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1. WSTEP

Wspodlczesnie od lekarzy wymaga si¢ zarowno skutecznego i bezpiecznego jak
réwniez oplacalnego ekonomicznie postepowania medycznego. Dla realizowania tej strategii
istotne jest potaczenie umiejetnosci 1 doswiadczenia klinicystow z danymi pochodzacymi
z badan naukowych. Jest to szczegdlnie wazne w przypadku schorzen takich jak tetniak aorty
brzusznej, dla ktérych nie opracowano skutecznego systemu wczesnej diagnostyki ani terapii
farmakologicznej. Pomimo ciagtego rozwoju chirurgii, takze wyniki leczenia chorych
z tetniakiem objawowym czy peknietym nie sg zadowalajace, co potwierdza zasadno$c
prowadzenia badan nad ta choroba. Analizujgc literature $wiatowa, mozna stwierdzi¢, ze
w ciggu ostatnich 30 lat poczyniono ogromny postep w badaniach nad te¢tniakiem aorty
brzusznej ale rownie wiele pracy jest jeszcze do wykonania, zanim uda si¢ przyblizy¢ do
zidentyfikowania przyczyn powstawania tej ztozonej patologii naczyniowej. Niemniej jednak
kazde kolejne badanie zbliza do celu, jakim jest moment, w ktérym medycyna oparta na
dowodach naukowych bedzie wspomagala lekarzy w podejmowaniu najlepszych decyzji

terapeutycznych, ktore z kolei warunkuja skutecznos$¢ leczenia i bezpieczenstwo pacjentow.

1.1. Tetniak aorty brzusznej

Brzuszny odcinek aorty rozpoczyna si¢ w rozworze aortowym przepony na wysokosci
XII kregu piersiowego, nastepnie biegnie po przedniej powierzchni kregdw ledzwiowych
Z nieznacznym przesuni¢ciem w lewo, a konczy si¢ podzialem na te¢tnice biodrowe wspodlne
W poblizu dolnej czesci trzonu krggu L4. Przecigtna $rednica brzusznego odcinka aorty
u zdrowych me¢zczyzn wynosi od 2.0 do 2.4 cm, natomiast u kobiet od 1.7 do 2.2 cm. Tetniaki
w tym odcinku stanowig wiekszos$¢, bo az 80% wszystkich tetniakow 1 osiggaja Srednice

kilkunastu centymetrow (Johnston i wsp., 1991, Noszczyk, 2007).

Wedtug wytycznych Europejskiego Towarzystwa Chirurgii Naczyniowej tetniak aorty
brzusznej (TAB) to stale, miejscowe poszerzenie brzusznego odcinka aorty do S$rednicy
réwnej 3 cm lub wigkszej. Klasyfikacja ta stosowana jest zarowno dla kobiet jak i mezczyzn.
Przytoczona definicja odnosi si¢ bezposrednio do wymiaru naczynia. Inna, powszechnie
stosowana w pismiennictwie definicja, proponowana przez Migdzynarodowe Towarzystwo

Chirurgii Naczyniowej, uwzglgdnia osobniczg zmiennos$¢ $rednicy aorty. Stosownie z nig za



TAB uznawane jest poszerzenie $wiatla naczynia o co najmniej 50% w stosunku do

prawidtowej czesci naczynia w odcinku proksymalnym (Johnston i wsp., 1991, Moll i wsp.,
2011).

Tetniaki aorty brzusznej w okoto 90% wszystkich przypadkéw choroby lokalizujg si¢
ponizej odejscia tetnic nerkowych. Z reguly koncza si¢ przed podzialem aorty, zdarza si¢
jednak, ze obejmujg jedng lub obie tetnice biodrowe wspolne. Zazwyczaj majg asymetryczny
ksztalt, okreslany jako workowaty i szerokie wrota, charakterystyczne dla tego odcinka aorty
(Ryc.1A). Rzadziej wystepuja tetniaki wrzecionowate, bedace symetrycznymi uwypukleniami
Sciany aorty (Ryc.1B). W budowie TAB wyrdznia si¢ worek oraz szyje czyli odcinek aorty

pomigdzy odejsciem tetnic nerkowych a whasciwg czeécig tetniaka (Noszczyk, 2007).

A

Ryc. 1. Schematyczny obraz workowatego (A) oraz wrzecionowatego (B) t¢tniaka aorty brzuszne;j.

Zrodio: opracowanie wlasne

Ze wzgledu na budowe naczynia stosuje si¢ podziat na tetniaki prawdziwe i1 rzekome.
Tetniak prawdziwy to uwypuklenie catej Sciany aorty, natomiast jesli jego §$ciang tworzy
jedynie warstwa zewnetrzna, to taka zmiana nazywana jest tetniakiem rzekomym. Tetniak
rzekomy jest zmiang pourazowg, powstalg na sutek uszkodzenia aorty i poczatkowo ma
posta¢ krwiaka tetnigcego, ktory nastgpnie otaczany jest torebka tacznotkankowa.

Morfologicznie jest to wiec ograniczone peknigcie $ciany aorty (Noszczyk, 2007).



1.2. Epidemiologia

Tetniaki aorty brzusznej wystepuja od 3 do 8 razy czgsciej u m¢zczyzn niz u kobiet.
Wisrdd pacjentek natomiast obserwuje si¢ wieksza Smiertelnos$¢ z powodu TAB w poréwnaniu
z mezczyznami. Zapadalno$§¢ na chorob¢ wzrasta wraz z wiekiem. Znane sa jedynie
pojedyncze doniesienia dotyczace wystgpowania t¢tniakodw u dzieci, w polaczeniu z innymi
wadami wrodzonymi. Czestos¢ wystepowania TAB w Europie szacuje sie na od 4% do 9%
u mezezyzn i 0d 1% do 2% u kobiet w 65 roku zycia i starszych. Wyniki najwazniejszych
badan epidemiologicznych, dotyczacych wystepowania TAB, przedstawiono w Tabeli I.
Peknigcie TAB jest przyczyng $mierci od 1% do 2% me¢zczyzn w wieku powyzej 65 roku
zycia (Cornuz i wsp., 2004).

Tabela 1. Czgsto§¢ wystepowania tetniaka aorty brzusznej w wybranych badaniach

populacyjnych.

Populacja Liczba me¢zczyzn Czestos¢ w % Liczba kobiet z Czesto$¢ w %
zTAB/bez TAB (95% ClI) TAB /bez TAB (95% CI)

Oxford 23 /426 54 (3.5-8.0) brak danych
Gloucester 71/906 7.8 (6.2-9.8) brak danych
Malmo 39/338 11.5(8.3-15.4) brak danych
Oslo 41/500 8.2(5.9-11.0) brak danych
Freemantle 31/ 654 47 (3.2-6.7) 2/571 0.35 (0.04 — 1.3)
Birmingham 706 /9771 7.2(6.7-17.8) brak danych
Rotterdam 91/2217 4.1(3.3-5.0) 21/ 3066 0.68 (0.42 - 1.0)
Genoa 65/ 741 8.8 (6.8 - 11.0) 5/860 0.58 (0.19 — 1.4)
Chichester 178 /2342 7.6 (6.6 —8.7) 40/ 3052 1.3(0.9-1.8)
Viborg 141/ 3344 4.2 (3.6-4.9) brak danych
USA Counties 27811956 14.2 (12.7 - 15.8) 173/ 2785 6.2(53-7.2)
USA Veterans 3298/71373 46 (45-4.3) 25/ 2885 1.3(0.8-1.8)
Asola U 354 mezczyzn i 294 kobiet wykryto 20 TAB; czesto$¢ 3.1% (95% Cl:1.9— 4.7)
Edinburgh W grupie 1156 osob wykryto 34 TAB; czesto$é 2.9% (95% Cl: 2.0 — 4.1)

Zrédlo: Zmodyfikowano na podstawie Cornuz i wsp., 2004,
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W trakcie rekrutowania grupy kontrolnej do badan bedacych przedmiotem niniejszej
rozprawy, przeprowadzona zostata ultrasonograficzna ocena $rednicy aorty brzusznej
w grupie 272 mezczyzn powyzej 60 roku zycia. Wstepne rozpoznanie TAB postawiono u 11
sposrod przebadanych o0sob, co stanowi 4% przebadanej populacji. Wyniki badan
epidemiologicznych dowodza, ze juz dzi§ TAB jest istotnym problemem medycznym,
a bioragc pod uwage postepujace starzenie si¢ spoleczenstw, mozna spodziewaé si¢ coraz

wigkszej zapadalno$ci na t¢ chorobg.

1.3. Etiologia i czynniki ryzyka

TAB jest chorobg wicloczynnikowa, w przebiegu ktorej nierozpoznane jak dotad
czynniki endo- i egzogenne zapoczatkowuja i modulujg proces patologicznego poszerzania
si¢ sciany aorty. Glowne czynniki ryzyka, o udowodnionym i opisanym wplywie na
powstawanie i rozwoj TAB, to: pte¢ meska, zaawansowany wiek, rasa kaukazoidalna, palenie
papieros6w, nadcisnienie tetnicze, dyslipidemia, miazdzyca, przewlekta obturacyjna choroba
phuc oraz dodatni wywiad rodzinny w kierunku wystgpowania tetniakéw aorty (Cornuz

i wsp., 2004).

Tetniak aorty moze rozwing¢ si¢ w przebiegu réznych choréb, do ktoérych naleza:
choroby degeneracyjne (martwica torbielowata btony $rodkowej, tetniak rozwarstwiajacy
aorty), zaburzenia rozwojowe (zespot Marfana, Loeysa-Dietza, Ehlersa — Danlosa typu 1V),
wrodzone wady budowy naczyn 1 choroby zakazne takie jak salmonelloza. Publikowane sa
rowniez doniesienia dokumentujace zwigzek TAB z zakazeniami wywotywanymi przez
drobnoustroje z gatunkoéw Chlamydia pneumoniae, Treponema pallidium czy z rodzaju
Staphylococcus. Wystepowanie TAB zaobserwowano rowniez w przebiegu szeregu chorob
autoimmunizacyjnych takich jak: toczen rumieniowaty uktadowy, reumatoidalne zapalenie
stawow, sarkoidoza, olbrzymiokomorkowe zapalenie tetnic, reaktywne zapalenie stawow,
zesztywniajace zapalenie stawow kregostupa, nawracajace zapalenie chrzastek, zespot
Takayasu, choroba Behgeta czy zesp6t Cogana (Jagadesham i wsp., 2008, Witkiewicz i wsp.,
2005). Stosunkowo mato wiadomo o kaskadzie czynnikéw i procesow zapoczatkowujacych
rozwo6j chorob autoimmunizacyjnych. Grupa ta obejmuje okoto 80 jednostek chorobowych,
przewaznie przewleklych, niepomys$lnie rokujacych. Uwarunkowana genetycznie,
nieprawidlowa prezentacja autoantygenéw 1 bledna identyfikacja komoérek wiasnych,

skutkujagca zmniejszeniem tolerancji immunologicznej, predysponuje do rozwoju tych
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schorzen (Miller i wsp., 2012). Mozliwy wplyw niewlasciwej odpowiedzi uktadu
immunologicznego na rozwdj TAB opisywany jest odkad w S$cianach tegtniakow
zaobserwowano obecno$¢ naciekéw zapalnych. Kolejne sygnaty, przemawiajace za hipoteza
autoimmunologicznego pochodzenia TAB, to wykryte w §cianach chorobowo zmienionego
naczynia ciatka Russela, podwyzszone stezenie cytokin i znacznie podwyzszone st¢zenia
autoantyprzeciwcial i szeregu innych immunoglobulin w poréwnaniu ze zdrowymi t¢tnicami.
Od tego czasu liczni badacze podejmuja temat nieprawidlowej odpowiedzi immunologiczne;j
towarzyszacej tetniakom i jej znaczenia w etiologii choroby (Brophy i wsp., 1991, Lindholt
i Shi, 2006).

