonano oznaczen endogennych GKS. Ponadto, u pacjentki oznaczonej numerem 25
stwierdzono obecnos$¢ w prdobce zwigzkdéw, ktére interferowaty z analitami i uniemozliwiaty
prawidtowe oznaczenie stezen F i E w osoczu.

Na podstawie poziomdéw F i E w osoczu wyznaczono wartosci parametru F/E stosowanego do
oceny aktywnosci 11B-HSD2. Podwyzszone wartosci tego parametru (przekraczajace wartosc
referencyjng réwng 4,00 [24]) obserwowano u 34 chorych z nadcisnieniem tetniczym oraz u 29
zdrowych ochotnikdw (tabela 1 i 2 zafacznik 3). Uzyskane wyniki znajdujg odzwierciedlenie
w literaturze, poniewaz wartosci parametru F/E wyznaczane dla zdrowych osdb czesto wykraczajg
poza zakres referencyjny proponowany przez Romer i wsp. [24]. W badaniach przeprowadzonych
przez Stewart i wsp. (1999 r.) [155] wsréd 36 zdrowych ochotnikéw sklasyfikowanych na podstawie
wartosci BMI wartosci srednie parametru F/E wynosity od 6,7 + 0,6 do 7,8 + 0,6. Podobnie, Morineau
i wsp. (1999 r.) [44] uzyskali w$rdd 40 zdrowych mezczyzn wyniki F/E w osoczu mieszczace sie
w przedziale 5,1 — 16,7. Takze Dotsch i wsp. (2001 r.) [72] uzyskali w grupie 20 zdrowych ochotnikéw
wartosci F/E wynoszace 6,0 + 0,5.

Analiza z zastosowaniem testu z x° nie wykazata réznicy pod wzgledem liczebnosci oséb
z wartosciami F/E nie mieszczacymi sie w zakresie referencyjnym pomiedzy grupa chorych
z nadcisnieniem tetniczym oraz zdrowych ochotnikdw (p > 0,05). Podobne wyniki uzyskano w analizie
logistycznej, gdzie stwierdzono, ze wptyw parametru F/E w osoczu na wystgpienie nadcisnienia
tetniczego nie jest istotny (p > 0,05; OR = 1,14). Nie obserwowano takze korelacji pomiedzy
wartosciami stosunku F/E a wartosciami ci$nienia skurczowego i rozkurczowego w grupie pacjentow
z nadcisnieniem tetniczym, ani w grupie kontrolnej. Nie potwierdzono zatem hipotezy, ze parametr
F/E moze by¢ istotnym markerem nadcisnienia tetniczego. Analizujgc wyniki poréwnania wartosci
stezen F i E w osoczu (test U Manna Whitneya) mozna stwierdzi¢ brak réznicy w poziomach F
W 0soczu u 0s6b z nadcisnieniem tetniczym oraz u oséb zdrowych (Tabela 23). Jednakze stezenie E

W 0SOCzU jest w grupie pacjentéw znaczgco nizsze (p = 0,0007) niz u oséb zdrowych, co wskazuje na
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zmniejszony metabolizm F do E zachodzacy przy udziale 11B-HSD2 u chorych z nadcisnieniem
tetniczym. Ponadto, biorgc pod uwage wyniki uzyskane dla wszystkich oséb objetych badaniem,
stwierdzono istnienie znamiennej statystycznie negatywnej korelacji pomiedzy stezeniem E w osoczu
a wartoscig ci$nienia skurczowego (korelacja rangowa Spearmana; p = 0,0063; R = -0,2290; wykres 1
zatgcznik 5) oraz wartoscia cisnienia rozkurczowego (p = 0,0036; R = -0,2436; wykres 2 zatgcznik 5).
Moze to wskazywac na fakt, ze im mniejsze stezenie E w osoczu, a wiec im mniejszy metabolizm F do
E przy udziale 11B-HSD2 (nizsza aktywnos$¢ enzymu), tym wyzsze wartosci BP. Mediana parametru
F/E w grupie kontrolnej jest nizsza u zdrowych ochotnikéw w poréwnaniu do pacjentéw z
nadci$nieniem tetniczym, jednak rdznica ta nie jest istotna statystycznie. Nie potwierdzono tym
samym wynikow uzyskanych przez Krall i wsp. (2007 r.) [146], ktérzy w badaniach przeprowadzonych
na duzej grupie mieszkancow Chile wykazali istnienie znamiennej statystycznie rdznicy pomiedzy
wartoscig F/E w badanych populacjach (mediany F/E wynosity 3,9 u pacjentéw z nadcisnieniem
tetniczym oraz 3,0 u zdrowych ochotnikéw). Jednak nalezy podkreslic, ze otrzymana w
przeprowadzonych przeze mnie badaniach warto$¢ F/E u chorych z nadcisnieniem tetniczym
wynoszaca 3,82 (mediana) byta prawie identyczna jak w badaniach Krall i wsp., natomiast wartos¢
mediany dla grupy kontrolnej byta wyzsza niz w cytowanej pracy (wynosita 3,64), stad wynika brak
istotnych rdéznic w badanych populacjach: oséb zdrowych i z chorobg nadcisnieniowg. Takze
wczesniejsze badania wykonane przez Carvajal i wsp. (2005 r.) [91] na populacji pochodzacej z Chile
wykazaty istotnie wyzsze wartosci parametru F/E u pacjentdw z nadci$nieniem tetniczym oraz z
niskim ARO w poréwnaniu do o0sdb zdrowych. Nie wykazano tej zaleznosci dla pacjentéow z
nadci$nieniem tetniczym z prawidtowymi wartosciami ARO. W badaniach tych obserwowano takze
korelacje pomiedzy wartoscig F/E oraz poziomem aldosteronu w surowicy oraz ARO [91]. W
przeprowadzonych przeze mnie badaniach nie stwierdzono istnienia wymienionych korelacji
(wykorzystujac test Spearmana).

Analiza statystyczna (test Kruskala Wallisa) nie wykazata znamiennych statystycznie réznic
w poziomach F i E w osoczu oraz wartosciach F/E w zaleznosci od klasyfikacji BMI, WHR, WC oraz
zawartosci tkanki ttuszczowej w organizmie. Osoby poddane badaniu podzielono na grupy
w zaleznosci od wielkosci BMI (£24,99; 25,00 — 29,99 oraz >30,00) oraz w zaleznosci od wartosci
WHR, WC i zawartosci tkanki ttuszczowej (wg wartosci referencyjnych podanych w rozdziale 3.1.1.
czesci doswiadczalnej, str. 65). Brak réznic w stezeniach F i E oraz wartosciach stosunku F/E u oséb z
réoznym BMI, zarédwno w grupie pacjentow, jak i w grupie kontrolnej, potwierdza wyniki uzyskane
przez Stewarta i wsp. (1999 r.) [155], ktérzy badajgc grupe 36 zdrowych ochotnikdéw nie
zaobserwowali statystycznie istotnych rdéznic w analizowanych parametrach w zaleznosci od
klasyfikacji BMI. Ponadto, w przeprowadzonych przeze mnie badaniach stwierdzono brak znaczacych

réznic w poziomach F w osoczu wsréd oséb otytych w poréwnaniu do osdb z prawidtowg masg ciata

116



OMOWIENIE | DYSKUSJA WYNIKOW

oraz u oséb ze zwiekszong zawartoscig tkanki ttuszczowej w organizmie oraz jej nagromadzeniem
w okolicach brzusznych. Potwierdza to dane literaturowe, ktére wskazujg, ze pomimo zwiekszenia
w otytosci wydzielania F, poziomy F w osoczu nie sg wyzsze u osdb otytych [31,39,59]. Nie
stwierdzono takze istotnych rdznic w poziomach F i E w osoczu oraz wartosciach F/E wsrdd kobiet
i mezczyzn, zaréwno u pacjentdéw z nadcisnieniem tetniczym, jak i zdrowych ochotnikéw. Podobne
whnioski dotyczace stezenia F w osoczu prezentowane sg przez Finken i wsp. [152], ktdrzy nie
zaobserwowali réznic w poziomach F w osoczu wsrdd mezczyzn i kobiet bedgcych w réznych fazach
cyklu miesigczkowego.

llosci UFF i UFE eliminowanych z moczem w ciggu doby oznaczono dla 69 o0séb z nadcisnieniem
tetniczym oraz 70 zdrowych ochotnikéw (tabele 1 i 2 zatgcznik 4). Za zakres referencyjny dla UFF
przyjeto 15,0 — 75,0 ug/24h [144], chot istniejg rozbieznosci co do tych wartosci w literaturze. Lin
i wsp. [147] w badaniach przeprowadzonych na grupie 101 zdrowych ochotnikéw uzyskali wyniki
mieszczace sie w zakresie: UFF 5,0 — 55,0 pg/24h; UFE 16,0 — 128,0 ug/24h. Turpeinen i wsp. [149]
w analizach obejmujacych 28 zdrowe osoby ustalili zakres referencyjny UFF na poziomie 11,0 — 52,0
ug/24h. Z kolei Odermatt i wsp. (2001 r.) [86] za wartosci prawidtowe podajg wyniki uzyskane we
wczesniejszych badaniach: dla mezczyzn UFF 36,7 + 3,3 pg/24h; UFE 60,9 + 5,7 ug/24h; dla kobiet
natomiast UFF 23,9 + 3,0 ug/24h; UFE 48,0 + 5,9 pug/24h. Uzyskane w przeprowadzonych przeze mnie
badaniach wyniki dla zdrowych ochotnikéw sg zblizone do powyzszych i wynosza: UFF 8,1 — 71,0
ug/24h oraz UFE 15,3 — 205,5 pg/24h. Swiadczy to o uzytecznoéci opracowanej metody
i poprawnosci przeprowadzonych analiz, oraz ze badane populacje posiadajg podobne cechy.
Wartosci UFF oznaczone w 5 prébkach pochodzgcych od zdrowych ochotnikow byty nizsze od dolnej
granicy przyjetego zakresu referencyjnego (15,0 pug/24h), jednak zadna wartos¢ nie byta nizsza niz
5,0 pg/24h - wartosci uznawanej za prawidtowag przez Lin i wsp. [147]. Wsrdd chorych
z nadci$nieniem tetniczym u 26 oséb obserwowano poziomy UFF ponizej 15,0 pg/24h. W 3 prébkach
(pacjenci z numerami 1, 50 i 76) stezenie wolnego F w moczu byto ponizej poziomu oznaczalnosci
metody (< LOQ), stad niemozliwe byto obliczenie UFF w DZM. U zadnego z pozostatych pacjentéow
z nadcisnieniem tetniczym UFF nie byto nizsze niz 5,0 pug/24h. W prébkach pochodzacych od trzech
chorych (z numerami 20, 26 i 68) oznaczona wartos¢ UFF przekraczata gorng granice zakresu
referencyjnego (75,0 ug/24h). Przypadki pacjentédw oznaczonych numerami 20 i 26, u ktérych
poziomy GKS oraz parametry oceny aktywnosci 11B-HSD2 znacznie rdzinity sie od pozostatych
wynikéw w grupie chorych, zostaty szczegétowo oméwione w dalszej czesci niniejszego rozdziatu.

W przeprowadzonych badaniach notowano wyzisze wartosci UFF u mezczyzn niz u kobiet,
zarowno w grupie kontrolnej (kobiety — 24,8 ug/24h; mezczyini — 31,2 pg/24h), jak i u pacjentow
z nadci$nieniem tetniczym (kobiety — 11,8 pg/24h; mezczyzni — 25,0 pug/24h). Test Kruskala Wallisa

wykazat jednak, ze statystycznie istotna réznica dotyczy jedynie grupy chorych z nadcisnieniem
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tetniczym (p = 0,0003). Odmienne ilosci eliminowanego z moczem wolnego F u mezczyzn i kobiet
(wyzsze u mezczyzn) stwierdzili takze Odermatt i wsp. [86] (u oséb zdrowych) oraz Litchfield i wsp.
[92] (u chorych z nadcisnieniem tetniczym, zaréwno bedacych na diecie nisko-, jak i wysokosodowej).
Finken i wsp. (1999 r.) [152] nie obserwowali réznic w ilosci eliminowanego z moczem F wsrdd kobiet
i mezczyzn (20 zdrowych osdéb rasy kaukaskiej), jednak w badaniach tych nie uwzgledniano postaci
wolnej (UFF). Analiza z zastosowaniem testu Kruskala Wallisa nie wykazata rdéznic w ilosciach UFF
w zaleznosci od klasyfikacji BMI, WHR, WC oraz zawartosci tkanki ttuszczowej w grupie chorych
z nadcisnieniem tetniczym oraz u zdrowych ochotnikéow (Tabela 28). Wyniki te sg zgodne z danymi
prezentowanymi przez Stewarta i wsp. [155].