Pomimo wielu badan, prowadzonych zaréwno w materiale ludzkim jak i na modelu
zwierzecym, etiologia TAB jest wciaz stabo zdefiniowana. Niemniej jednak autorzy
aktualnych publikacji poswieconych temu zagadnieniu zgadzaja si¢ co do potaczonego

wpltywu czynnikow srodowiskowych i genetycznych na powstawanie i rozwoj tej choroby.

1.4. Patofizjologia

Aorta jest tetnicag typu sprezystego. Poza transportem krwi wyrzucanej z lewej
komory, jej gtéwnym zadaniem jest amortyzacja i zamiana pulsacyjnego przeptywu krwi,
wynikajacego z pracy mig$nia sercowego, w przeplyw ciagly, wystepujacy w czesciach
obwodowych uktadu tetniczego. Pelniona funkcja jest przyczyna réznic wystgpujacych
w strukturze $ciany tetnic wraz z oddalaniem si¢ od serca. W budowie Sciany aorty wyroznia
si¢ trzy glowne warstwy: wewnetrzng (tac. tunica intima s. communis), $rodkowa
(fac. t. media s. propria) i zewnetrzng (tac. t. cellulosa s. adventitia). Schemat budowy

prawidlowej aorty przedstawiono na Rycinie 2 (Young, 2011).
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Ryc. 2. Schemat budowy prawidlowej $ciany brzusznego odcinka aorty. Tunica intima
— warstwa wewnetrzna, tunica media — warstwa $rodkowa, tunica adventitia —
warstwa zewngetrzna.

Zrédlo: opracowanie whasne

Warstwe wewngtrzng prawidlowej aorty tworza komorki srédblonka naczyniowego
przytwierdzone do blony podstawnej, zbudowanej gtownie z kolagenu typu IV i1 podparte
macierzag zewnatrzkomoérkowa (ECM, ang. extracellular matrix). Tunica media jest
najgrubsza warstwa, sktadajaca si¢ z naprzemiennie utozonych blaszek sprezystych i warstw
komorek miesniowych gladkich naczyn (VSMC, ang. vascular smooth muscle cell)
osadzonych w mukopolisacharydowym zelu. To wiasnie przede wszystkim widkna sprezyste,
w 90% zbudowane z elastyny, decyduja o odpornosci naczynia na dzialanie sit napr¢zajacych.
W brzusznym odcinku aorty jest ich okoto 28 warstw, podczas gdy w odcinku piersiowym
nawet 50. Jest to jeden z powoddéw, dla ktorych akurat w tym odcinku aorty najczgsciej
tworza si¢ poszerzenia. Ponadto badania histopatologiczne wycinkoOw $cian tetniakow
wykazaty nieprawidtowsa strukture wiokien elastycznych oraz zmniejszanie si¢ ich zawarto$ci
podczas powigkszania si¢ TAB do czasu jego peknigcia. Ostatnig, widknista warstwe
zewnetrzng, tworzy tkanka taczna. Jest to warstwa zawierajaca kolagen, fibroblasty,
odzywcze naczynia krwionos$ne (vasa vasorum) oraz system okolonaczyniowych widkien

nerwowych (Baxter i wsp., 1992, Lin i Chaikof, 2000, Sakalihasan i wsp., 1993).
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Oproécz ztozonos$ci struktury jakosciowej, aorta podlega dynamicznym procesom
przebudowy. Jest ztozong biostrukturg, bogata w nisze zasiedlane przez komorki, ktore moga
si¢ ze sobg komunikowac, roznicowac, proliferowaé, uczestniczy¢ w adhezji i dezadhezji czy
podlega¢ aktywacji 1 dezaktywacji. Co wigcej, te same komoérki mogg bra¢ udzial zaréwno
w  procesach naprawczych jak 1  patologicznych. Przykladem moga by¢
rezydentne/spoczynkowe macierzyste i progenitorowe komorki $cian naczyn krwiono$nych
(VW-SC/PC, ang. vascular wall-resident stem cells/progenitor cells), ktore
najprawdopodobniej odgrywajg role pierwszego ogniwa w rekonstrukcji uszkodzonego
naczynia, a zarazem moga by¢ zaangazowane w rozwdj chordb naczyniowych. Cala ta
skomplikowana biostruktura kontrolowana jest przez szereg szlakow regulowanych
genetycznie, bedacych przedmiotem wielu badan 1 wcigz wymagajacych poznania (Korta

i wsp., 2013).

Poniewaz TAB wystepuje zwykle u chorych w zaawansowanym wieku, istotnym
elementem jego patofizjologii sa mechanizmy zachodzace w czasie procesu starzenia si¢
organizmu. Wplywaja one znaczaco na anatomig, strukture¢ i hemodynamike naczyn
krwiono$nych. Wraz z wiekiem $ciany tetnic stajg si¢ ciensze i Sztywniejsze, a naczynie
poszerza si¢ i wydtuza, przez co uzyskuje bardziej krety przebieg (Mitchell i wsp., 2004).
W pordéwnaniu z mtodymi, zdrowymi aortami starsze cechuje $cienczenie btony wewnetrzne;j
i dysfunkcja $rédbtonka naczyniowego. Dysfunkcja $rodbtonka zwykle rozpoczyna sig
wczesniej u mezczyzn niz u kKobiet, wzrastajgc wyraznie po 4 dekadzie zycia, co pokrywa sie
z wiekiem wystepowania TAB (Botvinick i wsp., 2007, Celermajer i wsp., 1994). W warstwie
srodkowej postepuje degradacja elastyny, ktérej okres biologicznego poéttrwania szacuje sie
na od 40 do 70 lat. Proba kompensacji tych ubytkow skutkuje akumulacja kolagenu
i wzrostem liczby jego wigzan krzyzowych. Jednoczes$nie produkty degradacji elastyny
wykazuja dziatanie prozapalne. W $cianie naczynia odkladaniu ulegaja takze proteoglikany
(Hallenthal i wsp., 2009, Lee i Oh, 2010). Kazdy z tych procesow wptywa na ostabienie
Sciany aorty. Wraz z wiekiem wzrasta rowniez liczba leukocytow i1 makrofagdéw, udziat
cytokin, metaloproteinaz oraz innych czynnikow, charakterystycznych dla stanu zapalnego
i arteriosklerozy naczyn (Lee i Park, 2013). Metodami immunohistochemicznymi,
w wycinkach histopatologicznych uzyskanych z pobieranych $rodoperacyjnie $cian TAB,
wykazano obecno$¢ naciekow zapalnych z limfocytow T i B w blonie S$rodkowej
i zewngtrznej, co potwierdza udzial odpowiedzi immunologicznej w przebiegu choroby.

Schemat najwazniejszych zmian w S$cianie aorty, towarzyszacych rozwojowi tetniaka,
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przedstawiono na Ryc. 3. Reakcja zapalna towarzyszy prawie wszystkim t¢tniakom, a jej
nasilenie moze by¢ tak duze, ze obejmuje rowniez Struktury lezace w bezposrednim
sasiedztwie naczynia. Taki tetniak jest wowczas okreslany jako zapalny (Drozdz i wsp., 2014,

Rubio-Ruiz, 2014).
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Ryc. 3. Schemat rozwoju tetniaka aorty brzusznej i towarzyszacych mu zmian
w $cianie aorty.
Zrédlo: zmodyfikowano za Hallenthal i wsp., 2009.

Obrazowi  klinicznemu TAB  najczgsciej towarzyszy  obecno$¢  blaszek
miazdzycowych. Do niedawna miazdzyca byla rozpatrywana jako czynnik ryzyka
wystapienia i rozwoju choroby, a t¢tniaki nazywane bywaly ,,miazdzycowymi”. Pomimo, iz
jeszcze w 2011 roku opublikowano artykul w ktorym TAB nazywany jest ,,szczegolng forma
miazdzycy”, to dotychczas nie znaleziono przekonywujacych dowodow na to, ze zmiany
miazdzycowe sg przyczyng jego powstawania (Michel i wsp., 2011). Dowiedziono natomiast
réznic w patogenezie tych chordb. Od ponad dekady przewaza opinia, Ze s3 to dwie odrgbne
jednostki  chorobowe, posiadajace szereg wspoOlnych czynnikow ryzyka 1 czesto
wspotistniejace (Carrell i wsp., 2002, Tilson, 1992, Xu i wsp., 2001).

Poniewaz tetnice nerkowe przejmuja znaczng ilo$¢ krwi (do 19%), jej objetosciowy
przeptyw ulega zdecydowanemu zmniejszeniu w odcinku podnerkowym, co moze ttumaczy¢

zmniejszenie $rednicy 1 grubosci $cian aorty wystepujace w tym miejscu. Powoduje to
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ostabienie struktury, przez co odcinek brzuszny moze by¢ bardziej narazony na powstawanie
tetniakow aorty. Z kolei rozwidlenie na tg¢tnice biodrowe wspoOlne charakteryzuje si¢
zmniejszeniem sumarycznych powierzchni przekrojow poprzecznych naczyn. W polaczeniu
z podwyzszonym ci$nieniem, wywotywanym falami krwi odbitymi od rozwidlenia, tworzy to
niekorzystne warunki hemodynamiczne w tym odcinku. Jednoczeé$nie, wigkszosci TAB
towarzyszy skrzeplina przyscienna, ktora powoduje zmian¢ rozkladu naprezen
biomechanicznych wywieranych na $cian¢ naczynia ale takze zmiane¢ charakteru przeptywu
krwi, co wplywa na caloksztalt miejscowych warunkéw hemodynamicznych. Fotografia
zamieszczona na Rycinie 4 przedstawia skrzepling przys$cienng usuni¢tg ze srodkowej czegsci

TAB o maksymalnej $rednicy wynoszacej 6 cm (Humphrey i Holzapfel, 2012).

Ryc. 4. Przekroj poprzeczny skrzepliny przy$ciennej tetniaka aorty brzuszne;.

Zrédlo: fotografia wlasna

TAB powstaje na skutek potagczonego w nieznany sposob dziatania czynnikow ryzyka
oraz zmian w fizjologii, zardbwno zwigzanych z naturalnym procesem starzenia jak
i patologicznych, u osoby predysponowanej genetycznie. W zaleznos$ci od konfiguracji tych
sktadowych inaczej bedzie przebiegata naturalna historia choroby. Tempo wzrostu i ryzyko
peknigcia TAB bywa bardzo zroznicowane. Zdarzajg si¢ bowiem zaréwno pekniete tetniaki
niewielkich rozmiaréw jak i duze te¢tniaki bezobjawowe, nie wykazujace cech pekania

pomimo znacznej $rednicy lub wykrywane po zgonie pacjenta z innych przyczyn.
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1.5. Stadium przedkliniczne i kliniczne

TAB najczesciej rozwija si¢ bezobjawowo 1 wykrywany jest przypadkowo w trakcie
badania fizycznego lub diagnostyki obrazowej przeprowadzanej z powodu innych wskazan.
Symptomami, jakie moga si¢ pojawi¢ w przypadku tetniakow objawowych, sa: bol
w nadbrzuszu lub w okolicy ledzwiow0-krzyzowej okreslany najczesciej jako ,,gniotacy”,
uczucie ,.tetnienia” W jamie brzusznej, uczucie pelnosci w okolicach nadbrzusza i rzadziej

wymioty spowodowane uciskiem tetniaka na dwunastnicg (Noszczyk, 2007).

Leczenie zachowawcze TAB obejmuje modyfikowalne czynniki ryzyka i dotyczy
glownie zaprzestania palenia papierosow, normalizacji i/lub kontroli ci$nienia tetniczego,
profilu lipidowego i masy ciata oraz unikania nadmiernego wysitku fizycznego. Poniewaz
ryzyko pekniecia tgtniaka ro$nie wraz ze wzrostem jego $rednicy, niewielki tetniak wymaga
monitorowania rozmiaréw 1 tempa powiekszania si¢ czyli okresowego wykonywania badan
obrazowych. Za graniczne rozmiary przyjeto $rednicg 5.0 cm u m¢zezyzn i 4.5 cm u kobiet.
Po ich przekroczeniu pacjent, po oszacowaniu indywidualnego ryzyka zabiegu w porownaniu
z ryzykiem pekniecia tetniaka, kwalifikowany jest do leczenia operacyjnego. Operacyjne
leczenie jest takze rozwazane w przypadku tempa powigkszania > 10 mm/rok (Moll i wsp.,
2011). Otwarty zabieg naprawczy polega na wyltaczeniu tetniakowato poszerzonego odcinka
naczynia z Krwioobiegu za pomoca protezy naczyniowej. Druga mozliwoscig jest
endowaskularna technika zaopatrzenia tg¢tniaka z uzyciem stentgraftow (EVAR, ang.
endovascular aneurysm repair). W tym celu stosowane sg stentgrafty wykonane z dakronu
lub politetrafluoroetylenu, w celu uszczelnienia powlekane kolagenem, charakteryzujace si¢
uktadem widkien maksymalizujgcym trwato$¢ zespolenia 1 powierzchnig ulatwiajaca
porastanie protezy tkanka. Wybor metody leczenia jest dobierany indywidualnie dla kazdego
pacjenta. Obecnie metoda z wyboru w zakresie leczenia operacyjnego TAB jest EVAR,
a w przypadku kiedy pacjent nie speilnia kryteriow implantacyjnych i nie moze byc¢
zakwalifikowany do leczenia wewnatrznaczyniowego, przeprowadzana jest otwarta operacja
naprawcza (Szostek i wsp., 1993, Noszczyk, 2007, Filardo i wsp., 2012). Nieleczony TAB
zagraza peknigciem, ktére moze skutkowaé krwotokiem prowadzacym do zgonu. Peknigty
tetniak manifestuje si¢ silnym boélem, moze wystapi¢ rOwniez wstrzas 1 utrata przytomnosci.
Peknigcie tetniaka zwigzane jest ze $miertelno$cig okotooperacyjng wynoszaca od 50 do 80%,
podczas gdy profilaktyczna operacja naprawcza jest obarczona stosunkowo niewielkim

ryzykiem okotooperacyjnych powiktan §miertelnych (Verhoeven i wsp., 2008).
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Na calym $wiecie prowadzone sg liczne badania, majgce na celu stworzenie terapii
zapobiegajace] badz ograniczajacej rozwdj tetniaka. Zeby tak sie stalo, konieczne jest
doktadne poznanie zaréwno przyczyn jak i patologii towarzyszacych powstawaniu

i rozwojowi tej choroby.

1.6. Podloze genetyczne

Pierwsze rozwazania na temat mozliwego tla genetycznego TAB pojawily si¢
w pismiennictwie w 1977 roku, kiedy opublikowany zostat opis przypadku trzech braci,
operowanych z powodu pegknietego, uprzednio bezobjawowego tetniaka (Clifton, 1977).
Z kolei w 1984 roku Norrgard i wsp. dokonali retrospektywnej analizy historii choréb 87
pacjentow operowanych z powodu TAB w latach 1965-1981 w szpitalu uniwersyteckim w
Umei, podkreslajac znaczenie dodatniej historii rodzinnej u 18% sposrdd nich (Norrgérd
i wsp., 1984). Tymczasem w 1998 roku powstat pierwszy opis obserwacji TAB wsrod
identycznych bliznigt (Borkett-Jones i wsp,. 1988). Od tego czasu wyniki dziesigtek badan z
zakresu epidemiologii genetycznej dostarczyty dowodow na to, ze czynniki genetyczne biorg
udzial w etiologii TAB. W badaniu przeprowadzonym wsrod 233 rodzin z co najmniej
dwoma przypadkami TAB, czgstos¢ jego wystapienia u krewnych I stopnia wynosita 15-19%,
podczas gdy dla osob niespokrewnionych jedynie 1-3% (Kuivaniemi i wsp., 2003).
W kolejnych opublikowanych analizach rodzinnego wystepowania TAB czestos$¢ ta waha si¢
w zakresie od kilku az do 29% wsrdd krewnych I stopnia (Svensjo i wsp., 2011, Wanhainen
i wsp., 2005).

Jedna z glownych strategii identyfikacji genetycznych czynnikow ryzyka chorob
wielogenowych sg badania asocjacyjne gendéw kandydujacych (ang. candidate gen
association studies). Wybor genow odbywa sie najczeSciej na podstawie ich biologicznej
funkcji 1 powigzan z obserwowang w badanej chorobie patologiag. W ten wlasnie sposob
zostaly wytypowane geny, ktorych warianty polimorficzne badano w niniejszej rozprawie.
Najwazniejsze asocjacje z TAB, zidentyfikowane tg metoda, zwigzane sa m.in. z mediatorami
reakcji zapalnej 1 procesami autoimmunologicznymi, enzymami biorgcymi udziat
w proteolitycznej degradacji macierzy zewnatrzkomoérkowej, metabolizmem lipidow czy tez
strukturg wiokien sprezystych. Wyniki wybranych badan gendéw kandydujacych
przedstawiono w Tabeli Il (Hinterseher i wsp., 2011, Kuivaniemi i wsp., 2012, Thompson
i wsp., 2008,).
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Tabela II. Najwazniejsze asocjacje polimorfizméw genetycznych z TAB zidentyfikowane

w badaniach genow kandydujacych.

TAB (N)/

Gen Funkcja Polimorfizm p Autor, rok publikacji
kontrole (N)
7048 / 714 _
SORT1 | Metabolizm lipidéw | rs599839 25976 7210 Jones i wsp., 2013
4524 N o
IL6R Reakcja zapalna rs7529229 15710 2.7>10 Harrison i wsp., 2012
LPA Metabolizm lipidéw | 1S-0499872 wora! 60105 | eiadotiriwsp,
rs3798220 33520 2012
Uktad renina- 1226/1723 | 1.1x10° | Jones i wsp., 2008
AGTR1 angiotensyna rs5186 p
TGRBRp | SHKSyOnalizacyiny | qo06005 [ 1904/2616 | 48>10% | Birosiwsp., 2001
TGEBR2 igaF'ESygﬂa'izaCYJny (s764522 1904/2616 |2.7x10* | Birosiwsp., 2011
ACE Uktad renina- rs4646994 1415/ 1677 | <0.0001 McColgan i wsp., 2009
angiotensyna
MMP3 Degradacja ECM rs3025058 1258 /1406 | 3.95x 10> | Morris iwsp., 2014
MMP13 | Degradacja ECM 1s2252070 800 /843 brak danych | Saracini i wsp., 2012
MTHED1 | Metabolizm 1s8003379 4231 423 <0.0001 Giusti i wsp., 2008
metioniny
MTRR Metabolizm 1s326118 4231 423 0.003 Giusti i wsp., 2008
metioniny
o Tioidd rs3781590 4231423 <0.0001 Galora i wsp., 2013
LRP5 Metabolizm lipidow 1<4988300 p

TGFB: transformujacy czynnik wzrostu beta (ang. transforming growth factor beta); ECM: macierz
zewnatrzkomorkowa (ang. extracellular matrix)

Zrédio: Zmodyfikowano na podstawie Kuivaniemi i wsp., 2014.

Inng metoda poszukiwania podtoza genetycznego chorob jest przeprowadzenie badan
asocjacyjnych catego genomu (GWAS, ang. genome-wide association study). W takim
badaniu analizuje si¢ pelne genomy oso6b z grupy badanej i kontrolnej pod katem
wystepowania juz zidentyfikowanych wariantdéw polimorficznych gendw. Nastepnie
metodami bioinformatycznymi analizuje si¢ rdznice w wystepowaniu polimorfizmow
pomiedzy grupami i poszukuje si¢ ich zwigzkéw z chorobg. W 2007 roku opublikowano
wyniki pierwszych 3 badan GWAS, dotyczacych poszukiwania czynnikow ryzyka chorob
2013, 2012).

Natomiast rezultaty pierwszego GWAS, przeprowadzonego w celu zlokalizowania regionow

sercowo-naczyniowych (Golledge i Kuivaniemi, Harrison i wsp.
genomu mogacych zwigksza¢ ryzyko wystapienia TAB, ukazaty si¢ w 2009 roku i wykazaty

zwigzek SNP zlokalizowanego na chromosomie 3pl2.3 z wystapieniem tetniaka (Elmore
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i wsp., 2009). Wynik ten nie mial jednak mocy statystycznej i nie udato si¢ go odtworzy¢
w niezaleznej probie (Jones i wsp., 2009). Zaledwie rok pozniej, w odpowiednio duzym
GWAS, wykazano zalezno$¢ pomigdzy wariantem genu DAB2IP a ryzykiem wystapienia
TAB. Gen ten znajduje si¢ na chromosomie 3p12.3 i koduje inhibitor cyklu komoérkowego.
Udowodniono, ze obecno$¢ wariantu rs7025486[A] w genie DAB2IP wigze si¢ z 20%
zwigkszeniem ryzyka wystapienia TAB (OR=1.21; p=4.6 x 10™°) (Gretarsdottir i wsp,. 2010).
Stwierdzono réwniez czgstsze wystepowanie wariantu allelicznego D, powstatego przez
delecj¢ w intronie 16 genu ACE kodujacego konwertaze angiotensyny. W grupie pacjentow
normotensyjnych z tetniakiem odsetek homozygot DD wynosit 70% w poréwnaniu z 32%
wsrod 0sob z nadci$nieniem tetniczym i TAB (Pola 1 wsp., 2001). Z kolei wariant
rs1075727[G], zlokalizowany na chromosomie 9p21, jest zwigzany ze zwickszeniem szansy

na wystapienie TAB o OR=1.31 (p=1.2 x 10™*%) (Helgadottir i wsp., 2008).

Podejmowano réwniez proby znalezienia genetycznych uwarunkowan TAB poprzez
analize sprzg¢zen, polegajaca na S$ledzeniu sposobu dziedziczenia markera w rodzinach
z rozpoznanymi przypadkami tetniaka. Pierwsze takie badanie obejmowalo 48 rodzin,
u ktorych oznaczano markery dla 3 genow kandydujacych (BHMT, COL1A2 i CTSH), jednak

nie odnotowano zaleznos$ci z zapadalnoscig na TAB (van Vlijmen — van Keulen i wsp., 2003).