Analiza statystyczna z wykorzystaniem testu U Manna Whitneya wykazata istotne rdznice
w ilosciach wolnych GKS wydalanych z moczem pomiedzy chorymi na nadcisnienie tetnicze oraz
grupg zdrowych ochotnikow (Tabela 27). Osoby zdrowe wydalaty z moczem wieksze ilosci UFF
w poréwnaniu do pacjentéw (p = 0,0002), ale takie wieksze ilosci UFE (p = 0,0015). Ponadto,
w grupie zdrowych ochotnikéw stwierdzono istnienie korelacji pomiedzy iloscig UFF w DZM a
wartoscig cisnienia skurczowego (korelacja rangowa Spearmana; p = 0,0416; R, = 0,2497; wykres 3
zatgcznik 5). Moze to potwierdza¢ znaczgcy wptyw GKS na wartosé¢ BP [21,25,37,117-119]. Nie
znaleziono korelacji pomiedzy wartoscig cisnienia skurczowego i UFF w grupie pacjentéw
z nadcisnieniem tetniczym. Wynik ten potwierdza wczesniejsze wnioski Krall i wsp. (2007 r.) [146],
ktérzy w badaniach na populacji mieszkaicow Chile stwierdzili co prawda wyzsze wartosci UFF
eliminowane przez chorych z pierwotnym nadcisnieniem tetniczym w poréwnaniu do oséb zdrowych,
jednak nie znalezli korelacji pomiedzy UFF i wartoscig BP. Wyisze ilosci wolnego F w DZM u
pacjentéw z nadciSnieniem tetniczym w pordwnaniu do zdrowych ochotnikow wykazali takze
Litchfield i wsp. (1998 r.) [92].

Na podstawie poziomdw wolnych GKS w DZM wyznaczono stosunek UFF/UFE, ktéry jest uwazany
za najbardziej miarodajny wskaznik aktywnosci 11B-HSD2 [15,42,49,55,60]. W przeprowadzonych
przeze mnie badaniach obserwowano wyzszg wartos¢ mediany UFF/UFE u oséb z nadci$nieniem
tetniczym (0,363) w poréwnaniu do grupy kontrolnej (0,330), jednak rdznica ta nie jest istotna
statystycznie (test U Manna Whitneya; p > 0,05). Nie potwierdza to wynikéw uzyskanych przez
Mariniello i wsp. (2005 r.) [93], ktérzy w badaniach na populacji wtoskiej obserwowali statystycznie
istotng rdznice pomiedzy wartoscig UFF/UFE u pacjentéw z nadcisnieniem tetniczym (0,80 + 0,04)
w poréwnaniu do oséb zdrowych (0,57 £ 0,03). Agarwal i wsp. (2000 r.) [74] stwierdzili wystepowanie
istotnej réznicy w wartosci UFF/UFE wsréd pacjentow z nadcisnieniem tetniczym sodowrazliwym
w poréwnaniu do chorych z nadci$nieniem tetniczym bez sodowrazliwosci, jednak nie badali oni
wielko$ci UFF/UFE u oséb zdrowych. Analiza statystyczna (test Kruskala Wallisa) nie wykazata takze

znamiennej roznicy w wartos$ciach stosunku UFF/UFE w grupie chorych oraz w grupie kontrolnej
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w zaleznosci od klasyfikacji BMI, WHR, WC czy tez zawartosci tkanki ttuszczowej w organizmie (Tabela
28). Brak istotnych réznic wartosci UFF/UFE w zaleznosci od klasyfikacji BMI uzyskali takze Stewart
i wsp. [155]. Wartos$¢ parametru UFF/UFE (mediana) byta wyzsza u mezczyzn niz u kobiet zaréwno
wsrdd chorych z nadci$nieniem tetniczym, jak i zdrowych ochotnikéw. Rdznica ta jednak nie byta
statystycznie istotna. Podobne wyniki prezentujg Odermatt i wsp. [86], ktdrzy nie stwierdzili istotnie
statystycznej roznicy w wartosci UFF/UFE w zaleznosci od ptci, cho¢ uzyskane wyniki sg wyzsze
u mezczyzn niz u kobiet. Finken i wsp. [152] takze nie obserwowali réznic w stosunku F/E wydalonych
z moczem wsrdd kobiet i mezczyzn, jednak prezentowane wyniki dotyczg catkowitej ilosci F i E
(wolnej + sprzezonej z kwasem glukuronowym i siarkowym) w DZM. Wykazano istotng zaleznos¢
pomiedzy wartoscig stosunku UFF/UFE a wartoscig cisnienia skurczowego w grupie zdrowych
ochotnikéw (korelacja rangowa Spearmana; p = 0,0374; R, = 0,2548; wykres 4 zatacznik 5). Korelacja
ta moze $wiadczyé o znaczagcym wptywie aktywnosci 113-HSD2 (ktérej wyktadnikiem jest witasnie
stosunek UFF/UFE) na wartosci BP. Zaleznosci tej nie stwierdzono jednak w grupie pacjentéw z
nadcisnieniem tetniczym. Wsrdd chorych z nadcisnieniem tetniczym wartos¢ UFF/UFE przekraczata
przyjety zakres referencyjny (< 0,600 [24]) u 11 oséb (wyniki te miescity sie w zakresie 0,635 — 2,962),
w grupie zdrowych ochotnikéw u 5 oséb stwierdzono nieznacznie podwyzszong wartos¢ tego
stosunku (najwyzsza zaobserwowana warto$¢ w grupie kontrolnej wynosita 0,718; tabele 1 i 2
zatacznik 4). Analiza ¥* (o = 0,05) nie wykazata istotnych réznic w liczebnosci 0séb z nieprawidtowa
wartoscig UFF/UFE w grupie pacjentdéw i w grupie kontrolnej, jednak uzyskany wynik byt na granicy
istotnosSci statystycznej (p = 0,07). Analiza logistyczna takze nie wykazata istotnego zwiekszenia
ryzyka wystgpienia nadcisnienia tetniczego przy wzroscie parametru UFF/UFE o jednostke (Tabela
34). Wyniki te nie potwierdzajg zatozenia, ze parametr UFF/UFE moze by¢ istotnym markerem
nadcisnienia tetniczego.

W przeprowadzonych badaniach oznaczono réwniez catkowite ilosci metabolitow F i E w DZM
(suma metabolitdw F: THF+allo-THF oraz suma metabolitdw E: THE+alloTHE) w prdébkach
pochodzacych od 72 pacjentdw z nadcisnieniem tetniczym oraz 70 zdrowych ochotnikéw (tabele 1i2
zatgcznik 4). Uzyskane ilosci metabolitéw F i E w DZM s3 zgodne z danymi prezentowanymi
w literaturze [86,152,155,165], co dodatkowo potwierdza uzytecznos¢ opracowanej metody HPLC
oznaczania GKS w ptynach biologicznych oraz poprawnos$¢ wykonanych analiz. Test Kruskala Wallisa
wykazat istnienie istotnych réznicy w ilosciach wydalanych z moczem metabolitéw GKS w zaleznosci
od ptci. Obserwowano wieksze ilosci sumy metabolitdw F oraz E w DZM u mezczyzn niz u kobiet,
zaréwno wsréd pacjentdw z nadcisnieniem tetniczym, jak i zdrowych ochotnikéw (Tabele 25 i 26).
Podobne wyniki uzyskali Finken i wsp. [152], ktérzy w badaniach na grupie zdrowych ochotnikow
obserwowali istotnie wyzsze poziomy zredukowanych metabolitéw F i E u mezczyzn niz u kobiet.

Ponadto, analogiczne zaleznosci w ilosci eliminowanych z moczem w ciggu doby tetrahydro-
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allo-tetrahydro-metabolitéw F i E w zaleznosci od pfci prezentowane sg przez Odermatt i wsp. [86].
W przeprowadzonych przeze mnie badaniach wykazano takze istnienie korelacji (rangowa korelacja
Spearmana) pomiedzy wartoscig BMI a iloscig metabolitéw F (THF+alloTHF) i E (THE+allo-THE)
w DZM. Zaleznosci te obserwowano w grupie pacjentdw z nadci$nieniem tetniczym (p = 0,0074
i Rs=0,3129 dla zaleznosci BMI — suma metabolitéow F oraz p = 0,0009 i R, = 0,3841 dla zaleznosci BMI
— suma metabolitéw E; wykresy 5 i 6 zatacznik 5), jak réwniez w grupie kontrolnej (odpowiednio:
p =0,0001 i R, = 0,4522 oraz p < 0,0001 i R, = 0,5220; wykresy 7 i 8 zatgcznik 5). Podobne wyniki
prezentujg Stewart i wsp. [155], ktérzy obserwowali wieksze ilosci zredukowanych metabolitéw F i E
w DZM w grupach zdrowych osdb z wzrastajgcymi wartosciami BMI. Istotne statystycznie rdznice
wykazali oni jednak tylko dla ilo$ci metabolitow E w DZM [155]. W badaniach wykonanych w ramach
niniejszej rozprawy doktorskiej stwierdzono réwniez wystepowanie znaczgcej korelacji (korelacja
rangowa Spearmana) pomiedzy wartosciami WHR oraz WC a iloscig metabolitéw GKS wydalonych
z moczem w ciggu doby. W grupie chorych z nadcisnieniem tetniczym od wartosci WHR zalezata
zaréwno ilos¢ THF+allo-THF (p = 0,0356; R, = 0,2840; wykres 9 zatacznik 5), jak i THE+allo-THE
(p = 0,0170; R, = 0,3206; wykres 10 zatgcznik 5). Podobne zaleznosci obserwowano w grupie
kontrolnej, odpowiednio: p = 0,0028 i R, = 0,3596 oraz p < 0,0001 i R, = 0,4920 (wykresy 11 i 12
zatgcznik 5). Wsrdd pacjentdw z nadcisnieniem tetniczym stwierdzono istotng zalezno$¢ pomiedzy
wartoscig WC w cm a iloscig sumy metabolitéw F w DZM (p = 0,0270; R, = 0,2981; wykres 13
zatgcznik 5) oraz sumg metabolitéw E w DZM (p = 0,0110; R, = 0,3401; wykres 14 zatgcznik 5).
W grupie kontrolnej takze obserwowano powyzsze korelacje, odpowiednio: p < 0,0001 i R; = 0,4875
oraz p < 0,0001 i R, = 0,5582 (wykresy 15 i 16 zatgcznik 5). Powyzsze zaleznosci mogg by¢é dowodem
na istnienie zwiekszonej sekrecji F w otytosci, ktdra jednak nie objawia sie zwiekszonymi poziomami F
w osoczu (w niniejszych badaniach nie obserwowano zaleznosci pomiedzy F w osoczu a BMI, WC czy
WHR), ale ma odzwierciedlenie w zwiekszonej ilosci metabolitow F eliminowanych z moczem
[31,39,59].

Wieksze ilosci metabolitéow F obserwowano w DZM u pacjentéw z nadcisnieniem tetniczym
(2,843 mg/24h) w poréwnaniu do zdrowych ochotnikdow (2,374 mg/24h), a rdznica ta byta znamienna
statystycznie (test U Manna Whitneya; p = 0,0142). llosci THE+alloTHE nie rdznity sie istotnie
pomiedzy grupg pacjentow i grupg kontrolng (Tabela 27). Moze to by¢ dowodem na zwiekszone ilosci
F w organizmie chorych z nadci$nieniem tetniczym, co jest wynikiem zmniejszonego metabolizmu F
do E przy udziale 11B-HSD2. Ponadto, w grupie zdrowych ochotnikdw obserwowano istnienie
zaleznosci pomiedzy iloscig eliminowanych z moczem metabolitéw F a BP. Istnienia tych korelacji nie
stwierdzono w grupie chorych z nadcisnieniem tetniczym. Wraz ze zwiekszeniem THF+allo-THF
obserwowano w grupie kontrolnej wyzsze wartosci ci$nienia skurczowego (korelacja rangowa

Spearmana; p = 0,0016; R, = 0,3777; wykres 17 zatgcznik 5) oraz cisnienia rozkurczowego (p = 0,0033;
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Rs = 0,3539; wykres 18 zatagcznik 5). Zaleznos¢ ta moze by¢ dowodem na hipertensyjne dziatanie GKS
w organizmie [21,25,37,92,117-119].

Na podstawie pozioméw metabolitdbw F i E w DZM wyznaczono stosunek
(THF+allo-THF)/(THE+allo-THE) — parametr odzwierciedlajgcy aktywno$¢ 11B-HSD2. Jako zakres
referencyjny przyjeto wartosci < 1,40 proponowang przez Romer i wsp. [24]. Takze w przypadku tego
parametru istniejg rozbieznosci co do wartosci prawidtowych wséréd réznych autoréw: Odermatt
i wsp. [86] przyjmujg wartosci 0,66 — 1,44; Rogoff i wsp. [76] 0,65 — 1,45; Lavery i wsp. [87]
0,70 - 1,30; Wilson i wsp. [82] 054 - 1,95 Wartos¢ (mediana) parametru
(THF+allo-THF)/(THE+allo-THE) byta istotnie wyzsza u chorych z nadcisnieniem tetniczym
w porownaniu do zdrowych ochotnikéw (p < 0,0001), co wskazuje na obnizong aktywnos$¢
wymienionego enzymu w grupie pacjentow. Ws$rdéd pacjentdw z nadci$nieniem tetniczym
obserwowano wartoéci (THF+allo-THF)/(THE+allo-THE) przekraczajgce 1,40 w prébkach
pochodzacych od 16 oséb, w grupie kontrolnej, tylko u 1 osoby oznaczona wartos¢ tego parametru
nie miescita sie w zakresie referencyjnym (tabele 1 i 2 zatacznik 4). Test doktadny Fishera wykazat
istotng rdznice w liczebnosci oséb z wartoscig (THF+alloTHF)/(THE+allo-THE) przekraczajgca zakres
referencyjny w grupie chorych z nadcisnieniem tetniczym w poréwnaniu do grupy kontrolnej
(p = 0,0001). Analiza logistyczna dodatkowo potwierdzita, ze parametr ten obrazujgcy aktywnosc¢
11B-HSD2 moze by¢ istotnym wskaznikiem nadcisnienia tetniczego. Wzrost wartosci stosunku
(THF+allo-THF)/(THE+allo-THE) o  jednostke  powoduje ponad 11-krotne  zwiekszenie
ryzyka  wystgpienia  nadciSnienia  tetniczego  (Tabela  34). Podwyiszone  wartosci
(THF+alloTHF)/(THE+allo-THE) obserwowano u pacjentéw ze stwierdzonym AME, u ktérych 11B-HSD2
ma mniejszg aktywnos¢ lub w ogdle nie wykazuje aktywnosci [44,76,82,86,87]. Uzyskane
w przeprowadzonych przeze mnie badaniach $wiadczg o zaburzeniach w funkcjonowaniu 11p-HSD2
u pacjentow z nadcisnieniem tetniczym w poréwnaniu do zdrowych ochotnikow. Ponadto, w grupie
pacjentéw z nadcisnieniem tetniczym stwierdzono istotng zalezno$¢ pomiedzy wartoscig parametru
(THF+allo-THF)/(THE+allo-THE), a wiec posrednio pomiedzy aktywnoscig 11B-HSD2, a wartoscig
ci$nienia skurczowego (p = 0,0307; R, = 0,2548; wykres 19 zatacznik 5).

W przeprowadzonych badaniach wyodrebniono dwa przypadki pacjentéw (oznaczonych
numerami 2 i 26), u ktérych zaobserwowano poziomy endogennych GKS i parametry oceny 113-HSD2
znaczgco odbiegajgce od wartosci referencyjnych (przedstawione w tabelach 30 i 31 oraz na rycinie
23). U pacjenta nr 20, ktéry nigdy wczesniej nie leczyt sie z powodu nadcisnienia tetniczego,
stwierdzono w badaniu przedmiotowym podwyzszong wartos¢ BP, BMI wskazujgce na nadwage,
a takze warto$¢ WHR informujgcg o znacznej akumulacji tkanki ttuszczowej w okolicy brzusznej. Dwa
tygodnie przed przyjeciem do Kliniki rozpoznano u tego pacjenta cukrzyce typu 2. Zaordynowano

przyjmowanie insuliny oraz metforminy w celu kontroli glikemii. ECHO serca wykazato cechy
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przerostu lewej komory, co jest czestym nastepstwem przewlektych wysokich wartosci BP
[99,101,103]. W wykonanych badaniach laboratoryjnych stwierdzono hipokaliemie oraz
hipernatremie. Niski poziom potasu w krwi oraz podwyzszone BP sugerowaty hiperaldosteronizm
[97]. Kolejne badania wykazaty poziom aldosteronu w surowicy mieszczacy sie w dolnej granicy
zakresu referencyjnego oraz prawidtowg wartos¢ ARO. Stosunek ARO do poziomu aldosteronu takze
byt niski (wynosit 8,95), co dodatkowo (obok oznaczonego poziomu aldosteronu) wykluczato
pierwotny hiperaldosteronizm (zespdét Conna) [138,144]. Badanie USG jamy brzusznej wykluczyto
zmiany w nadnerczach. W celu obnizenia BP zastosowano terapie ztozong z ACE-I ramiprilu, blokera
receptorow pPi-adrenergicznych karwedilolu, leku moczopednego furosemidu oraz antagonisty
receptorow dla aldosteronu - spironolaktonu. Dodatkowo, w celu ztagodzenia hipokaliemii zalecono
przyjmowanie preparatu zawierajgcego chlorek potasu. Oznaczono stezenie F w osoczu (probke krwi
pobrano w godzinach porannych), uzyskany wynik 683,1 nmol/l miescit sie w gdérnej granicy zakresu
referencyjnego 138 — 689 nmol/l [76]. Ponadto, stosunek F/E w osoczu (réwny 13,12) ponad
trzykrotnie przewyzszat wartosc¢ referencyjng wynoszacg 4,00 [24], co wskazywato na nadmierne
nagromadzenie F w organizmie. llosci UFF i UFE w DZM wielokrotnie przewyzszaty wyniki uzyskane
w grupie zdrowych ochotnikéw oraz zakresy referencyjne dostepne w literaturze [144,147]. Takze
wysoka warto$¢ stosunku UFF/UFE wskazywata na nieprawidtowosci w gospodarce GKS, co
dodatkowo potwierdzaty bardzo duze ilosci metabolitow F i E wydalonych w DZM oraz parametr
(THF+allo-THF)/(THE+allo-THE). Obliczone na podstawie pozioméw endogennych GKS parametry
stuzace do oceny aktywnosci 113-HSD2 wskazywaty na mozliwe zaburzenia w funkcji tego enzymu.
Probka DNA pacjenta zostata poddana reakcji PCR w celu namnozenia fragmentow genu HSD11B2
oraz ich pdzniejszego sekwencjowania pozwalajgcego na ustalenie wystepowania mutacji w regionie
kodujagcym tego genu. Przeprowadzona analiza genotypu nie wykazata jednak Zzadnych zmian
w sekwencji nukleotydéw w badanych fragmentach genu HSD11B2, w ktdrych zawierat sie caty
region kodujgcy biatko enzymatyczne oraz odcinki UTR. Z tego wzgledu mozna przypuszczaé, ze
zmniejszenie aktywnosci 11B-HSD2 nastgpito na skutek spozycia egzogennych substancji bedacych
inhibitorami tego enzymu, tym bardziej, ze notowane byty przypadki wystepowania objawéw AME
np. po spozyciu preparatéw lukrecji lub duzych ilosci soku grejpfrutowego [95,97]. Pacjent
przyjmowat takze furosemid, ktoéry jest stabym inhibitorem 11p-HSD2 [95,96], nie mozna wiec
wykluczy¢ jego hamujgcego wptywu na wymieniony enzym. Mozliwy jest tez synergizm hamujacego
wptywu na 11B-HSD2 furosemidu i przyjmowanych w diecie innych sktadnikéw, np. naryngeniny
z soku grejpfrutowego lub polifenoli zawartych w herbacie [96]. Przymowanie spironolaktonu, ktéry
jest blokiem receptoréw MR nie spowodowato zniesienia objawéw AME, co potwierdza fakt, ze lek
ten jest skuteczny w przypadku AME w bardzo wysokich dawkach [15,24,25,38,41,42,60,69,71].

Bardzo duze ilosci UFF oraz THF i allo-THF w DZM w pordwnaniu do zakreséw referencyjnych
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i wartosci uzyskanych dla zdrowych ochotnikdw wskazujg na zwiekszone wydzielanie F. Znacznie
wyzsze ilosci wydalonych UFE oraz THE i allo-THE mogg sugerowac¢ wysycenie enzymu
metabolizujgcego F, skutkujgce podwyziszonymi wartos$ciami parametrow oceniajgcych jego
aktywnosé. Taka sytuacja ma miejsce miedzy innymi w zespole ektopowego wydzielania ACTH, gdzie
na skutek zwiekszonego wydzielania ACTH dochodzi do nadmiernej sekrecji F. Wtedy, pomimo
prawidtowe] funkcji 11p-HSD2 (na ktdérg nie wptywa bezposrednio ACTH) dochodzi do wysycenia
enzymu, a co za tym idzie nie jest mozliwe unieczynnienie catej puli wydzielonego F [15,41,60,70].
Drugi przypadek dotyczyt 54-letniego mezczyzny (oznaczonego numerem 26) z rozpoznanym
zespotem Conna (pierwotnym hiperaldosteronizmem), nadcisnieniem tetniczym, chorobg
niedokrwienng serca oraz hipercholesterolemig. W przeprowadzonym badaniu przedmiotowym
stwierdzono podwyziszone wartosci BP, a takze nieznacznie podwyzszone BMI, WHR oraz zawartosc¢
tkanki ttuszczowej w organizmie. Pacjent zazywat leki hipotensyjne: ACE-I cilazapril, bloker kanatéw
wapniowych amlodypine, bloker receptoréw [;-adrenergicznych bisoprolol, antagoniste receptoréw
o -adrenergicznych doksazosyne, antagoniste receptora MR eplerenon. Ponadto, w celu poprawy
profilu lipidowego oraz profilaktyki zawatu miesnia sercowego pacjent przyjmowat atorwastatyne
oraz kwas acetylosalicylowy. Wykonane badania laboratoryjne wykazaty hipercholesterolemie,
prawidtowy poziom jonéw sodu w organizmie oraz poziom potasu mieszczacy sie w dolnej granicy
zakresu referencyjnego. W celu kontroli kaliemii zalecono przymowanie chlorku potasu. Badanie USG
jamu brzusznej wykazato guza nadnerczy, a przekraczajgce zakres referencyjny stezenie aldosteronu
w surowicy potwierdzato rozpoznanie zespotu Conna [138,144]. Badanie EKG metodg Holtera
ujawnito liczne epizody bradykardii, dlatego obnizono dawke bisoprololu. Oznaczenia poziomoéw GKS
w 0soczu i moczu potwierdzity nadmierng produkcje kortykosteroidow przez nadnercza. Stezenie F
w osoczu (probka pobrana w godzinach porannych) miescito sie w zakresie referencyjnym, cho¢ byto
wyzsze niz przecietnie uzyskiwane wyniki u 0séb zdrowych, i wynosito 513,7 nmol/l. Takze stezenie E
w osoczu byto pordwnywalne ze Srednimi wartosciami uzyskiwanymi u zdrowych ochotnikdw.
Stosunek F/E w osoczu byt podwyzszony i wynosit 5,81. llos¢ UFF wydalana w DZM byta kilkukrotnie
wyzsza niz gérna granica wartosci referencyjnych i wynosita 271,71 pg/24h, natomiast ilos¢ UFE
miescita sie w zakresie uzyskiwanym w grupie kontrolnej. Parametr UFF/UFE znacznie przewyzszat
warto$¢ prawidtowg i wynosit 2,962. Poziomy tetrahydro- i allo-tetrahydro-metabolitéw GKS w DZM
byty poréwnywalne z wynikami u oséb zdrowych, jednak stosunek (THF+allo-THF)/(THE+allo-THE) byt
podwyzszony i wynosit 1,81. Takze analiza genu HSD11B2 nie wykazata zmian w sekwencji
nukleotydowej. Na podstawie uzyskanych wynikéw mozna stwierdzi¢, ze pomimo wysokich wartosci
parametréw oceniajgcych aktywnos$¢ 11B-HSD2 funkcja tego enzymu jest zachowana, o czym
Swiadczg poréownywalne z wynikami u 0séb zdrowych poziomy E oraz jego metabolitéw. Metabolizm

F przebiega zatem prawditowo, a podwyzszone wartosci parametrow F/E, UFF/UFE
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i (THF+allo-THF)/(THE+allo-THE) wynikaja z wysycenia enzymu, przez co niemozliwe jest

unieczynnienie F produkowanego przez nadnercza w nadmiernej ilosci.