1.7. Badanie polimorfizméw pojedynczych nukleotydéw w TAB

Jedng z drog prowadzacych do odkrycia ztozonych mechanizmoéw predysponujacych
do wystapienia choroby badz przyczyniajacych si¢ do jej rozwoju sg badania molekularne.
Identyfikacja gendw 1 mutacji bioracych udzial w patofizjologii czlowieka jest jednym
Z kluczowych celow wspotczesnej genetyki. Metody biologii molekularnej pozwalaja
posrednio lub bezposrednio bada¢ zmiennos¢ genetyczng cztowieka, za ktorg w gltownej
mierze odpowiadaja polimorfizmy pojedynczych nukleotydéw (SNPs, ang. Single Nucleotide
Polymorphisms). SNP to zmiana nukleotydu (mutacja) w okreslonej lokalizacji w genomie,
wystepujaca w populacji z czestoscig ponad 1%. Wiekszo$¢ tych zmian wystepuje
w sekwencjach niekodujacych. Jesli jednak dotyczg regionéw kodujacych lub
regulatorowych, moga powodowa¢ zmiany strukturalne i1 funkcjonalne w produkcie
biatkowym genu, zmiany ekspresji informacji genetycznej czy zaburzenia mechanizmow

sterujacych podziatem i rozwojem komoérkowym (Bersting i Morling, 2013).
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Dotychczasowe wyniki poszukiwan genow, ktorych mutacje przyczyniajg si¢ do
podwyzszenia ryzyka rozwoju TAB dowodza, ze jest to choroba uwarunkowana
wielogenowo. Wptyw czynnikow $rodowiskowych jest takze bardzo niejednorodny tak samo
jak obraz kliniczny choroby. Zroznicowanie to sktania do poszukiwan molekularnych
markeroOw podatno$ci osobniczej, pozwalajacych na okreslenie indywidualnego ryzyka
zachorowania. Badania SNPs moga takze przynie$¢ inne korzysci. Ze wzglgdu na
heterogenno$¢ TAB, niewykluczona jest obecno$¢ podtypow choroby, ktérych okreslenie
ulatwitoby badania nad jej etiologig, a by¢ moze takze wylonienie grup ryzyka dla ktérych
zasadne bytoby stosowanie odmiennych kryteriéw leczenia i kwalifikacji do profilaktycznej
operacji. Przeglad wynikow badan i metaanaliz opublikowanych w ostatniej dekadzie
pozwala sadzi¢, ze wyniki genotypowania beda stanowity naturalne uzupetnienie klasycznej

oceny kryteriéw klinicznych.

Geny PTPN22, CTLA-4, FGB oraz TAFI i ich SNPs wytypowano do badania ze
wzgledu na biologiczne funkcje, ktére omowiono ponizej, potencjalnie taczace je
z wystepowaniem TAB. W $wietle aktualnie dostgpnego, $wiatowego piSmiennictwa,
wystepowanie wybranych wariantoéw polimorficznych genéw PTPN22, CTLA-4 i TAFI nie
byto dotad badane w TAB.

1.7.1. Gen PTPN22 kodujacy niereceptorows fosfataze tyrozynowa typu 22

Gen PTPN22 (ang. protein tyrosine phosphatase, non-receptor type 22,
niereceptorowa fosfataza tyrozynowa typu 22) jest potozony na krotkim ramieniu
chromosomu 1 w regionie pl3.2. Sklada si¢ z 22 egzondéw i jest ekspresjonowany na
powierzchni komorek krwiotworczych (Hendriks i Pulido, 2013). Najwyzszy poziom
ekspresji wykazuja komorki NK, limfoblasty CD105+ 1 neutrofile, natomiast najnizszy
limfocyty T CD4+ i monocyty (Burn i wsp., 2011, Cloutier i Veillette, 1999). Koduje trzy
warianty wplywajace na sktadanie genu limfocytarnej fosfatazy tyrozynowej (ang. lymphoid
tyrosine phosphatase, Lyp), sposrod ktorych najczesciej wystepuje izoforma Lypl o dtugosci
807 aminokwasOw 1 masie czgsteczkowej okoto 110 kDa. Lypl znajduje si¢ w cytoplazmie
limfocytow T i jest zaangazowana w stosunkowo stabo poznane szlaki sygnatowe komorki.
Na jej N-koncu znajduje si¢ domena katalityczna, natomiast w regonie C-koncowym
usytuowane sg cztery motywy bogate w proling (P1-P4). Pierwszy sposrdd nich wykazuje

wysokie powinowactwo do domeny SH3 kinazy Csk, z ktérag wspolnie hamujg aktywacje
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komorek T. Izoforma Lyp2 zawiera tylko jedng domeng bogata w proling P1, natomiast Lyp3
nie posiada 28 aminokwasoéw pomiedzy P1 i P2. Rola form Lyp2 i Lyp3 nie zostata dotad
poznana (Begovich i wsp., 2004, Burn i wsp., 2011).

Szczegodlnie duzo miejsca w literaturze poswigcone jest wariantowi polimorficznemu
1858C/T genu PTPN22, ktérego czgsto$¢ wystgpowania opisywana jest w zakresie od 15% do
19% w odmianie kaukaskiej. Zmiana cytozyny na tyming w pozycji 1858 skutkuje zmiang
argininy na tryptofan w pozycji 620 produktu bialkowego. Substytucja ta uniemozliwia
wigzanie si¢ enzymu z domeng SH3 kinazy Csk, co z kolei hamuje inaktywacje
wewnatrzkomorkowej kinazy fosforylowej Lck, fosforylujacej reszty tyrozynowe
specyficznych motywow ITAM (ang. immunoreceptor tyrosine-based activation motif,
motyw aktywacyjny receptora tyrozynowego) czasteczek CD3. Efektem koncowym jest
zaburzenie przekazywania sygnatu do wnetrza limfocytow T, co moze skutkowaé
zwigkszeniem ryzyka rozwoju odpowiedzi immunologicznej (Burn i wsp., 2011, Gregersen
i wsp., 2006). Obecnos¢ allelu 1858T PTPN22 moze takze powodowac¢ nadmierng reakcje
limfocytow B i ich kumulacje. Wykazano zwigzek tego SNP z wystgpowaniem szeregu
chorob o podlozu autoimmunologicznym takich jak cukrzyca typu 1 (Bottini i wsp., 2004,
Tang i wsp., 2012), reumatoidalne zapalenie stawoéw (Begovich i wsp., 2004), toczen
rumieniowaty uktadowy (Kyogoku i wsp., 2004), choroba Gravesa-Basedowa (Velaga i wsp.,
2004), miastenia (Vandiedonck i wsp., 2006), choroba Addisona (Roycroft i wsp., 2009),
zapalenie tarczycy Hashimoto (Criswel i wsp., 2005), pierwotny niedobdr przeciwcial,
biclactwo nabyte czy twardzina uktadowa (Fousteri i wsp., 2013, Menard i wsp., 2011, Vang
i wsp., 2007).

Z kolei SNP -1123G/C zlokalizowany jest w regionie promotorowym genu PTPN22.
Wykazano jego zwigzek z wystegpowaniem cukrzycy typu 1 (Liu i wsp., 2012),
reumatoidalnego zapalenia stawow (Huang i wsp., 2012), choroby Gravesa-Basedowa (Yu
I wsp., 2008), zesztywniajacego zapalenia stawoéw kregostupa (Huang i wsp., 2014) oraz
wrzodziejacego zapalenia jelita grubego (Chen i wsp., 2013). Gen PTPN22 jest, obok gendéw
uktadu zgodnosci tkankowej MHC (ang. major histocompatibility complex), jednym
z najsilniejszych genow-kandydatow, rozpatrywanych w badaniu etiologii choréb, w ktorych
rozwo6j zaangazowana jest nieprawidlowa odpowiedz immunologiczna. Czyni go to rowniez

potencjalnym kandydatem do udziatu w rozwoju TAB.
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1.7.2. Gen CTLA-4 kodujacy antygen 4 zwigzany z cytotoksycznym limfocytem T

Kolejnym genem, ktorego warianty polimorficzne moga wptywa¢ na funkcje
limfocytow T, jest gen CTLA-4. Gen ten znajduje si¢ na chromosomie 2 w lokalizacji q33
i sktada si¢ z 4 egzonow (Ueda i wsp., 2003). Produktem jego ekspresji sg 3 izoformy
czagteczki CTLA-4 (ang. cytotoxic T-lymphocyte antygen 4, antygen 4 zwigzany
z cytotoksycznym limfocytem T). Najczesciej wystepujaca izoforma, znana takze jako
CD152, jest homodimerem, ktérego podjednostki polaczone sg mostkiem siarczkowym. Jest
ona transportowana z cytoplazmy na powierzchni¢ aktywowanych limfocytéw T w obecnosci
czasteczki kostymulujacej CD28. Izoforma nie zawierajaca egzonu 2 nie ma zdolnoS$ci
wigzania ligandéw 1 ekspresjonowana jest na powierzchni aktywowanych limfocytéw B.
Natomiast trzecia izoforma, pozbawiona egzonu 3, jest forma rozpuszczalng, produkowang
przez limfocyty T i B. CTLA-4 moze by¢ rowniez ekspresjonowany na powierzchni komorek
dendrytycznych. Typowa izoforma CTLA-4 jest sygnalem negatywnego sprzezenia
zwrotnego odpowiedzi immunologicznej i ma za zadanie hamowac¢ aktywacje limfocytow T
(Kaariten i wsp., 2007). Do aktywacji dziewiczych limfocytoéw T dochodzi po wytworzeniu
synapsy immunologicznej i przekazaniu dwoch sygnatow: pierwszego, przekazywanego przez
receptor TCR rozpoznajacy swoisty antygen i drugiego, przekazywanego przez czasteczki
kostymulujace. Czasteczkami kostymulujacymi na powierzchni limfocytow T sa m.in.
receptory CD28, CTLA-4, ICOS1, CD2 a na powierzchni komorek prezentujacych antygen
(ang. antigen presenting cell, APC) ligandy CD80, CD86, ICOS-L, LFA3 (Stuart i Racke,
2002). Gléwnym przejawem hamowania aktywacji limfocytow T przez CTLA-4 jest jego
wspotzawodniczenie z CD28 o ligandy B7.1 (CD80) i B7.2 (CD86), znajdujace si¢ na
powierzchni APC. Poniewaz CTLA-4 wykazuje do nich od 20 do 100-krotnie silniejsze
powinowactwo, szybciej tworzy z nimi kompleksy, wykluczajac CD28 1 tym samym
prowadzac do zmniejszenia sygnalu aktywujacego limfocyty T (Schwartz i wsp., 2001,
Stamper i wsp., 2001). Zablokowanie ligandow B7 powoduje takze zmiane¢ ekspresji biatek
kontrolujacych cykl komoérkowy, skutkujaca wolniejszym przejsciem z fazy Gl do S
(Greenwald i wsp., 2002). Tymczasem obecno$¢ CTLA-4 na powierzchni limfocytow B
powoduje hamowanie przetaczania klas i produkcji przeciwcial IgG i IgE poprzez
zablokowanie szlakow NF-kB i STAT (Pioli i wsp., 2000).
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Polimorfizm 49A/G genu CTLA-4 powoduje zamiang treoniny na alaning w czgsteczce
CTLA-4. Zmiana ta zaburza apoptoz¢ aktywowanych limfocytow i prowadzi do utraty
kontroli nad nimi, co z kolei moze powodowa¢ rozwoj chordb o podlozu zapalnym. Wyniki
badan asocjacji wykazaly zwigzek polimorfizmu 49A/G genu CTLA-4 z ryzykiem
zachorowania na choroby autoimmunizacyjne takie jak: cukrzyca typu 1 (Donner i wsp.,
1997), choroba Gravesa-Basedowa (Han i wsp., 2006), toczen rumieniowaty uktadowy Chang
I wsp., 2012) czy stwardnienie rozsiane (Bilinska i wsp., 2004).