3. Analiza struktury genu HSD11B2

W procesie sekwencjonowania fragmentéw genu HSD11B2 wyodrebniono 6 réznych zmian
w sekwencji nukleotydéw, wszystkie miaty charakter SNP (Ryc. 24 — 29). Pie¢ z szesciu
zaobserwowanych zmian znajduje sie w bazie Ensembl: c.468C>A = rs5479; c.534G>A = rs45483293;
¢.1164C>T = rs45578842; ¢.*197C>T = rs56406870; c.*465A>G = rs72650128 [67]. Ponadto, mutacja
¢.534G>A zostata zaobserwowana w badaniach prowadzonych zaréwno w grupie o0sdéb
z nadcisnieniem tetniczym, jak i z niewydolnoscig nerek [73,75,79,83,93]. W badaniach wykonanych
na duzej populacji wiloskiej wyodrebniono takze mutacje c.468C>A i wykazano czestsze jej
wystepowanie u pacjentéw z nadcisnieniem tetniczym w poréwnaniu do osdb zdrowych [93]. Trzy
z zaobserwowanych w przeprowadzonych przeze mnie badaniach mutacji (c.591 C>A, c.1164C>T oraz
c.*465A>G) wystepowaty u pojedynczych osdb (odpowiednio: zdrowy ochotnik z numerem 133,
pacjent z numerem 17 oraz pacjent z numerem 66). Pozostate trzy (c.468C>A, c.534G>A oraz
€.*197C>T) zostaty znalezione w prdbkach pochodzacych kolejno od 6 (5 pacjentéw i 1 zdrowego
ochotnika), 6 (5 pacjentow i 1 zdrowego ochotnika) oraz 9 oséb (7 pacjentow i 2 zdrowych
ochotnikéw). Co ciekawe, zmiany c.468C>A i ¢.534G>A zostaly zaobserwowane w prdbkach
pochodzacych od tych samych osdb, nie wyodrebniono natomiast zadnej osoby posiadajacej tylko
jedng z dwu wymienionych SNP. Podobne wyniki prezentujag Mariniello i wsp. [93], ktérzy
w badaniach obejmujacych 292 chorych na nadcisnienie tetnicze oraz 163 zdrowych ochotnikéw
wyodrebnili tylko 1 osobe, u ktdrej zaobserwowano heterozygotyczny genotyp c.468CA bez
wspotistniejgcego genotypu c.534GA. Natomiast wystepowanie obu heterozygotycznych zmian
¢.468CA i c.534GA obserwowano u 26 chorych z nadcisnieniem tetniczym i 4 zdrowych ochotnikéw.
W omawianych badaniach w populacji wtoskiej stwierdzono wystepowanie polimorfizmu c.534GA
bez stwierdzonej zmiany w pozycji c.468 u 6 0s6b z grupy zdrowych ochotnikéw (5%).

Do analizy restrykcyjnej wybrano 2 najczesSciej pojawiajgce sie mutacje (c.534 oraz c.*197). Nie
udato sie znalez¢ enzymu restrykcyjnego do analizy charakteru zmiany (homo- lub heterozygotycznej)
oraz czestosci wystepowania transwersji C>A w pozycji c.468. W analizie PCR-RFLP nie znaleziono
dodatkowych prdébek ze zmiang c.534G>A wsrdod tych, ktdre nie zostaty wczesniej poddane
sekwencjonowaniu. U wszystkich oséb zaobserwowana w procesie sekwencjonowania mutacja
w pozycji ¢.534 miata charakter heterozygotyczny. W badaniach przeprowadzonych przez Mariniello
i wsp. [93] oraz przez Smolenicka i wsp. [83] takze wszystkie zaobserwowane zmiany w pozycji c.534
miaty charakter heterozygotyczny. Wystepowanie homozygotycznego genotypu c.534AA zostato

stwierdzone u pojedynczych zdrowych oséb w badaniach przeprowadzonych przez Melander i wsp.
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[73] oraz Brand i wsp. [79]. W przypadku c.*197C>T znaleziono 5 prébek (nie poddanych procesowi
sekwencjonowania) pochodzacych od zdrowych ochotnikéw zawierajgcych badang zamiane
nukleotydéw. Takie w tym przypadku u wszystkich oséb zmiana c.*197C>T miata charakter
heterozygotyczny. W obu badanych populacjach i dla obu analizowanych mutacji nie obserwowano
odchylen od prawa réwnowagi Hardy-Weinberga (Tabela 33). Przeprowadzono test doktadny Fishera
w celu poréwnania dystrybucji alleli oraz poszczegdlnych genotypdéw w populacjach pacjentéw
z nadci$nieniem tetniczym oraz zdrowych ochotnikéw.

Obserwowano czestsze wystepowanie allelu c.534A w populacji chorych z nadcisnieniem
tetniczym w poréwnaniu do oséb zdrowych (odpowiednio 3,3% i 0,7%, Tabela 32), jednak réznica ta
nie byta istotna statystycznie (p > 0,05). Takie heterozygotyczny genotyp c.534GA pojawiat sie
z wiekszg czestosciag u pacjentéw z nadcisnieniem tetniczym niz u zdrowych ochotnikéw
(odpowiednio u 6,6% i 1,4%). Jednakze, podobnie jak w przypadku allelu c.534A, réznica ta nie byfa
znamienna statystycznie (p > 0,05). Analiza logistyczna takze nie wykazata istotnego wptywu
wystgpienia heterozygotycznego genotypu c.534GA na wystgpienia nadcisnienia tetniczego (Tabela
34). Podobne wyniki dotyczgce rozmieszczenia heterozygotycznego genotypu u chorych
z nadci$nieniem tetniczym uzyskano w badaniach przeprowadzonych przez Melander i wsp. (2000 r.)
[73]. W populacji oséb pochodzacych ze Szwecji stwierdzono wystepowanie genotypu ¢.534GA u
6,9% pacjentdw, natomiast w grupie kontrolnej heterozygotyczny genotyp pojawiat sie czesciej
(réznica istotna statystycznie) i dotyczyt 12,2% populacji. Zmutowany allel c.534A pojawiat sie wsréd
przebadanych Szweddéw czesciej u zdrowych oséb (6,1% populacji) niz u chorych z nadci$nieniem
tetniczym (3,8%), jednak nie wykazano istotnosci statystycznej dla tej réznicy [73]. Rowniez
w badaniach przeprowadzonych we Francji przez Brand i wsp. (1998 r.) [79] nie wykazano
znamiennych statystycznie réznic w czestosci wystepowania heterozygotycznego genotypu c.534GA
u chorych z nadcisnieniem tetniczym oraz u zdrowych ochotnikdw (wszystkie osoby byty rasy
kaukaskiej). W grupie kontrolnej genotyp ten pojawiat sie z czestoscig 9,9%. Pacjenci z nadcisnieniem
tetniczym objeci badaniem pochodzili z dwu réznych projektéw BROHTA i PEGASE. Wsrdd tych
chorych odpowiednio 8,9% i 8,8% populacji byto heterozygotami posiadajgcymi genotyp c.534GA.
Allel c.534A wystepowat czesciej u oséb zdrowych (5,3% populacji) niz u chorych z nadci$nieniem
tetniczym z grup BROHTA i PEGASE (odpowiednio 4,5% i 4,4%), jednak réwniez te rdznice nie byly
istotne statystycznie [79]. W badaniach prezentowanych przez Smolenicka i wsp. (1998 r.) [83]
stwierdzono wystepowanie zmutowanego allelu ¢.534A u 8,6% zdrowych ochotnikéw (10 ze 116
0s0b). Analize genotypu c.534 przeprowadzono takze u 25 osdb chorych na cukrzyce typu 2, 41
pacjentéw z nadcisnieniem tetniczym oraz 107 oséb ze schytkowg niewydolnoscig nerek, w tym 46
pacjentéw dializowanych oraz 61 pacjentéw po przeszczepie nerki. Badanie przeprowadzono na

terenie Szwajcarii, w populacji kaukaskiej. Wykazano wystepowanie allelu ¢.534A u 8,6% zdrowych
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ochotnikéw, 4,0% pacjentéw z cukrzyca, 4,8% chorych na nadcisnienie tetnicze, 4,3% chorych
z niewydolnoscig nerek poddawanych dializom oraz u 18,0% pacjentéw po przeszczepie nerki. Nie
stwierdzono statystycznie istotnej réznicy w wystepowaniu zmutowanego allelu u oséb z pierwotnym
nadci$nieniem tetniczym. Wykazano natomiast statystycznie istotng zaleznos¢ pomiedzy dystrybucja
analizowanego allelu pomiedzy pacjentami po przeszczepie nerki w odniesieniu do grupy kontrolnej
[83]. Wynikéw tych nie potwierdzili Zaehner i wsp. (2000 r.) [75] w badaniach przeprowadzonych
rowniez na terenie Szwaijcarii i obejmujgcych zdrowych ochotnikdéw oraz pacjentéw z niewydolnosciag
nerek (wyodrebniono grupe oséb poddawanych dializom oraz grupe po przebytym przeszczepie
nerki). Stwierdzono wystepowanie allelu c¢.534A u 11% oséb zdrowych oraz 13% chorych
z niewydolnoscig nerek (9% pacjentéw dializowanych i 16% pacjentow po przeszczepie nerki) [75].
Ciekawe wyniki uzyskali Mariniello i wsp. (2005 r.) we wspomnianych wczesniej badaniach
w populacji wioskiej [93], ktérzy wykazali istnienie znamiennej statystycznie rdinicy w czestosci
wystepowania heterozygotycznego genotypu c.468CA wsrdd chorych z pierwotnym nadcisnieniem
tetniczym (9% populacji) w poréwnaniu do osdéb zdrowych (3% populacji). Pomimo czestszego
wystepowania takze heterozygotycznego genotypu c.534GA (9% pacjentdow i 7% zdrowych
ochotnikéw), nie stwierdzono rdznicy istotnej statystycznie. Znamienna statystycznie rdznica
dotyczyta jednak wystepowania potgczonych genotypéw c.468CA i c.534GA (9% chorych
z nadcisnieniem tetniczym i 2,4% oséb z grupy kontrolnej) [93]. Wnioski te sg tym bardziej ciekawe,
ze takze w wynikach uzyskanych w przeprowadzonych przeze mnie badaniach u wszystkich osdéb
posiadajacych zmiane w pozycji c.468 stwierdzono wystepowanie mutacji w pozycji c.534. Jednakze,
w celu potwierdzenia uzyskanych przez Mariniello i wsp. [93] wynikow, nalezato by jednak zbadac
charakter zmiany w pozycji c.468 genu HSD11B2 oraz sprawdzi¢ jej obecnos¢ w prébkach, ktére nie
byty poddawane sekwencjonowaniu.

Allel ¢.*197T pojawiat sie z podobng czestoscig u pacjentéw z nadci$nieniem tetniczym oraz
w grupie kontrolnej (wynoszaca odpowiednio 4,6% i 5,0%). W obu badanych populacjach
obserwowano podobne rozmieszczenie heterozygotycznego genotypu c.*197CT (0,092 w grupie
chorych z nadcisnieniem tetniczym oraz 0,100 u zdrowych ochotnikéw; Tabela 32). Test doktadny
Fishera wykluczyt zwigzek obecnosci zmutowanego allelu c.*197T z wystepowaniem nadcisnienia
tetniczego. W analizie logistycznej takze nie wykazano istotnego wplywu wystepowania
heterozygotycznego genotypu ¢.*197CT na pojawienie sie nadci$nienia tetniczego (Tabela 34). Brak
jednak danych literaturowych dotyczgcych wymienionej mutacji w genie HSD11B2 i jej ewentualnego
znaczenia klinicznego.

Analiza z zastosowaniem testu Kruskala Wallisa nie wykazata istotnych rdinic pomiedzy
stezeniami F i E w osoczu, iloscig UFF, UFE oraz sumg metabolitéw F i E w DZM, a takze parametrami

oceniajacymi aktywnos¢ 11B-HSD2 w grupie pacjentdw z nadci$nieniem tetniczym oraz u zdrowych
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ochotnikdw. Mozna zatem wnioskowa¢, ze analizowane SNP nie wptywajg na zmiane aktywnosci
enzymu, tym bardziej, ze mutacja w pozycji c.534 nie powoduje zmiany aminokwasu w biatku
(mutacja synonimowa), natomiast zmiana w pozycji ¢.*197 znajduje sie w regionie 3'UTR, a wiec
w czesci genu, ktdra nie koduje biatka. Wyniki tej analizy odzwierciedlajgce zwigzek genotypu

z fenotypem przedstawiono w tabelach 35 i 36.

Tabela 35. Poziomy GKS oraz parametry oceny aktywnosci 11B-HSD2 wsrdd oséb z genotypem
prawidtowym ¢.534GG oraz heterozygotycznym genotypem c.534GA w grupie pacjentéow
z nadci$nieniem tetniczym oraz zdrowych ochotnikdw.

pacjenci z nadcisnieniem tetniczym zdrowi ochotnicy
¢.534GG c.534GA ¢.534GG c.534GA

(n=71) (n=5) p (n=69) (n=1)
Fos [nmol/I] 293,7 296,8 NS 342,1 319,4 NS
Eos [nmol/I] 74,9 85,6 NS 90,4 94,9 NS
F/E 3,82 3,76 NS 3,65 3,38 NS
UFF [ug/24h] 21,4 13,3 NS 29,3 27,5 NS
UFE [ug/24h] 63,8 40,6 NS 78,1 140,6 NS
UFF/UFE 0,354 0,376 NS 0,331 0,196 NS
THF+allo-THF [mg/24h] 2,856 2,516 NS 2,353 4,004 NS
THE+allo-THE [mg/24h] 3,008 2,252 NS 2,914 6,508 NS
THF +allo — THF

1,00 0,84 NS 0,73 0,62 NS
THE + allo — THE

Tabela 36. Poziomy GKS oraz parametry oceny aktywnosci 11B-HSD2 wsrdd oséb z genotypem
prawidtowym c¢.*197CC oraz heterozygotycznym genotypem c.*197CT w grupie pacjentow
z nadci$nieniem tetniczym oraz zdrowych ochotnikdw.

pacjenci z nadcisnieniem tetniczym zdrowi ochotnicy
c.*197CC c.*197CT c.*197CC c.*197CT

(n=69) (n=7) P (n=63) (n=7)
Fos [nmol/I1] 304,9 258,0 NS 331,5 392,0 NS
E.. [nmol/I] 77,4 72,5 NS 90,4 91,3 NS
F/E 3,80 3,82 NS 3,60 4,52 NS
UFF [ug/24h] 18,8 23,3 NS 30,1 20,4 NS
UFE [ug/24h] 61,2 48,1 NS 82,9 74,1 NS
UFF/UFE 0,370 0,335 NS 0,368 0,279 NS
THF+allo-THF [mg/24h] 2,865 2,176 NS 2,499 1,687 NS
THE+allo-THE [mg/24h] 3,018 2,538 NS 3,069 1,938 NS
THF +allo — THF

1,00 0,82 NS 0,72 0,77 NS
THE + allo — THE
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4. Podsumowanie

Nadcisnienie tetnicze pierwotne, a wiec bez ustalonej etiologii, dotyczy ponad 90% pacjentow
z chorobg nadcisnieniowa. Wielu badaczy sugeruje, ze nawet 30% sposréd tych przypadkéow ma
podtoze w zaburzeniach gospodarki glikokortykosteroidowej [92,117]. Za kluczowy enzym uznaje sie
tu 11B-HSD2, ktéry katalizuje unieczynnienie F do E w tkankach docelowych dla aldosteronu i chorni
MR przed dostepem F. Defekt tego enzymu lezy u podstaw dziedzicznej postaci nadcisnienia
tetniczego — AME. Postulowany jest tez fakt, ze tagodniejsze zaburzenia 11B-HSD2, prowadzgce do
czesciowej utraty aktywnosci, mogg by¢ przyczyng powstawania nadcisnienia tetniczego.

Pierwszym czynnikiem obrazujagcym aktywnos¢ 113-HSD2, wskazujagcym na mozliwos$¢ wystgpienia
nadcisnienia tetniczego, jest wedtug danych literaturowych stosunek F/E w osoczu, ktdrego
prawidtowa wartos¢ wynosi 4,00. Jednak przeprowadzone badania nie potwierdzity tego zatozenia.
Bardziej miarodajnym parametrem oceniajagcym aktywnos¢ 11B-HSD2 wydawat sie by¢é UFF/UFE
w DZM, ktérego wartosé przy prawidtowej funkcji wymienionego enzymu nie powinna przekraczac
0,600. Jednak i w tym przypadku nie odnotowano istotnych statystycznie réznic w wielkosci tego
parametru pomiedzy grupg chorych z nadcisnieniem tetniczym oraz zdrowych ochotnikéw. Znacznie
bardziej rdznicujgcym czynnikiem byt stosunek (THF+allo-THF)/(THE+allo-THE) w DZM. W tym
przypadku réznice w wartosciach tego parametru pomiedzy pacjentami z chorobg nadciSnieniowg
i grupg kontrolng sg istotne statystycznie. Za prawidtowe uznaje sie wartosci tego parametru nie
przekraczajace 1,40. W przeprowadzonych badaniach wykazano, ze liczba oséb z wartoscig
parametru (THF+allo-THF)/(THE+allo-THE) powyzej wartosci referencyjnej jest znacznie wieksza
w grupie chorych z nadci$nieniem tetniczym niz wsréd zdrowych ochotnikdw (14 : 1).
Przeprowadzona analiza logistyczna w celu ustalenia jak aktywnos¢ 11B-HSD2 wptywa na
wystepowanie nadcisnienia tetniczego wskazuje na istotny wptyw parametru (THF+allo-
THF)/(THE+allo-THE) na zwiekszenie ryzyka pojawienia sie choroby. Potwierdzeniem tego jest wysoka
warto$¢ OR na poziomie 11,34, ktéra wskazuje na ponad 11-krotny wzrost ryzyka zachorowania na
nadci$nienie tetnicze przy zmianie wymienionego parametru o jedng jednostke.

Pomimo istnienia wskaznikéw potwierdzajgcych zaburzenia w metabolizmie endogennego F u
chorych z nadci$nieniem tetniczym, uzyskane rezultaty nie do korca znalazty odzwierciedlenie w ich
genotypie. Co prawda stwierdzono wiekszg liczbe przypadkéw z heterozygotycznym genotypem
¢.534GA wsrdd oséb z chorobg nadcisnieniowg w poréwnaniu z grupg kontrolng, jednak analiza
statystyczna nie potwierdzita istotne] statystycznie wiekszej czestosci pojawiania sie zmutowanego
allelu c.534A w nadcisnieniu tetniczym. Ponadto, dane okreSlajgce fenotyp u o0séb
z heterozygotycznym genotypem nie byty istotnie réine w pordwnaniu do oséb, u ktérych

obserwowano genotyp prawidtowy (c.534GG).
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Przyczyng obserwowanych rdéznic w metabolizmie F u chorych z nadcisnieniem tetniczym
i zdrowych ochotnikéw jest zmniejszona aktywnosé 11B3-HSD2 w chorobie nadcisnieniowej. Jednak ta
zmniejszona aktywnos$¢ enzymu u pacjentéw nie wynika z wystepowania mutacji w genie kodujgcym
biatko prowadzacych do nieprawidtowej sekwencji aminokwasowej, lecz moze mie¢ podtoze
epigenetyczne. Istnienie w regionie promotorowym oraz w eksonie 1 genu HSD11B2 wysp CpG
wskazuje na mozliwos¢ metylacji DNA, ktdrej wystgpienie skutkuje utrudnionym przytgczaniem
czynnikow transkrypcyjnych i zmniejszong ekspresjg genu, a wiec powstaniem mniejszej ilosci biatka

enzymatycznego [68].
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Opracowana metoda HPLC-FLD spetnia wymogi walidacyjne stawiane metodom analitycznym
i moze by¢ stosowana do oznaczania poziomoéw endogennych GKS w ptynach biologicznych

u ludzi.

Wyniki uzyskane z przeprowadzonych badan nie wskazujg, aby stosunek F/E w osoczu oraz

UFF/UFE w moczu byty miarodajnymi markerami nadcis$nienia tetniczego.

Parametr (THF+allo-THF)/(THE+allo-THE) jest znaczagcym wskaznikiem choroby nadci$nieniowe;.
Wzrost tego stosunku o jedng jednostke zwieksza ryzyko wystgpienia nadcisnienia tetniczego

ponad 11-krotnie.

Obserwowane zaleznosci pomiedzy poziomami endogennych GKS w osoczu i moczu oraz ich
metabolitdw w moczu w grupie pacjentéw z chorobg nadcisnieniowa i w grupie kontrolnej

wskazujg na zmniejszong aktywnos$¢ 113-HSD2 u pacjentdéw z nadcisnieniem tetniczym .

Nie wykazano istotnego statystycznie zwigzku zmutowanego allelu ¢.534A z wystepowaniem
nadci$nienia tetniczego, pomimo obserwowanej wiekszej liczby przypadkéw z tym allelem

w grupie chorych w poréownaniu do zdrowych ochotnikéw.

Wystepowanie mutacji ¢.*197C>T nie ma klinicznego zwigzku z nadci$nieniem tetniczym.
Czesto$¢ wystepowania heterozygotycznego genotypu c¢.*197CT w grupie chorych

z nadcisnieniem tetniczym oraz wsrdd zdrowych ochotnikéw jest poréwnywalna.

Wyjasnieniem obnizonej aktywnosci 11B-HSD2 u chorych z nadcisnieniem tetniczym
w porownaniu do zdrowych ochotnikdw mogg byé czynniki epigenetyczne zmniejszajgce

ekspresje genu HSD11B2.
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Nadcisnienie tetnicze pierwotne, czyli bez znanej etiologii, dotyczy ponad 90% wszystkich oséb
cierpigcych na te chorobe. Wielu badaczy sugeruje, ze przyczyng powstawania nawet 30%
przypadkdw nadcisnienia  tetniczego pierwotnego mogg by¢ zaburzenia  gospodarki
glikokortykosteroidowej. Za kluczowy enzym wuznaje sie izoforme 2 dehydrogenazy
11B-hydroksysteroidowej (11B-HSD2). Enzym ten katalizuje unieczynnienie kortyzolu (F) do
kortyzonu (E) w tkankach docelowych dla aldosteronu, chronigc tym samym receptor
mineralokortykosteoidowy (MR) przed dostepem F. Defekt 113-HSD2 lezy u podstaw dziedzicznej
postaci nadcisnienia tetniczego — pozornego nadmiaru mineralokortykosteroidéw (AME).
Przypuszcza sie jednak, ze tagodniejsze zaburzenia funkcji 11B-HSD2 mogg mie¢ wptyw na
powstawanie pierwotnego nadcisnienia tetniczego.

Celem pracy byta analiza aktywnosci 113-HSD2 u chorych z pierwotnym nadci$nieniem tetniczym
i zdrowych ochotnikdéw oraz weryfikacja przydatnosci poziomdéw endogennych glikokortykosteroidéw
(GKS) w ptynach biologicznych jako markeréw choroby nadci$nieniowej, a takze ocena wystepowania
mutacji w genie HSD11B2.