Biorgc pod uwage przedstawiony w piSmiennictwie zwigzek SNP 49A/G genu
CTLA-4 z chorobami autoimmunizacyjnymi oraz gtowng funkcje kodowanej przez ten gen
czasteczki CTLA-4, ktorg jest hamowanie odpowiedzi odpornosciowej organizmu, mozna
sadzié, ze jego obecno$¢ ma zwigzek z wystepowaniem chordb z ttem zapalnym takich jak
TAB.

1.7.3. Gen TAFI kodujacy aktywowany przez trombing inhibitor fibrynolizy

W celu zapewnienia hemostazy proces krzepnigcia pozostaje w dynamicznej
rownowadze z procesem fibrynolizy. Gléwnymi elementami uktadu fibrynolizy sa:
plazminogen, jego aktywatory (typu tkankowego oraz urokinazowego) i inhibitory,
a2-antyplazmina i aktywowany przez trombing inhibitor fibrynolizy (ang. thrombin
activatable fibrinolysis inhibitor, TAFI) (Chapin i Hajjar, 2014). TAFI kodowany jest przez
gen TAFI, sktadajacy sie z 11 egzondw, zlokalizowany na chromosomie 13 w pozycji q14.11.
Pierwotna forma tej czasteczki to proenzym (preTAFI) o masie czgsteczkowej okoto 58 kDa,
produkowany w watrobie 1 uwalniany do osocza w formie nieaktywnej. Opisano réwniez
form¢ TAFI wystepujaca w plytkach krwi 1 uwalniang w procesie ich aktywacji,
charakteryzujaca si¢ zblizonymi wilasciwosciami enzymatycznymi do formy watrobowe;j
(Mosnier i wsp., 2003). Aktywacja preTAFI do formy aktywnej (TAFIa) nastepuje
dwuetapowo, poprzez odfaczenie 22-aminokwasowego peptydu aktywacji, a nastgpnie przy

udziale kompleksu trombina/trombomodulina (Ryc. 5) (Bajzar, 2000).
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A: odiaczenie peptydu aktywacyjnego z udziatem niepoznanej dotad proteazy; B: aktywacja TAFI przez
kompleks trombina/trombomodulina; C: spontaniczna zmiana konformacji, potencjalnie odwracalna.

Ryc. 5. Schemat przedstawiajacy organizacj¢ genu TAFI i mechanizm powstawania
aktywnej (TAFIa) i nieaktywnej (TAFIai) formy jego produktu biatkowego.

Zrédlo: zmodyfikowano na podstawie Bajzar, 2000.

TAFIa wykazuje dziatanie karboksypeptydazy i w poczatkowym etapie fibrynolizy
odszczepia reszty aminokwasowe lizyny i argininy z C-konca tancucha a-fibryny. Powoduje
to ograniczenie zdolno$ci wigzania plazminy do fibrynogenu (Bajzar i wsp., 2004).
Zaburzenia w funkcjonowaniu uktadu fibrynolitycznego moga by¢ powodowane zaréwno
niedoborem jak 1 wzrostem st¢zenia i aktywno$ci TAFIa. Niedobor moze zwigkszaé
sktonno$¢ do krwawien, z kolei nadmiar powoduje tendencje prozakrzepowa, wynikajaca

z hamowania degradacji fibryny (Chapin i Hajjar, 2014).

W literaturze przedstawiane sg najczesciej trzy polimorfizmy genu TAFI, mogace
wplywac na stezenie TAFI we krwi (Shi i wsp., 2014). Pierwszy z nich to SNP 1040C/T,
powodujacy podstawienie alaniny treoning w pozycji 147 produktu biatkowego. Opisano jego
zwigzek z wystepowaniem choroby niedokrwiennej serca, zawatu migs$nia sercowego, udaru
mozgu oraz dyslipidemii (Juhan-Vague i wsp., 2002, Morange i wsp., 2003, Santos i wsp.,
2014). W 2014 roku opublikowano wyniki badania asocjacji polimorfizmu 1040C/T genu
TAFI z TAB przeprowadzonego ws$rod uczestnikow  brytyjskiego  badania
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epidemiologicznego LEADS (ang. Leeds Aneurysm Development Study). Wykazano brak
statystycznie istotnej réznicy pomig¢dzy rozkladem genotypdéw w grupie badanej i kontrolne;j
dla tego wariantu polimorficznego (Bridge i wsp., 2014). Drugi polimorfizm to 505G/A,
skutkujacy zamiang treoniny na izoleucyn¢ w pozycji 325 bialka, ktérego obecnosé
powigzano ze zwigkszonym ryzykiem wystgpienia zakrzepicy zyt glebokich (Martini i wsp.,
2006). Kolejny wariant polimorficzny to -438G/A, wykazujacy zwigzek ze wzrostem

$miertelnosci z przyczyn sercOwo-naczyniowych wérod mezczyzn (Reiner i wsp. 2005,).

W szeregu badan udowodniono wystgpowanie zwigzku pomigdzy genetycznie
uwarunkowanymi zaburzeniami procesOw krzepnigcia 1 fibrynolizy a zapadalno$cig na
choroby sercowo-naczyniowe. Nieprawidlowosci w uktadzie hemostazy oraz proces zapalny
odgrywaja istotna rolg takze w patogenezie TAB. Poniewaz TAFI bierze udzial zar6wno
w utrzymywaniu homeostazy pomigdzy uktadami krzepnigcia i fibrynolizy jak roéwniez
w procesach zapalnych, wzbudza zainteresowanie badaczy jako potencjalny czynnik ryzyka
ChSN.

1.7.4. Gen FGB kodujacy tancuch g fibrynogenu

Kolejng czasteczka, bioracg udziat w procesie krzepnigcia krwi a takze w reakcji
zapalnej, jest syntetyzowany w hepatocytach fibrynogen (Davalos i wsp., 2012). Strukturalnie
jest to homodimer, ztozony z dwoch podjednostek potaczonych mostkiem disiarczkowym.
Obydwie podjednostki zbudowane sg z fancuchow polipeptydowych Aa, Bf i y, kodowanych
przez geny FGA, FGB i FGG, zlokalizowane na chromosomie 4 w pozycji q31.3 (Tousoulis
i wsp., 2011). Kazdy tancuch posiada charakterystyczng C-koncowg domene FReD (ang.
fiorynogen related domain, domena analogiczna do fibrynogenu), nadajagca mu zdolno$¢
rozpoznawania 1 wigzania innych czasteczek oraz biorgca udziat w formowaniu skrzepu
(Doolittle i wsp., 2012). Fibrynogen odgrywa kluczowa role w procesie krzepniecia krwi.
W  koncowej fazie kaskady krzepnigcia rozpuszczalny fibrynogen przeksztatca sie
w nierozpuszczalne wtokna fibryny. Proces ten zachodzi przy udziale trombiny, ktora
hydrolizuje wigzania pomiedzy Argl6 i1 Glyl7 tancucha Aa 1 Argl4 i Glyl7 tancucha Bf
fibrynogenu, co powoduje odszczepienie dwoch par fibrynopeptydow A (FPA) i B (FPB).
Powstate w ten sposéb monomery fibryny agreguja i tworza protofibryle, a nastgpnie wtokna
i peczki wiokien fibryny. Wldkna fibryny tacza si¢ ze sobg w strukture trojwymiarowego zelu

fibrynowego, ktory wraz z agregatami plytek krwi tworzy czop hamujacy krwawienie
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(Blomback, 1996). Poza rolg w procesie krzepnigcia krwi fibrynogen bierze udziat
w reakcjach odpornos$ciowych organizmu i jest zaliczany do biatek ostrej fazy, a jego synteza
wzrasta w odpowiedzi na dziatanie mediatoréw stanu zapalnego takich jak cytokiny.
Dziatanie prozapalne fibrynogenu zwigzane jest z jego mozliwoscig laczenia si¢ za pomoca
domen FReD z komoérkami systemu odpornosciowego na zasadzie ligand-receptor.
Fibrynogen wigze si¢ z receptorami powierzchniowymi leukocytdw. Moze si¢ tez wigzaé
z komoérkami §rodbtonka naczyniowego za posrednictwem ICAM-1 lub VE-kadheryn dla
ktorych jest ligandem, a poniewaz wykazuje znaczne powinowactwo do leukocytow, sprzyja
ich adhezji na powierzchni endotelium, co zwigzane jest ze stanem zapalnym (Davalos i wsp.,

2012, Doolittle i wsp., 2012).

Juz w roku 1980, w publikacji prezentujacej wczesne wyniki badania Northwick
Park Heart Study, wykazano zwigzek pomiedzy wysokim stezeniem fibrynogenu w osoczu
a wystepowaniem choroby niedokrwiennej serca (Meade i wsp., 1980). Zwigzek ten zostat
potwierdzony w licznych pdzniejszych badaniach populacyjnych. Rezultaty takich
programow badawczych jak PROCAM (ang. Prospective Cardiovascular Munter Study),
ECAT AP (ang. European Concerted Action in Thrombosis Angina Pectoris), ARIC (ang.
Atherosclerosis Risk in Communites) czy CARDIA (ang. Coronary Risk Development in
Young Adults) dowodza, ze fibrynogen jest niezaleznym czynnikiem powikltan sercowo-
naczyniowych. Metaanaliza przeprowadzona przez zespot Fibrinogen Studies Collaboration,
podsumowujaca efekty 31 badan prospektywnych, w ktorych uczestniczyto tacznie 154 211
osOb, wykazala zwigzek zwigkszonego stezenia fibrynogenu z wystgpieniem choroby
niedokrwiennej serca, udarem mozgu (zwlaszcza niedokrwiennym), $miertelno$cia
z przyczyn sercowo-naczyniowych innych niz choroba niedokrwienna czy udar mozgu.
Dodatkowo opisano takze wplyw stezenia osoczowego fibrynogenu na $miertelnos¢
z przyczyn innych niz sercowo-naczyniowe (gléwnie choroby nowotworowe) u oséb w
srednim wieku 1 starszych. Nadmiar fibrynogenu zaobserwowano takze w przebiegu
kolagenoz czyli autoimmunizacyjnych chordb tkanki tacznej (Danesh i wsp., 2005, Kaptoge
i wsp., 2007).