Do oznaczania poziomodw endogennych F i E w osoczu i moczu oraz ich tetrahydro- (THF i THE)
oraz allo-tetrahydro-metabolitow (allo-THF i allo-THE) w moczu opracowano i zwalidowano metode
HPLC z detekcjg fluorescencyjng. Endogenne GKS oraz prednizolon (wzorzec wewnetrzny)
ekstrahowano z prébek osocza i moczu przu uzyciu dichlorometanu, a nastepnie przeprowadzano we
fluorescencyjne pochodne w reakcji z nitrylem kwasu 9-antroilowego w srodowisku chinuklidyny
i trietyloaminy. Uzyskane pochodne byty oczyszczane i izolowane metodg SPE. W celu oznaczenia
catkowitych ilosci GKS i ich metabolitéw wydalonych z moczem przeprowadzano enzymatyczng
hydrolize przy uzyciu B-glukuronidazy. Zoptymalizowano reakcje derywatyzacji GKS z zastosowaniem
9-AN oraz proces hydrolizy enzymatycznej glukuroniandéw i siarczanéw GKS. Rozdziat analitéw
uzyskano na monolitycznej kolumnie chromatograficznej Chromolith Performance RP-18e. Faze
ruchomg stanowita mieszanina acetonitrylu i 30 mmol/l kwasu orto-fosforowego (470:530, v/v).
Opracowana metoda byta odpowiednio doktadna i precyzyjna, okreslono wykrywalnos¢
i oznaczalnos$¢ analitdw. Wyznaczono odzysk GKS i ich metabolitéw, ktéry wynosit ponad 90%.
Opracowana metoda HPLC-FLD spetniata wymogi stawiane metodom analitycznym i zostata
zastosowana do oznaczenia poziomdéw GKS w ptynach biologicznych u ludzi.

Badaniami objeto grupe 79 chorych z nadcisnieniem tetniczym oraz 70 zdrowych ochotnikéw.
W probkach osocza i moczu oznaczono poziomy endogennych GKS, a na ich podstawie obliczono
parametry oceny aktywnosci 113-HSD2: F/E w osoczu, stosunek wolnego F do wolnego E w moczu

(UFF/UFE) oraz (THF+allo-THF)/(THE+allo-THE) w dobowej zbidrce moczu (DZM). Uzyskane wyniki nie
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wykazaty istotnych rdznic w wartosci parametru F/E w osoczu w grupie oséb z chorobg
nadci$nieniowg (mediana 3,82) i zdrowych ochotnikéw (mediana 3,64). Nie stwierdzono takze
znamiennej réznicy pomiedzy wartoscig UFF/UFE u pacjentdw z nadcisnieniem tetniczym (0,363) oraz
w grupie kontrolnej (0,330). Nie potwierdzono tym samym przydatnosci parametréw F/E w osoczu i
UFF/UFE w DZM jako markerdw choroby nadcisnieniowej. Znacznie bardziej roznicujgcym czynnikiem
byt stosunek (THF+allo-THF)/(THE+allo-THE) w DZM. W tym przypadku rdznice w wartosciach tego
parametru pomiedzy pacjentami z chorobg nadcisnieniowg i grupg kontrolng byty istotne
statystycznie. Wykazano, ze liczba osdb z wartoscig parametru (THF+allo-THF)/(THE+allo-THE)
powyzej wartosci referencyjnej (1,40) jest znacznie wieksza w grupie chorych z nadci$nieniem
tetniczym niz wsérdd zdrowych ochotnikéow (14 : 1). Przeprowadzona analiza logistyczna w celu
ustalenia jak aktywnos¢ 11B-HSD2 wptywa na wystepowanie nadcisnienia tetniczego wskazuje na
istotny wptyw parametru (THF+allo-THF)/(THE+allo-THE) na zwiekszenie ryzyka pojawienia sie
choroby.

Pomimo istnienia wskaznikdéw potwierdzajgcych zaburzenia w metabolizmie endogennego F u
chorych z nadcisnieniem tetniczym, uzyskane rezultaty nie do korica znalazty odzwierciedlenie w ich
genotypie. Stwierdzono wiekszg liczbe przypadkdéw z heterozygotycznym genotypem c.534GA wsrdd
0s0b z chorobg nadci$nieniowg w poréwnaniu z grupg kontrolng, jednak analiza statystyczna nie
potwierdzita istotne]j statystycznie wiekszej czestosci pojawiania sie zmutowanego allelu c.534A w
nadci$nieniu tetniczym. Ponadto, dane okreslajgce fenotyp u oséb z heterozygotycznym genotypem
nie byly istotnie rézne w poréwnaniu do oséb, u ktérych obserwowano genotyp prawidtowy
(c.534GG). Podobne wyniki uzyskano w analizie polimorfizmu ¢.*197C>T. Zmutowany allel c.*197T
pojawiat sie z poréwnywalng czestoscia u oséb z nadci$nieniem tetniczym oraz u zdrowych
ochotnikéow. Takze analiza logistyczna nie wykazata istotnego wptywu wystepowania zmutowanych

alleli c.534A i c.*197T na ryzyko rozwoju choroby nadcisnieniowej.
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ABSTRACT

X ABSTRACT
Levels of endogenous glucocorticoids and their metabolites as markers of metabolic disorders

in human with regard to genetic polymorphism of 11B-hydroxysteroid dehydrogenase

Primary hypertension, a kind of hypertension with unknown etiology, refers to above 90% of all
diagnosed cases. It is assumed that disturbances of glucocorticoids balance might be a source of
primary hypertension in over 30% of cases. 11B-Hydroxysteroid dehydrogenase type 2 (11B-HSD2) is
a key enzyme in glucocorticoids (GCs) metabolism. It catalyzes the inactivation of cortisol (F) to
cortisone (E) in aldosterone target tissues and, thereby protects mineralocorticoid receptor (MR)
from F. Failure in 11B-HSD2 activity is the base of inherited form of hypertension — apparent
mineralocorticoid excess (AME). It is suggested that mild disturbances in 113-HSD2 function may lead
to primary hypertension.

The aim of the study was to analyze the 11B-HSD2 activity in hypertensive patients and healthy
volunteers in order to verify whether levels of endogenous GCs in biological fluids may be used as
markers of hypertension. Moreover, the goal of genetic part of the work was to investigate
mutation’s appearance in the HSD11B2 gene.

HPLC method with fluorescence detection was evaluated and validated to determine levels of
endogenous F and E in plasma and urine and their tetrahydro- (THF and THE) and allo-tetrahydro-
metabolites (allo-THF and allo-THE) in urine. The endogenous GCs and prednisolone (the internal
standard) were extracted from plasma and urine samples with dichloromethane. Subsequently, the
analytes were derivatized to fluorescent compounds using 9-anthroyl nitrile (9-AN) in the presence of
triethylamine and quinuclidine. The derivatized steroids were purified by SPE method. Enzymatic
hydrolysis with the use of B-glucuronidase was proceeded to determine total urinary amounts of GCs
and their metabolites. The conditions of the derivatization of steroids with 9-AN as well as of
enzymatic hydrolysis of GC’s conjugates were optimized. Chromatographic separation was
accomplished in the Chromolith Performance RP-18e monolithic column. The mobile phase consisted
of acetonitrile and 0,3 mM ortho-phosphoric acid (470:530 v/v). The elaborated method was
adequately precise and accurate, limit of detection and limit of quantitation were calculated. The
recoveries of GCs were very high and exceeded 90%. The elaborated HPLC-FLD method fulfilled the
validation requirements for analytical methods and was applied for determination of levels of
endogenous GCs in biological fluids in human.

The study included 79 hypertensive patients (study group) and 70 healthy volunteers (control group).
Levels of endogenous GCs were determined in plasma and urine. Following parameters were
calculated: F/E in plasma, urinary free F to urinary free E (UFF/UFE) and (THF+allo-THF)/(THE+allo-

THE) in urine to estimate 11B-HSD2 activity. No significant differences in F/E in plasma values were
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observed between hypertensives (median 3.82) and healthy volunteers (median 3.64). Furthermore,
UFF/UFE values did not differ significantly in patients (0.363) and controls (0.330). Thereby, there
were no evidences for the assumption that F/E in plasma and UFF/UFE may be good indicators of
hypertension. (THF+allo-THF)/(THE+alloTHE) in urine was better differentiating parameter. The
dissimilarity of that ratio’s values in hypertensives and heathy volunteers was statistically significant.
The study proved that there are more people with (THF+allo-THF)/(THE+allo-THE) value exceeding
reference range (1.40) among hypertensives than in controls (14:1). Logistic regression was carried
out to analyze the role of 11B-HSD2 activity in hypertension development. It demonstrated that the
value of (THF+allo-THF)/(THE+allo-THE) influences the risk of hypertension.

Despite the presence of indicators of endogenous F metabolism disturbances in hypertensives, the
obtained results were not fully reflected in genotypes of those patients. Greater number of cases
with heterozygous genotype c.534GA was found among hypertensives compared to control group,
but the statistical analysis did not confirm higher frequency of mutant allele c.534A in hypertension.
Moreover, the data defining the phenotype in patients with heterozygous genotype were not
significantly different when compared to people with the wild genotype (c.534GG). Analysis of
¢.*197C>T polymorphism gave similar results. A mutant allele (c.*197T) appeared with comparable
frequency in hypertensives and healthy volunteers. Logistic regression did not show significant

influence of the mutant alleles c.534A and c.*197T on the risk of hypertension.
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WYKAZ ZAtACZNIKOW

Zgoda Komisji Bioetycznej przy Uniwersytecie Medycznym im. Karola Marcinkowskiego
w Poznaniu na prowadzenie badan.

Wzér  ankiety wypetnianej przez osoby z grupy kontrolnej oraz chorych
z nadcisnieniem tetniczym.

Poziomy endogennych F i E w osoczu u pacjentéw z nadciSnieniem tetniczym oraz u zdrowych
ochotnikéw. Tabele 1 2.

lloSci GKS wydalonych w DZM oraz warto$ci parametréow  UFF/UFE  oraz
(THF+allo-THF)/(THE+allo-THE) u pacjentéw z nadcisnieniem tetniczym oraz u zdrowych
ochotnikéw. Tabele 1 2.

Istotne  statystycznie zaleznosci (korelacja rangowa Spearmana) zaobserwowane

w przeprowadzonych badaniach. Wykresy 1 —19.
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Zatgcznik nr 1

Zgoda Komisji Bioetycznej przy Uniwersytecie Medycznym im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu

IMIWERSYTET MEDY CZNY IM. KAROLA MARCINKOWSKIEGD W POZNANIU

EOMISIA BIOETYCZNA PREY UNIWERSYTECIE MEDY CZNYM
I KARGLA MARCINKOWSKIEGD W POZNANIL

Collegium Maina tel. (+48 §1) B54 62 51, 854 60 60
ul, Fredry 1 fax. (+43 61) B34 a1 07
GE-701 Poenah www hicetyka, ump.ecda pl

Uchwata nr 117/08

Mo poosenaie are 2 i ©odain 3 grialeds MR o amimdsie fbaes §lelerer denan 0 D [is 2003 N Vi
Roupernprenic Minirr Zdemeia § Opieki Spaleczney 7 daia | [ mgia T390 Y 'P"}_ i “girlhinilly ‘. -"’I“'ff 2¢ 1,
decz ybu dtilasia bamigt Blsepnmnisd (De Ll K 47 pos 40 ) Bogposeodsent Mich Sivowio 2 daia £} mares J9, w mpeavle
azeeopdboanct wymapad Oobesf Pealnhi Miimcens) (= U0 M 52 oo, 3000 Doy 7 dow 6 wrpedaia 2000r, Frows formasspnes i
Bl e, Hr 51, o ST se s Rzproresdzrniz Miniring Sfeowia £ dile § iyeemis ST w0 Spriiis wmors st o meoproeerh
ondenis Minicoepe produl fecwiciegs o o sadmie preer bemig b atal o fi. i -'-ﬂmnkam‘m
Weylye 2l Toradam Frowiflowara Prowsdneaiz Fads £ - e aparrien Deklta ! :

Konisfa, na poxiedzeniu w dniy, 07 lufego 2008 r.

regpairzpla weeiosek, kedry proedsranwil Pan:
dr hab. Franciszek Glowka
W sprawie provwadzemia badar w
Katedrze | Zakiadzie Farmacfi Fizycznej i Farmakokinetyki
UM w Poznaniu

Gldway badacy: dr hab. Francisrek Glowka
Crlonkowie espoiu
badawezego: dr n. med. Maciej Cymerys

dr n. farm, Marta Karazniewicz-£ada
mgr farm, Katarzyna Kosicka
Anna tukasfewicz

Temat

badari: "Analiza pozioméw endogennych glikokortykoiddw i ich
metfabolitow jako kryterium rozpoznania zaburzen
metabolicznych wu fudzi z wwzglednieniem oceny
polimorfizmu genetycznego enzymu dehydrogenazy 116-
hydroksysteroidowsj izoformy 2.

Komisja wyraia spode na prowadzenie badan

Preewodniczqcy Komish
i 4 |'I _-"r

I'J
£ / ] (o
Praf. dr fab, _'fa’./;-_-?;gmlu.':.' Frevbyplski
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Zatgcznik nr 2

Wzdr ankiety wypetnianej przez osoby z grupy kontrolnej oraz chorych z nadci$nieniem tetniczym

IMIE | NAZWISKO

PLEC

DATA URODZENIA

CISNIENIE TETNICZE (w mmHg)

WAGA (w kg)

ZAWARTOSC TKANKI TEUSZCZOWE)

WZROST (w cm)

BMI

OBWOD TALII (w cm)

OBWOD BIODER (w cm)

WHR

Czy ktos z najblizszej rodziny choruje badz
chorowat na nadcisnienie tetnicze (jesli tak,
prosze podac stopien pokrewieristwa)?

*Jaka jest Pani/Pana aktywnos¢ fizyczna?

niska

Srednia

wysoka

*Czy spozywa Pani/Pan alkohol?

Rzadziej niz raz

Kilka razy w

Czesciej niz raz

W miesigcu miesigcu w tygodniu
*Czy pali Pani/Pan tyton (jesli tak, prosze podac
orientacyjng liczbe papieroséw wypalanych tak nie
dziennie)?
Prosze krétko scharakteryzowac swoja diete.
Czy choruje Pani/Pan na jakie$ choroby
przewlekte (prosze podac jakie)?
Czy przyjmuje Pani/Pan przewlekle leki (prosze
podad jakie)?
Czy w ciggu ostatniego miesigca przyjmowat/a
Pan/Pani leki lub suplementy diety czy preparaty
ziotowe lub homeopatyczne (jesli tak, prosze
wymienic jakie)?
*Czy jest Pani/Pan optymistg? tak nie
*Czy tatwo ulega Pani/Pan stresowi? tak nie

* prawidtowe zakresli¢
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Zatgcznik nr 3

Poziomy endogennych F i E w osoczu u pacjentdw z nadcisnieniem tetniczym oraz u zdrowych
ochotnikow

Tabela 1. Poziomy endogennych GKS w osoczu u chorych z nadci$nieniem tetniczym (na czerwono
zaznaczono wartosci nie mieszczace sie w zakresie referencyjnym)

Lp. PLEC F [nmol/1] E [nmol/I] %
1 K 262,80 64,50 4,10
2 M 630,63 79,98 7,93
3 M 257,96 38,01 6,82
4 M 193,66 78,42 2,48
5 K 415,61 76,74 5,45
6 K 241,54 74,87 3,24
7 M 488,93 94,87 5,18
8 M 169,72 45,11 3,78
9 K 191,19 84,49 2,28
10 K 188,19 97,99 1,93
11 M 339,90 47,10 7,25
12 M 205,74 154,89 1,34
13 M 279,92 136,23 2,07
14 K --- --- --
15 M 206,11 72,47 2,86
16 K 240,41 67,58 3,58
17 M 471,27 107,53 4,41
18 M 291,03 95,02 3,08
19 M 364,35 285,25 1,28
20 M 683,10 52,05 13,20
21 M 380,00 82,10 4,65
22 K 158,56 55,94 2,85
23 K 286,20 39,19 7,34
24 K 335,37 61,67 5,47
25 K --- --- --
26 M 513,68 88,95 5,81
27 M 239,93 52,16 4,62
28 M 479,60 47,90 10,06
29 M 232,74 129,90 1,80
30 K 310,90 74,90 4,17
31 K 328,71 70,29 4,70
32 M 609,06 58,61 10,45
33 M --- --- ---
34 K 219,64 91,20 2,42
35 M 175,73 67,01 2,64
36 M 228,07 65,33 3,51
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37 M 253,83 64,72 3,94
38 M 565,10 86,85 6,54
39 M 330,96 97,04 3,43
40 K 239,23 80,33 2,99
41 M 131,77 64,11 2,07
42 M 573,26 34,34 16,78
43 M 376,91 74,64 5,08
44 M 203,20 53,50 3,82
45 K 457,30 80,50 5,71
46 K 394,73 91,09 4,36
47 K 101,07 20,61 4,93
48 K 810,61 219,00 3,72
49 M 330,70 69,22 4,80
50 K 302,62 89,03 3,42
51 M 293,66 91,62 0,81
52 M 377,10 82,10 4,62
53 M 366,71 113,68 3,24
54 M 357,75 56,67 6,35
55 K 271,54 72,50 3,77
56 K 728,49 100,17 7,31
57 M 315,40 96,77 3,28
58 K 168,86 51,21 3,32
59 K 399,45 187,29 2,14
60 K 173,30 58,50 2,98
61 M 496,45 119,44 4,18
62 M

63 M 345,13 74,68 4,65
64 M 166,29 54,49 3,07
65 M 257,21 98,53 2,63
66 M 192,16 57,28 3,37
67 M 150,70 58,90 2,57
68 M 194,84 78,08 2,51
69 M 353,29 101,2 3,51
70 K 411,10 48,77 8,48
71 K 242,67 63,96 3,82
72 K 292,85 59,00 4,99
73 K 130,65 25,45 5,16
74 K 293,66 91,62 3,22
75 K 260,20 96,50 2,71
76 M 485,12 81,79 5,97
77 M 307,19 93,57 3,30
78 M 385,20 93,64 4,14
79 M 362,04 76,01 4,79
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Tabela 2. Poziomy endogennych GKS w osoczu u zdrowych ochotnikéw (na czerwono zaznaczono
wartosci nie mieszczace sie w zakresie referencyjnym)

Lp. PLe€ F [nmol/1] E [nmol/I] %

80 K 142,99 39,69 3,62
81 M 400,31 101,62 3,96
82 K 466,17 145,50 3,22
83 M 221,36 53,39 4,17
84 K 508,31 93,00 5,50
85 M 319,37 94,94 3,38
86 K 351,41 112,69 3,14
87 M 197,53 98,68 2,01
88 K 480,77 89,98 5,37
89 K 424,63 133,64 3,20
90 M 386,09 62,47 6,21
91 M 275,09 131,69 2,10
92 M 350,18 43,81 8,04
93 M 207,30 85,10 2,45
94 M 392,05 87,12 4,53
95 M 296,50 142,91 2,09
96 M 214,33 114,41 1,90
97 M 268,38 79,53 3,39
98 K 286,20 68,84 4,18
99 M 357,80 250,02 1,44
100 M 506,64 97,04 5,25
101 M 318,73 91,28 3,51
102 M 389,04 73,53 5,32
103 M 331,50 107,84 3,09
104 K 389,95 99,86 3,93
105 K 297,68 95,29 3,14
106 K 426,35 94,87 4,52
107 M 446,58 79,33 5,66
108 K 246,53 95,29 2,60
109 K 286,31 79,98 3,60
110 M 236,07 95,25 2,49
111 K 483,83 83,27 5,84
112 K 508,20 120,66 4,24
113 M 454,15 171,76 2,66
114 K 506,11 81,01 6,28
115 K 355,98 76,43 4,68
116 K 406,32 102,50 3,99
117 M 261,29 74,26 3,54
118 K 488,66 88,49 5,55
119 K 310,67 55,60 5,62
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120 M 281,90 77,35 3,66
121 M 343,95 118,87 2,91
122 M 170,74 67,01 2,56
123 K 543,84 100,40 5,45
124 M 203,65 91,24 2,24
125 M 141,92 62,66 2,28
126 M 360,22 172,41 2,10
127 M 528,49 94,94 5,60
128 K 473,96 126,92 3,75
129 K 316,69 106,89 2,98
130 K 301,82 122,23 2,48
131 K 232,31 75,82 3,08
132 M 459,68 110,32 4,19
133 M 324,63 97,31 3,35
134 K 190,87 90,36 2,12
135 K 565,85 89,45 6,36
136 M 230,86 40,41 5,74
137 K 473,79 81,85 5,82
138 K 679,85 106,66 6,41
139 K 611,42 84,72 7,26
140 K 294,79 83,46 3,55
141 M 168,49 65,37 2,59
142 M 179,92 88,00 2,06
143 M 269,51 74,22 3,65
144 K 298,44 95,71 3,14
145 K 181,75 44,11 4,14
146 K 349,64 86,01 4,09
147 K 342,13 76,59 4,49
148 M 493,87 108,53 4,58
149 M 194,52 80,94 2,42
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Zatgcznik nr 4
llosci GKS  wydalonych w DZM  oraz wartosci  parametrow  UFF/UFE  oraz

(THF+allo-THF)/(THE+allo-THE) u pacjentdw z nadci$nieniem tetniczym oraz u zdrowych ochotnikéw.

Tabela 1. llosci GKS wydalonych w DZM oraz parametry UFF/UFE i (THF+allo-THF)/(THE+allo-THE)
u pacjentéw z nadci$nieniem tetniczym. Kolorem czerwonym zaznaczono wartosci nie mieszczace sie
w zakresie referencyjnym.

. UFF UFE UFF  THF+alloTHF THE+allo-THE THF +allo — THF
- PEEC1g/2an] [ug/2ah]  UFE  [ng/24n] [g/24h]  THE +allo — THE
1 K 0 28,01 - 2421,49 298,50 8,11
2 M 73,99 80,48 0,919 3298,55 3317,64 0,99
3 M - - - - - --
4 M 22,27 98,46 0,226 4043,30 3793,21 1,07
5 K -- -- -- -- --
6 K 24,33 57,55 0,423 2119,73 2714,96 0,78
7 M 8,36 20,03 0,417 4485,80 4810,00 0,93
8 M 44,16 144,59 0,305 4683,50 4979,91 0,94
9 K 13,01 101,92 0,128 2665,48 4901,49 0,54
10 K 11,30 52,89 0,214 1627,26 2383,70 0,68
11 M 24,98 76,46 0,327 5755,90 4026,09 1,43
12 M 27,02 75,87 0,356 3295,53 4405,05 0,75
13 M 28,41 4430 0,641 1965,30 1726,19 1,14
14 K 16,76 58,20 0,288 824,45 637,73 1,29
15 M 29,05 41,12 0,706 1912,45 1351,57 1,41
16 K 18,24 91,38 0,200 2387,08 2638,50 0,90
17 M 18,04 121,10 0,149 6541,40 6791,85 0,96
18 M 24,70 59,62 0,414 2515,72 3979,05 0,63
19 M 4491 119,07 0,377 2701,89 4427,30 0,61
20 M 1257,71 847,94 1,483 16517,33 9738,98 1,70
21 M 29,32 107,29 0,273 2834,02 2246,34 1,26
22 K 8,50 7713 0,110 1489,34 1770,51 0,84
23 K 6,87 37,82 0,182 5522,92 6330,76 0,87
24 K 28,33 71,30 0,397 2839,80 2124,38 1,34
25 K 13,29 40,65 0,327 8466,02 2252,26 3,76
26 M 271,71 91,74 2,962 4469,43 2467,72 1,81
27 M 52,74 103,67 0,509 4505,10 3813,70 1,18
28 M 41,39 91,61 0,452 4764,77 6340,27 0,75
29 M 30,91 31,62 0,978 2150,50 1206,41 1,78
30 K 9,59 39,22 0,244 2846,78 1925,30 1,48
31 K 9,41 65,45 0,144 2227,68 2711,80 0,82
32 M 20,64 95,53 0,216 4546,00 3763,82 1,21
33 M 12,19 26,57 0,459 1252,48 1451,18 0,86
34 K 40,95 52,71 0,777 1801,35 1017,71 1,77
35 M 23,78 79,22 0,300 2865,73 3581,17 0,80
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36 M 29,53 79,85 0,370 4825,54 7653,19 0,63
37 M 27,26 69,34 0,393 2097,26 3119,69 0,67
38 M 23,76 53,69 0,443 2058,09 1996,51 1,03
39 M 18,84 90,41 0,208 6144,07 16635,86 0,37
40 K 15,72 2454 0,640 1104,41 738,18 1,50
41 M 35,89 56,47 0,635 1975,07 2756,38 0,72
42 M - - - - - -