Wzrost stezenia fibrynogenu zalezy zarowno od jego zwigkszonej produkcji jak i od
zwolnionej degradacji. Na podwyzszenie stezenia fibrynogenu w osoczu wpltywaja takie
czynniki jak: zaawansowany wiek, nadci$nienie tgtnicze, otytos¢, cukrzyca, dyslipidemia,
nikotynizm czy stan zapalny. Obserwowane zmiany st¢zenia mogg by¢ réwniez przejawem

zmiennos$ci genetycznej (Lim i wsp., 2003). W obrgbie genu dla tancucha g ludzkiego

27



fibrynogenu opisywane sg najczesciej dwa polimorfizmy: -455A/G i -148C/T, zlokalizowane
W regionie promotorowym, W sposob istotny statystycznie wplywajace na stezenie
fibrynogenu. Wigksze stgzenie fibrynogenu skutkuje z kolei gestsza strukturg skrzepu.
Z danych literaturowych wiadomo, ze organizacja przestrzenna skrzepoéw zmienia si¢ w wielu
chorobach sercowo-naczyniowych (Siegerink i wsp., 2009). W szczegdélowych badaniach
struktury skrzepow wykazano, ze zamiana alaniny na treoning w pozycji 312 tancucha Aa
skutkuje wigksza $rednicg widkien fibryny, za§ podstawienie argininy lizyng w pozycji 448
tancucha Bf powoduje zageszczanie zelu fibrynowego (Standeven i wsp., 2003). Dotychczas
nie udato si¢ jednoznaczniec wykaza¢ bezposredniego wptywu genetycznych polimorfizmow
genoéw FGA, FGB czy FGG na ryzyko wystapienia konkretnej jednostki chorobowej. Istnieje
natomiast szereg doniesien na temat wplywu wariantow polimorficznych tych genow na
stezenie fibrynogenu w osoczu. Wspotczes$nie zarowno stgzenie fibrynogenu jak i produktow
jego degradacji, jakimi sg D-dimery, stosowane jest w praktyce klinicznej w ocenie stanu
zapalnego i aktywacji procesu wykrzepiania i fibrynolizy (Siegerink i wsp., 2009, Tousoulis
i wsp., 2011).
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2. CEL PRACY

Gléwnym celem pracy byla ocena zwigzku pomiedzy wybranymi odmianami
polimorficznymi genu limfocytarnej fosfatazy tyrozynowej PTPN22, antygenu 4 zwigzanego
z cytotoksycznym limfocytem T CTLA-4, inhibitora fibrynolizy aktywowanego trombing
TAFI i fancucha £ fibrynogenu FGB a predyspozycja do wystgpienia t¢tniaka aorty brzuszne;j.

Cel ten realizowano poprzez nastepujace cele szczegotowe:

1. Pordwnanie czestosci wystepowania w grupie badanej i kontrolnej genotypow i alleli
nastepujacych polimorfizméw: 1858C/T genu PTPN22 (rs2476601), -1123G/C genu
PTPN22 (rs2488457), 49A/G genu CTLA-4 (rs231775), -438G/A genu TAFI
(rs2146881) oraz -455G/A genu FGB (rs18000790).

2. Analiza zalezno$ci pomiedzy badanymi polimorfizmami a $rednicg tetniaka aorty
brzusznej, wyrazong wskaznikiem wielkosci aorty (ang. Aortic Size Index) w grupie

badanej i kontrolne;j.

3. Analiza zalezno$ci pomigdzy genotypem w locus TAFI -438G/A a aktywnoScig
produktu biatkowego tego genu.
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3. MATERIAL I METODY

3.1. Charakterystyka uczestnikéw badania
3.1.1. Grupa badana

Do grupy badanej wiaczono 305 pacjentéw hospitalizowanych w latach 2010 - 2014
na Oddziale Chirurgii Naczyniowe] Wojewodzkiego Szpitala Specjalistycznego we
Wroctawiu, Osrodka Badawczo-Rozwojowego, sposrod ktorych 298 chorych przyjetych byto
w trybie planowym celem operacyjnego leczenia tetniaka aorty brzusznej, a pozostate 7 0séb
operowanych byto w trybie pilnym z powodu pgknigtego TAB. W grupie pacjentow
tetniakowato poszerzong aorte Stwierdzano w badaniu USG i/lub angio — TK jamy brzusznej,
a u wszystkich chorych ostateczne potwierdzenie diagnozy miato miejsce srodoperacyjnie.
Rekrutacje  uczestnikow badania podjeto po  przygotowaniu protokolu  wraz

z wyspecyfikowaniem istotnych elementéw determinujacych kwalifikacje os6b do badan.
Kryteria wiaczenia do badania:

e rasa kaukaska,

e pisemna $wiadoma zgoda pacjenta na udzial w badaniu oraz izolowanie
I przechowywanie DNA,

e wiek powyzej 18 roku zycia,

e potwierdzone srédoperacyjnie rozpoznanie TAB.
Kryteria wylaczenia z badania:

e rasa inna niz kaukaska,

e brak pisemnej $wiadomej zgody na wudzial w badaniu oraz izolowanie
i przechowywanie DNA,

e dodatni wywiad lub rozpoznanie choroby genetycznej z uwzglednieniem krewnych
I'i Il stopnia,

e dodatni wywiad lub rozpoznanie choroby autoimmunizacyjnej i przewlektych choréb
zapalnych z uwzglednieniem krewnych I 1 II stopnia,

e dodatni wywiad lub rozpoznanie choroby nowotworowej z uwzglednieniem krewnych

I i 1l stopnia.
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Z grupy badanej na podstawie kryteriow wytaczenia wykluczono: 12 oséb ze wzgledu
na rozpoznanie choroby nowotworowej, 7 0s6b w zwigzku z wystepowaniem choroby
autoimmunizacyjnej (reumatoidalne zapalenie stawow, tuszczyca, choroba Crohna-
Lesniewskiego), 11 oséb w zwigzku z wystepowaniem choroby autoimmunizacyjnej lub
nowotworowej wsrod krewnych I stopnia 1 1 pacjenta ze wzgledu na podejrzenie zespotu
Marfana. Ostatecznie do badania wiaczono 274 pacjentow. Wszyscy badani zapoznali si¢
z ,Informacja dla Pacjenta” dotyczaca celu i przebiegu badania i podpisali $wiadomg zgode
na udzial w badaniu z uwzglednieniem badan molekularnych i przechowywania materiatu

genetycznego (Zatgczniki 2 i 3).

Czesciej stosowanym  sposobem  zaopatrzenia TAB  bylo  wszczepienie
wewnatrznaczyniowej protezy samorozpre¢zalnej z dostepu przez naczynia obwodowe (69%).
U wszystkich chorych wszczepienie stentgraftow powiodlo si¢. Stosowano dwa typy
stentgraftow: Excluder (W.L. Gore) i Zenith (Cook Inc.). W trakcie zadnego z zabiegow nie
zaszta potrzeba tzw. konwersji chirurgicznej. W okresie okotooperacyjnym (30 dni) do
powiktan pooperacyjnych doszto u 25 chorych. Stwierdzono 8 zgonow: 3 zgony
spowodowane krwawieniem do przestrzeni zaotrzewnowej, 2 z powodu niewydolnosci
oddechowej, 2 z powodu naglego zatrzymania krazenia i 1 z powodu ogdlnoustrojowej
reakcji zapalnej (sepsy). Wczesne powiktania pooperacyjne niepowiklane $miercig, jakie
odnotowano w badanej grupie, to: krwotok tetniczy spowodowany nieszczelnoscig protezy
naczyniowej, ostre niedokrwienie konczyny dolnej, zawat migénia sercowego oraz zakazenie
rany pooperacyjnej. Przed opuszczeniem szpitala wszyscy chorzy mieli wykonane badanie

USG metoda doppler-duplex, w ktérym nie stwierdzono nieprawidlowosci.

3.1.2. Grupa kontrolna

Do grupy kontrolnej wlaczono 250 wolontariuszy zakwalifikowanych w trakcie
,biatych sobot” przeprowadzonych w Wojewddzkim Szpitalu Specjalistycznym we
Wroctawiu, Osrodku Badawczo-Rozwojowym pod hastem: ,,Wczesne Wykrywanie Tetniaka
Aorty Brzusznej” na przetomie marca i lutego 2013 roku. Kazdy ochotnik miat
ultrasonograficznie potwierdzony prawidtowy przebieg aorty 1 zwymiarowang S$rednicg
naczynia. Rekrutacj¢ uczestnikoéw badania podjgto po przygotowaniu protokotu wraz

z wyspecyfikowaniem istotnych elementéw determinujacych kwalifikacje osob do badan.
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Kryteria wtaczenia do badania:

e rasa kaukaska,

e wiek powyzej 60 roku zycia,

e pisemna S$wiadoma zgoda pacjenta na udzial w badaniu oraz izolowanie
I przechowywanie DNA,

e prawidlowy obraz USG brzusznego odcinka aorty.
Kryteria wylaczenia z badania:

e rasa inna niz kaukaska,

e wiek ponizej 60 roku zycia,

e brak pisemnej $wiadomej zgody na udzial w badaniu oraz izolowanie
i przechowywanie DNA,

e rozpoznanie poszerzenia lub t¢tniaka aorty brzusznej w przeprowadzanym badaniu
USG,

e dodatni wywiad lub rozpoznanie t¢tniaka z uwzglednieniem krewnych I i II
stopnia,

e dodatni wywiad lub rozpoznanie choroby genetycznej z uwzglgdnieniem
krewnych 1i 1l stopnia,

e dodatni wywiad lub rozpoznanie choroby autoimmunizacyjnej 1 przewlektych
chorob zapalnych z uwzglednieniem krewnych I 1 II stopnia,

e dodatni wywiad lub rozpoznanie choroby nowotworowej z uwzglednieniem

krewnych 1i 1l stopnia.

Do badania zglosito si¢ 288 uczestnikow. W trakcie badania USG wykryto 10
poszerzen brzusznego odcinka aorty 1 3 poszerzenia tetnic biodrowych wspdlnych, wstepnie
rozpoznano 11 TAB, zglosit si¢ takze jeden pacjent z proteza naczyniowa po leczeniu
operacyjnym TAB oraz jeden pacjent z tetniakiem aorty piersiowej. W trakcie wywiadu
lekarskiego wykluczono Kkolejnych 12 pacjentow z powodu rozpoznania choroby
nowotworowej lub autoimmunizacyjnej (tuszczyca, stwardnienie rozsiane, reumatoidalne
zapalenie stawow). Zdecydowano si¢ na wigczenie 2 oséb w wieku 58 lat i jednej osoby w 59
roku zycia, ktore zglosily si¢ na badania pomimo kryterium wytaczenia dotyczacego wieku.

Wszyscy uczestnicy badania zapoznali si¢ z ,,Informacja dla uczestnika badania” dotyczaca
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celu 1 przebiegu badania i podpisali §$wiadomg zgod¢ na udzial w badaniu z uwzglednieniem
badan molekularnych i przechowywania materiatu genetycznego (Zataczniki 5 i 6). Poniewaz
pte¢ jest czynnikiem ryzyka wystgpienia TAB, w grupie kontrolnej zachowano proporcje
pomiedzy iloscig mezczyzn i1 kobiet zgodng z grupa badang. Ostatecznie do badania wtgczono

250 os6b.

3.1.3. Material do badan

Zarowno w przypadku grupy badanej, jak i1 kontrolnej, materialem do badan byta krew
obwodowa, pobierana z zyly odtokciowej do probowek z odpowiednim antykoagulantem. Do
oznaczen genetycznych krew pobierano do probowek z EDTA (S-Monovette, 2,9 mi,
Sarstedt). Probowki opisywano unikalnym kodem i przechowywano w temperaturze — 20 °C
do czasu przeprowadzania procedury izolowania DNA. Natomiast w celu zbadania
aktywnosci TAFI, krew pobierano do probowek z cytrynianem sodu (S-Monovette 2,9 ml,
Sarstedt). Probki z krwig wirowano 15 min z szybko$cig obrotowa 2500 rpm, nastepnie
uzyskane w ten sposob osocze porcjowano i przechowywano w temperaturze — 80 °C do

czasu przeprowadzania oznaczen.

U wszystkich 0sob wiaczonych do grupy badanej i kontrolnej w zgromadzonej populacji
oznaczono polimorfizmy 1858C/T i -1123G/C genu PTPN22, 49A/G genu CTLA-4, -438G/A
genu TAFI oraz -455G/A genu FGB, a takze aktywno$¢ TAFI. Oznaczenia przeprowadzono
w Laboratorium Naukowym Wojewoddzkiego Szpitala Specjalistycznego we Wroctawiu,
Osrodka Badawczo-Rozwojowego. Badania uzyskaty pozytywng opini¢ Komisji Bioetycznej
przy Wojewoddzkim Szpitalu Specjalistycznym we Wroctawiu, OsSrodku Badawczo-

Rozwojowym (nr zgody KB/20/2014).