43 M 25,54 90,81 0,281 3028,69 3018,38 1,00
4 M 10,02 2836 0,353 1819,62 2438,14 0,75
45 K 16,47 51,90 0,317 3354,73 5418,41 0,62
46 K - - - - - -

47 K 53,48 41,28 1,296 253,62 627,71 0,40
48 K 11,56 20,94 0,552 483,34 460,98 1,05
49 M 23,98 96,50 0,248 6564,28 3785,62 1,73
50 K 0 0 - 1284,89 1527,55 0,84
51 M 10,80 50,52 0,214 1768,54 2906,33 0,61
52 M 17,73 47,13 0,376 3031,32 6009,57 0,50
53 M 1438 112,90 0,127 4060,50 5689,95 0,71
54 M 13,33 70,92 0,188 2864,91 2515,09 1,14
55 K - - - - - -

56 K - - - - - -

57 M - - - - - -

58 K 11,78 28,48 0,414 2209,58 2199,71 1,00
59 K 16,27 61,18 0,266 2976,64 2865,91 1,04
60 K 10,65 25,85 0,412 1627,98 1564,23 1,04
61 M 10,37 24,12 0,430 3881,34 3155,40 1,23
62 M 19,34 44,56 0,434 5058,21 6245,22 0,81
63 M 12,93 128,73 0,100 3870,07 2765,28 1,40
64 M 17,48 62,23 0,281 3602,02 5241,04 0,69
65 M 46,51 61,20 0,760 3465,48 7808,86 0,44
66 M 23,71 121,10 0,196 5489,29 3436,35 1,60
67 M 35,10 85,96 0,408 4925,12 2998,56 1,64
68 M 24220 130,20 1,860 14761,44 6371,18 2,32
69 M 26,53 45,27 0,586 3144,53 4164,80 0,76
70 K 17,92 40,87 0,438 2586,69 4295,58 0,60
71 K 7,09 15,46 0,459 838,96 1296,80 0,65
72 K 5,48 49,75 0,110 2202,58 1959,22 1,12
73 K 6,89 27,61 0,249 2152,65 2604,46 0,83
74 K 16,56 33,43 0,495 1231,77 849,34 1,45
75 K 5,95 45,28 0,132 2658,23 2652,83 1,00
76 M 0 30,62 - 1571,65 732,54 2,15
77 M 10,96 20,20 0,543 2830,02 4216,46 0,67
78 M 25,28 89,84 0,281 3799,00 3224,10 1,18
79 M 3537 176,36 0,201 6087,91 9143,73 0,67
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Tabela 2. llosci GKS wydalonych w DZM oraz parametry UFF/UFE i (THF+allo-THF)/(THE+allo-THE)
u zdrowych ochotnikow. Kolorem czerwonym zaznaczono wartosci nie mieszczace sie w zakresie

referencyjnym.
P UFF UFE UFF THF+allo-THF  THE+allo-THE THF + allo — THF
L. PLEC [ug/24h] [ug/24h]  UFE [ug/24h] [ng/24h] THE + allo — THE
80 K 54,98 96,04 0,573 2021,77 3059,76 0,66
81 M 56,05 78,10 0,718 2957,79 3069,19 0,96
82 K 23,24 72,14 0,322 4397,42 3630,61 1,21
83 M 36,09 68,31 0,528 2998,93 3561,06 0,84
84 K 27,72 61,57 0,450 1441,85 2482,88 0,58
85 M 27,50 140,63 0,196 4003,88 6507,92 0,62
86 K 33,17 100,17 0,331 1564,24 2356,42 0,66
87 M 58,37 82,93 0,704 4555,09 7110,04 0,64
88 K 23,97 60,33 0,397 2261,92 2914,29 0,78
89 K 18,30 56,82 0,322 1506,76 2065,47 0,73
90 M 24,78 47,52 0,521 3378,96 4509,93 0,75
91 M 45,96 73,55 0,625 2884,17 5649,86 0,51
92 M 55,10 129,30 0,426 3201,94 4849,48 0,66
93 M 25,08 57,16 0,257 3738,09 6072,08 0,62
94 M 15,84 36,64 0,432 3322,97 5765,76 0,58
95 M 41,05 89,86 0,457 2498,83 2729,96 0,92
96 M 52,36 166,03 0,315 1343,63 2121,12 0,63
97 M 19,80 103,99 0,190 3051,42 4594,58 0,66
98 K 30,22 99,91 0,302 1949,41 1103,67 1,77
99 M 8,06 15,34 0,526 1138,83 2183,92 0,52
100 ™ 22,58 135,32 0,167 1433,59 1134,64 1,26
101 M 22,53 80,76 0,279 2194,74 1862,93 1,18
102 M 34,84 107,18 0,325 1438,36 2312,65 0,62
103 M 30,51 70,63 0,432 1764,60 2061,97 0,86
104 K 56,77 111,94 0,507 1779,96 3554,57 0,50
105 K 20,37 103,37 0,197 1908,48 2408,20 0,79
106 K 15,35 68,15 0,225 1215,34 2059,06 0,59
107 M 13,67 42,58 0,321 2691,35 4026,13 0,67
108 K 32,18 119,86 0,268 2167,01 2843,73 0,76
109 K 40,74 145,06 0,281 1178,33 1270,57 0,93
110 ™ 29,82 56,53 0,527 1423,36 2311,24 0,62
111 K 38,68 129,85 0,298 224491 2688,66 0,83
112 K 30,11 100,13 0,301 3944,63 3918,36 1,01
113 M 31,86 165,92 0,192 3649,92 8309,69 0,44
114 K 23,25 39,68 0,586 1609,70 2044,38 0,79
115 K 25,00 38,92 0,642 2508,68 2393,63 1,05
116 K 23,84 61,75 0,386 1576,68 2395,11 0,66
117 M 11,25 41,26 0,273 2188,63 3137,30 0,70
118 K 43,55 205,46 0,212 1635,04 1812,74 0,90

157



119 K 25,54 89,13 0,287 3155,00 2856,44 1,10
120 M 57,22 113,80 0,503 3891,03 3741,04 1,04
121 M 29,32 57,16 0,513 5759,01 9236,08 0,62
122 M 36,98 75,04 0,493 3092,57 3525,95 0,88
123 K 24,51 74,14 0,331 1686,68 1937,53 0,87
124 M 26,60 67,13 0,396 2919,73 4177,62 0,70
125 M 36,19 68,78 0,526 3195,38 3230,77 0,99
126 M 50,30 153,44 0,328 2557,95 3546,13 0,72
127 M 37,26 82,98 0,449 2353,12 2955,91 0,80
128 K 17,30 52,74 0,328 10454,44 8854,03 1,18
129 K 16,86 35,70 0,472 1439,51 1465,85 0,98
130 K 12,26 57,48 0,213 1682,97 2046,72 0,82
131 K 36,30 138,87 0,261 2396,10 3868,16 0,62
132 M 64,74 106,06 0,610 2960,02 4914,40 0,60
133 M 71,01 187,11 0,380 3386,52 5664,10 0,60
134 K 22,03 49,69 0,443 1586,44 3135,14 0,51
135 K 14,37 89,94 0,160 1450,55 1883,66 0,77
136 M 13,68 22,98 0,595 452,27 885,33 0,51
137 K 29,88 91,74 0,326 2664,71 2440,99 1,09
138 K 31,23 59,26 0,527 2393,92 3819,74 0,63
139 K 36,35 76,74 0,474 2705,40 2832,87 0,96
140 K 18,22 48,68 0,374 1070,79 1447,51 0,74
141 M 21,06 90,03 0,234 2738,18 3813,08 0,72
142 M 21,77 83,58 0,261 2117,19 5141,42 0,41
143 M 33,96 118,17 0,287 3208,44 4830,91 0,66
144 K 37,27 157,65 0,236 2985,04 2701,22 1,11
145 K 22,11 70,56 0,313 1226,49 1810,19 0,68
146 K 13,80 49,17 0,281 862,70 1132,84 0,76
147 K 16,20 52,73 0,307 1956,67 2411,88 0,81
148 M 55,47 150,93 0,368 5371,27 7698,28 0,70
149 M 26,09 117,52 0,222 2988,51 5176,29 0,58
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Zatgcznik nr 5

Istotne statystycznie zaleznosci (korelacja rangowa Spearmana) zaobserwowane w

przeprowadzonych badaniach.
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Wykres 1. Zaleznos¢ cisnienia skurczowego od stezenia E w osoczu (p = 0,0063; R = -0,2290) wsrdd
wszystkich oséb objetych badaniem.
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Wykres 2. Zaleznos$¢ ci$nienia rozkurczowego od stezenia E w osoczu (p = 0,0036; R, = -0,2436) wsréd
wszystkich oséb objetych badaniem.
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Wykres 3. Zaleznos¢ cisnienia skurczowego od ilosci UFF w DZM (p = 0,0416; R, = 0,2497) w grupie
zdrowych ochotnikéw.
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Wykres 4. Zalezno$¢ cisnienia skurczowego od wartos$ci parametru UFF/UFE (p = 0,0374; R, = 0,2548)
w grupie zdrowych ochotnikow.
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Wykres 5. Zalezno$¢ ilosci THF+allo-THF wydalonej w DZM od BMI u pacjentdw z nadcisnieniem
tetniczym (p = 0,0074; R, = 0,3129).
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Wykres 6. Zaleznos¢ ilosci THE+allo-THE wydalonej w DZM od BMI u pacjentdw z nadcisnieniem
tetniczym (p = 0,0009; R, = 0,3841).
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Wykres 7. Zaleznos¢ ilosci THF+allo-THF wydalonej w DZM od BMI u zdrowych ochotnikéw (p =
0,0001; R, = 0,4522).
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Wykres 8. Zaleznos¢ ilosci THE+allo-THE wydalonej w DZM od BMI u zdrowych ochotnikéw (p <
0,0001; Ry = 0,5220).
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Wykres 9. Zaleznos¢ ilosci THF+allo-THF wydalonej w DZM od WHR u chorych z nadcis$nieniem
tetniczym (p = 0,0356; R, = 0,2840).
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Wykres 10. Zaleznos$¢ ilosci THE+allo-THE wydalonej w DZM od WHR u chorych z nadcisnieniem
tetniczym (p = 0,0170; R, = 0,3206).

12

10

THF-+allo-THF w DZM [mg/24h]

0,6 0,7 038 0,9 1 11
WHR

Wykres 11. Zaleznos¢ ilosci THF+allo-THF wydalonej w DZM od WHR u zdrowych ochotnikéw (p =
0,0028; R, = 0,3596).
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Wykres 12. Zalezno$¢ ilosci THE+allo-THE wydalonej w DZM od WHR u zdrowych ochotnikéw (p <
0,0001; R, = 0,4920).
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Wykres 13. Zaleznos¢ ilosci THF+allo-THF wydalonej w DZM od WC u pacjentéw z nadcisnieniem
tetniczym (p = 0,0270; R, = 0,2981).
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Wykres 14. Zaleznosc¢ ilosci THE+allo-THE wydalonej w DZM od WC u pacjentéw z nadcisnieniem
tetniczym (p = 0,0110; R, = 0,3401).
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Wykres 15. Zalezno$c¢ ilosci THF+allo-THF wydalonej w DZM od WC u zdrowych ochotnikéw (p <
0,0001; R, = 0,4875).
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Wykres 16. Zaleznos¢ ilosci THE+allo-THE wydalonej w DZM od WC u zdrowych ochotnikéw (p <
0,0001; R, = 0,5582).
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Wykres 17. Zaleznos$¢ wartosci ci$nienia skurczowego od ilosci THF+allo-THF w DZM w grupie
zdrowych ochotnikéw (p = 0,0016; R, = 0,3777).
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Wykres 18. Zalezno$¢ wartosci cisnienia rozkurczowego od ilosci THF+allo-THF w DZM w grupie
zdrowych ochotnikéw (p = 0,0033; R, = 0,3539).
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Wykres  19. Zalezno$s¢  wartosci  cisnienia  skurczcowego od  wartosci  parametru
(THF+allo-THF)/(THE+allo-THE) w grupie zdrowych ochotnikéw (p = 0,0307; R, = 0,2548).
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