3.2. Metodyka badan
3.2.1. Wywiad z uczestnikiem badania

U wszystkich os6b wlaczonych do badania przeprowadzono wywiad na podstawie
autorskiego kwestionariusza, uwzgledniajacego dane antropometryczne, czynniki ryzyka
wystagpienia TAB oraz chorob autoimmunizacyjnych 1 genetycznych, réwniez wsrod

krewnych | i Il stopnia, wystgpowanie chorob wspotistniejacych i stosowang farmakoterapie.
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Wzory kwestionariuszy zastosowanych podczas wywiadu z pacjentami z TAB oraz osobami

z grupy kontrolnej przedstawiono w Zatacznikach 11 4.

W analizie wynikow, poza klasycznymi danymi demograficznymi i klinicznymi,

zebranymi w wywiadzie, uwzglgdniono nastepujace parametry:

3.2.2.

ASI —ang. Aortic Size Index — wskaznik wielkosci aorty

ASI = AD [cm]/BSA[m?] [cm/m?], gdzie:

AD — ang. aortic diameter — $rednica aorty ($rednica brzusznego odcinka prawidlowe;j
aorty badz maksymalna $rednica tetniaka aorty brzusznej),

BSA — ang. Body Surface Area — powierzchnia ciala, liczona ze wzoru Dubois'ow:
BSA= 0,007184 x wzrost w cm ®'®x masa ciata w kg ***° [m?].

BMI ingex - index BMI

BMI ingex = AD [cm]/BMI [kg/m?], gdzie:

BMI — ang. Body Mass Index — wskaznik masy ciata

BMI = masa ciata [kg]/(wysoko$¢ ciata [m])? [kg/m?]

(pomiar6w masy ciata 1 wysoko$ci ciala dokonywano za pomoca wagi ze
wzrostomierzem z doktadnoscig do 0,1 kg)

ILT — ang. intraluminal thrombus - skrzeplina przyscienna (podana warto$¢ to

maksymalna grubos¢ skrzepliny w worku tetniaka [mm])

Izolowanie calkowitego genomowego DNA z krwi obwodowej

Procedurg izolowania genomowego DNA do oznaczen genetycznych przeprowadzono

we wszystkich zgromadzonych probkach z 200 pl krwi pelnej, za pomoca komercyjnie

dostepnego zestawu QIAmp DNA Blood Mini Kit firmy Qiagen, zgodnie z instrukcja

dostarczong przez producenta. W zastosowanej metodzie wykorzystywana jest technologia

separacji DNA na membranie silikonowej. Probki krwi poddawane sg lizie w $rodowisku

buforu lizujacego w obecnosci proteinazy K. W trakcie procedury dochodzi do zwigzania

kwasow nukleinowych ze ztozem krzemionkowym wypelniajacym kolumienke. Adsorpcja
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DNA do zloza zachodzi dzigki obecno$ci soli chaotropowej. Nastepnie zloze jest
odptukiwane z inhibitoréw reakcji PCR, bialek i innych zanieczyszczen. Elucja DNA
przeprowadzana jest z zastosowaniem buforu elucyjnego o niskiej zawartosci soli, ktory
powoduje zmiang¢ warunkow wigzania. Do koncowej elucji stosowano 200 pl buforu
elucyjnego, a uzyskany material genetyczny poddawano analizie jakosciowej i iloSciowej

I przechowywano w temperaturze -20°C do dalszych badan.

3.2.3. Analizailosci i jako$ci wyizolowanego DNA

Analize iloSciowa 1 jakoSciowa wyizolowanego DNA przeprowadzono poprzez
pomiar absorbcji z wykorzystaniem spektrofotometru NanoDrop 2000 firmy ThermoScienific
przy zastosowaniu fali o dlugosci 260 1 280 nm. Zmierzone st¢zenie wyizolowanego DNA we
wszystkich probkach bylo wyzsze niz 50 ng/ul, ktérg to warto$¢ przyjeto za minimalng
wymagang do dalszych badan. W celu oceny jakos$ci otrzymanego DNA, przeprowadzono
pomiary absorbcji w 260 i 280 nm i obliczono stosunek Ajsozso. Wartosci nizsze niz 1.5
Swiadczylyby o znacznym zanieczyszczeniu preparatu, mogacym uniemozliwi¢ amplifikacje
DNA, z kolei wyniki powyzej 2.0 wskazywalyby na zanieczyszczenie RNA. Wszystkie

uzyskane warto$ci miescity si¢ w zakresie 1.8 — 2.0, co oznacza bardzo dobrg czystos¢ DNA.

3.2.4. Oznaczanie polimorfizmow typu SNP metodg dyskryminacji alleli.

Analiz¢ polimorfizméw pojedynczego nukleotydu (ang. Single Nucleotide
Polymorphism, SNP) -438G/A w genie TAFI oraz 1858C/T w genie PTPN22 wykonano
technika dyskryminacji alleli (ang. allelic discrimination) z uzyciem sond typu TagMan.
Metoda dyskryminacji alleli opiera si¢ na tancuchowej reakcji polimerazy w czasie
rzeczywistym (ang. Real-Time PCR) i polega na amplifikacji okreslonych fragmentéw DNA
za pomocy zestawu starterow 1 sond znakowanych znacznikami fluorescencyjnymi. Do
reakcji uzyto komplementarnych do amplifikowanego fragmentu sond TagMan znakowanych
na koncu 5’ barwnikami FAM (karboksyfluoresceina) lub VIC®, ktore odpowiednio
rozpoznajg allel typu dzikiego lub allel zmutowany. Dziatanie sond oparte jest na zjawisku
fluorescencyjnego rezonansowego transferu energii (FRET, ang. Férster/Fluorescent
Resonanse Energy Transfer) pomiedzy czasteczka reporterowa na koncu 5’ a wygaszajacg na
koncu 3°. W wyniku wzbudzenia falg $wietlng o odpowiedniej ditugosci fluorochrom

reporterowy przenosi energi¢ na fluorochrom wygaszajacy, ktory emituje falg Swietlng o innej
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dhugosci. W sondzie natywnej fluorochrom reporterowy i wygaszajacy znajduja si¢ blisko
siebie i nie dochodzi do emisji fluorescencji w zakresie charakterystycznym dla FAM lub
VIC. Podczas wydtuzania nici dochodzi do hydrolizy sondy pod wplywem polimerazy
AmpliTaq, posiadajacej aktywnos¢ 5’°-egzonukleazowa, co powoduje oddzielenie czgsteczki
reporterowej od wygaszajacej 1 emisje fluorescencji o dtugosci fali odpowiedniej dla FAM
lub VIC. Pomiar nat¢zenia sygnatu fluorescencji umozliwia detekcje probek
homozygotycznych i heterozygotycznych. Na Rycinie 6 zilustrowano schematycznie zasadg

dziatania sond TagMan w reakcji dyskryminacji alleli.
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Ryc. 6. Schemat obrazujacy zasad¢ dzialania sond typu TagMan w reakcji dyskryminacji
allelicznej (zmodyfikowano wedtug Livak i wsp., 1995).

Reakcje prowadzono z zastosowaniem aparatu StepOnePlus (Life Technologies),
w koncowej objetosci mieszaniny reakcyjnej 25,0 pl, w ktorej sktad wchodzito 12,5 pl
TagMan® Universal PCR Master Mix (2x) (Life Technologies), 1,25 ul SNP Assay Mix
(Life Technologies), 3 ng genomowego DNA oraz woda wolna od DNaz dodawana w ilosci
uzupeltniajacej mieszaning do objetosci 25,0 ul. Jako kontrole negatywng uzyto mieszaniny
pozbawionej genomowego DNA. Reakcja przebiegata w nastepujacych warunkach
temperaturowo — czasowych: 60 °C przez 30 sekund, 95 °C przez 10 minut, nastepnie 50
cykli w 92 °C przez 15 sekund i 60 °C przez 1 minutg. Do wykrywania polimorfizmu
-438G/A rs2146881 w genie TAFI uzyto zestawu sond i starterow C 16136443 10 (Life
Technologies), sonda znakowana barwnikiem VIC byta komplementarna do allelu G,
natomiast barwnik FAM wykrywat allel A. Polimorfizm 1858C/T rs2476601 w genie
PTPN22 zbadano za pomoca zestawu C 16021387 20 (Life Technologies), w ktérym
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barwnik VIC stuzyt do detekc;ji allelu T, a barwnik FAM do allelu C. Reakcje prowadzono na
96-dotkowych plytkach MicroAMP Fast Optical (Life Technologies). Analiza wynikéw
zostata przeprowadzona na podstawie wykresow punktowych uzyskanych w oprogramowaniu

StepOne Software v 2.3.

3.2.5. Oznaczanie polimorfizméw typu SNP metoda PCR-RFLP

Typowanie SNPs 49A/G w genie CTLA-4, -1123C/G w genie PTPN22 oraz -455G/A
w genie FBG przeprowadzono z wykorzystaniem metody tancuchowej reakcji polimerazy
(ang. Polymerase Chain Reaction, PCR) i polimorfizmu dtugosci fragmentoéw restrykcyjnych
(ang. Restriction Fragments Length Polymorphism, RFLP). Polega ona na wykrywaniu r6znic
pomiedzy dtugosciami fragmentéw DNA uzyskanych po trawieniu enzymem restrykcyjnym,
dobranym tak aby badany polimorfizm utworzyt lub wyeliminowal rozpoznawang przez
niego sekwencjg.

W pierwszym etapie oznaczenia przeprowadzono amplifikacje wybranego fragmentu
genu z zastosowaniem reakcji lancuchowej polimerazy. Reakcje PCR przeprowadzono
w termocyklerze Veriti®Thermal Cycler (Life Technologies). Sekwencje starterow
zaczerpnigto z literatury, odpowiednio dla SNPs genow PTPN22, CTLA-4, i FGB z publikacji
Huang i wsp. 2012, Sallacki 1 wsp. 2005, Thomas 1 wsp. 1991. Natomiast warunki dla kazde;j
reakcji dobierano i optymalizowano eksperymentalnie. Sekwencje zastosowanych starterow,
sktady mieszanin reakcyjnych oraz profile czasowo-termiczne reakcji PCR przedstawiono
w Tabelach 111, IV i V.

Tabela III. Sekwencje starterow zastosowanych podczas reakcji PCR do amplifikacji
fragmentow genow PTPN22, CTLA-4 i FGB.

Polimorfizm Sekwencje starteréow
Forward 5’-CCATTG AGA GGT TAT GCG AGC T-3’
PTPN22 -1123C/G
Reverse 5’-CGC CAC CTT GCT GAC AAC AT-3’
Forward 5’-GCT CTACTT CCT GAA GACCT-3’
CTLA-4 49A/G
Reverse 5’-AGT CTC ACT CACCTT TGC AG-3’
Forward 5’-AAG AAT TTG GGA ATC’S CAATCTCTG
FGB -455G/A CTA CCT-3
Reverse 5’-CTCCTC ATT GTCGTT GACACCTTG
GGAC-3

ang. forward — starter przedni; ang. reverse — starter wsteczny
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Tabela IV. Sktad zastosowanych mieszanin reakcji PCR dla badanych polimorfizmow genow
PTPN22, CTLA-4 i FGB.

Objetos¢ na 1 probke [pl]

Skladnik reakcji PTPN22 CTLA-4 FGB
-1123C/IG 49A/G -455G/A

Woda (Ambion) 6,4 6,4 11,5
Bufor do PCR (AmpliTag Gold® 360 75 75 125
PCR Master Mix 2x, LifeTechnologies)
Starter F (100 pmoli/ul, Genomed) 0,3 0,3 0,5
Starter R (100 pmoli/ul, Genomed) 0,3 0,3 0,5
Matryca (DNA) 0,5 0,5 0,5
Objetos¢ koncowa 15,0 15,0 25,0

Tabela V. Warunki reakcji PCR dla badanych polimorfizméow genéw PTPN22, CTLA-4
i FGB.

Polimorfizm Etap reakcji Temperatura [°C] Czas trwania
Wstepna denaturacja 95 2 min
Denaturacja 95 30s
_EI; 3’\52 Przytaczanie starterow 56 30s C)?/’Ifli
Synteza 72 30s
Wydluzanie koncowe 72 7 min
Wstepna denaturacja 94 4 min
Denaturacja 94 45s
i;;?:' Przytaczanie starterow 55 45s lefli
Synteza 72 45s
Wydtuzanie koncowe 72 7 min
Wstepna denaturacja 95 5 min
Denaturacja 95 1 min
) 4;56 (5/ A Przytaczanie starterow 62 1,5 min le?li
Synteza 72 2 min
Wydhuzanie koncowe 72 30 min

Jakos¢ i ilo§¢ uzyskanych w reakcji PCR amplifikonéw sprawdzano elektroforetycznie
w zelu agarozowym (Agarose Basica LE, Prona) zawierajacym bromek etydyny, przy
napieciu 120 V w buforze 0,5 x TBE. Do dotka w zelu naktadano 3 pl markera wielkosci
DNA (GeneRuler 1 kB Plus DNA Ladder, Thermo Scientific) lub mieszaning ztozong z 2 ul

38



buforu obcigzajacego (GelPilot DNA Loading Dye, Qiagen) i 8 ul produktu reakcji PCR.
Obraz rozdziatu elektroforetycznego wizualizowano za pomoca transiluminatora UV Stella
2000 firmy Raytest, wykorzystujac oprogramowanie Lablmage 1D (Kapelan GmgH Bio-
Imaging Solutions). Przyktadowe zdjecia uzyskanych elektroforograméw przedstawiono na
Rycinach 7, 81 9.

0 11 12 13 14

Ryc. 7. Wynik elektroforezy agarozowej produktu reakcji PCR dla genu FGB w obecnosci
bromku etydyny (1,6% zel agarozowy). Tor 1 — marker wielkosci DNA, kolejne tory —
amplikony.

Ryc. 8. Wynik elektroforezy agarozowej produktu reakcji PCR o diugosci 175 pz dla genu
PTPN22 w obecnosci bromku etydyny (1% zel agarozowy). Tor 1 — marker wielkosci DNA,
kolejne tory — amplikony.

Ryc. 9. Wynik elektroforezy agarozowej produktu reakcji PCR o dtugosci 166 pz dla genu
CTLA-4 w obecnosci bromku etydyny (1% zel agarozowy). Tor 1 — marker wielko$ci DNA,
kolejne tory — amplikony.

39



W drugim etapie przeprowadzania genotypowania badanych polimorfizmow,
uzyskane amplikony trawiono enzymami restrykcyjnymi. Dla wariantu polimorficznego
PTPN22 -1123C/G, produkt reakcji PCR o dhlugosci 175 pz trawiono enzymem Sacl
(Fermentas) przez 3 godziny w temperaturze 37 °C. Otrzymano fragmenty o dlugosciach
odpowiadajacych poszczegdlnym genotypom:

e GG (175pz),
e CC (151pz, 24pz),
e GC (175pz, 151pz, 24pz).
Przyktadowy wynik analizy PCR-RFLP po rozdziale w zelu agarozowym, przedstawiajacy

warianty genetyczne genu PTPN22 przedstawiono na Rycinie 10.

Ryc. 10. Wynik analizy SNP -1123C/G genu PTPN22 metoda PCR-RFLP. Trawienie
produktow PCR enzymem Sacl. Produkty rozdzielone na zelu agarozowym. Tor 1 — marker
wielkosci DNA, tor 2, 3, 4, 51 8 — homozygoty GG, tor 6 — heterozygota GC, tor 7 —
homozygota CC.

W przypadku SNP 49A/G genu CTLA-4 zastosowano restryktaze Bbvl. Reakcje
enzymatyczne przeprowadzono w temperaturze 65 °C przez 3 godziny. Otrzymano fragmenty

o dlugosciach odpowiadajacych poszczegdlnym genotypom:

e AA (162 pz),
o GA (162 pz, 74 pz)
o GG (88 pz, 74 pz).

Przyktadowy wynik analizy PCR-RFLP po rozdziale w Zelu agarozowym, przedstawiajacy

warianty genetyczne genu CTLA-4 przedstawiono na Rycinie 11.
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Ryc. 11. Wynik analizy SNP 49A/G genu CTLA-4 metoda PCR-RFLP. Trawienie
produktow PCR enzymem restrykcyjnym BbvI. Produkty trawienia rozdzielone na zelu
agarozowym. Tor 1 — marker wielkosci DNA, tor 2, 4, 5, 6 i 8 — heterozygoty GA, tor 3 —
homozygota GG, tor 7 — homozygota AA.

Natomiast dla wariantu polimorficznego -455G/A genu FGB otrzymany produkt
reakcji PCR trawiono enzymem restrykcyjnym Haelll w 37°C przez 3 godziny. Po trawieniu

otrzymano fragmenty o dlugosciach odpowiednio dla genotypow:

e AA (958 pzi 343 pz),
e GG (575 pz, 383 pzi 343 pz),
e GA (958 pz, 575 pz, 383 pz i 343 pz).

Przyktadowy wynik analizy PCR-RFLP po rozdziale w zelu agarozowym, przedstawiajacy
warianty genetyczne genu FBN przedstawiono na Rycinie 12.

Ryc. 12. Wynik analizy SNP -455G/A genu FGB metoda PCR-RFLP. Trawienie produktow
PCR enzymem restrykcyjnym Haelll. Produkty trawienia rozdzielone na zelu agarozowym.
Tor 1 — marker wielkosci DNA, tor 2, 3,7, 8,10, 11112 —homozygoty GG, tory 4,5, 6, 13 i
14 — heterozygota GA, tor 9 — homozygota AA.
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3.2.6. Oznaczanie aktywnoS$ci TAFI w osoczu

Oznaczenie aktywnosci TAFI w osoczu przeprowadzono za pomocg komercyjnie
dostgpnego testu TAFI Activity Kit firmy American Diagnostica GmbH (nr kat. ADG871).
Cala procedur¢ przeprowadzono zgodnie z instrukcjg, dotaczong przez producenta.
Substratem dla TAFI jest peptyd ztozony z L-lizyny i L-argininy, w ktorej a-pozycje zajmuje
atom siarki. Jego degradacji przez TAFI towarzyszy powstawanie pochodnej tiolowej. Grupa
tiolowa reaguje z bezbarwnym odczynnikiem Ellmana (kwas 5,5-ditiobis-(2-
nitrobenzoesowy), DNTB), tworzac tionitrobenzoesowa pochodng biatka oraz zabarwiony na

z6tty kolor anion tionitrobenzoesowy (TNB) o maksimum absorbcji przy 412 nm.

Absorbcja mierzona spektrofotometrycznie przy dlugosci fali 405 nm jest
proporcjonalna do ilo$ci produktu zachodzacej reakcji enzymatycznej. Pomiary wykonywano
W sposob ciagly przez 5 minut, przy dtugosci fali 405 nm z wykorzystaniem czytnika ptytek
SPECTROstar Nano firmy BMG LABTECH. Liniowg czg$¢ otrzymanej krzywej kinetycznej
reakcji wykorzystano do obliczenia aktywnos$ci TAFla w badanych probkach osocza
w porownaniu z krzywa standardowa przy uzyciu oprogramowania MARS Data Analysis

Software w wersji V3.01 R2 firmy BMG LABTECH.

3.2.7. Analiza statystyczna uzyskanych wynikow

Zgodno$¢ rozktadu genotypow z rozkladem oczekiwanym z rownowagi Hardy’ego-
Weinberga (H-W), weryfikowano testem chi-kwadrat (y)2. Miara odstepstwa czestosci
genotypow od rownowagi Hardy’ego-Wenberga, dla locus z alellami a i b, jest wspotczynnik

f = Paa — p;
pa(l_ pa)

homozygot aa. Wspoétczynnik f przyjmuje warto$¢ zero wtedy i tylko wtedy, kiedy locus

, gdzie p, to obserwowana czgstos¢ allelu a, p,, to obserwowana czgsto$¢

znajduje si¢ w rownowadze H-W. Wartosci dodatnie wspotczynnika wskazuja na nadmiar
homozygot. Warto$ci ujemne sygnalizujg wzrost czgstosci heterozygot w stosunku do tego,

czego nalezatoby oczekiwac, gdyby locus pozostawalo w rownowadze H-W. W przypadku
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matych liczebno$ci, p-warto$¢ statystyki testowej, weryfikujacej hipoteze o zgodnosci

rozktadu genotypow z rozktadem H-W, wyznaczano metodg Monte Carlo.

llorazem szans (ang. odds ratio, OR) i przedziatem ufnosci, CI95%, dla niego, na
poziomie 1-0=0.95, okreSlano sile zwigzku genotypu z chorobg. Mediana i $rednia
arytmetyczna byly miarami potozenia. Oprécz tego, podano takze pierwszy (Q1) i trzeci (Q3)

kwartyl w zbiorze obserwacji. Tam, gdzie miarg przeci¢tng obserwacji byta mediana, miara
zréznicowania obserwacji byla statystyka S, =med {med‘xi - Xj‘; ] =1...n} (Rousseeuw

I Croux, 1993). Przy S$redniej arytmetycznej miarg zroéznicowania bylo odchylenie

standardowe (ang. standard deviation, SD).

Dla loci PTPN22 1858C/T i PTPN22 -1123C/G obliczono niezrOwnowazenie
sprzgzen (ang. linkage disequilibrium, LD). Site¢ LD okreSlono wspodtczynnikiem

D; . : .
R? :2222—” gdzie p; and q; sa czgstosciami i-tego allelu w locus A i j-tego allelu
= pia;

w locus B, D; =X; —p,d;, X;jest czgstoScig haplotypu z alellem i w locus A i allelem ]

w locus B. R? przyjmuje wartosci z zakresu [0,1], przy czym R? = 0 wtedy i tylko wtedy,

kiedy oba loci s3 w rownowadze (ang. linkage equilibreium, LE).

Modelem liniowym analizowano aktywnos¢ produktu genu TAFI, aTAFI. Wartos$ci
wspotczynnikow modelu 1 przedziaty ufnosci, C195%, szacowano numerycznie w oparciu
0 5999 préb bootstrapowych. Te czes¢ zmiennosci aktywnosci TAFI, ktéra mozna wyjasnié
modelem, okreslano wspotczynnikiem R* Szczegotowe hipotezy o rownosci srednich aTAFI,
w zalezno$ci od genotypu 1 grupy badanej, testowano statystyka F dla kontrastow.
Wspotczynnikami korelacji lajerting 1 Fefect size Okre$lano site efektow testowanych réznic.
Wspotczynnik raerting mierzy korelacje liniowa pomiedzy $rednimi grupowymi a wagami
kontrastu. WspoOtczynnik Fefectsize UWzglednia dwa dodatkowe Zrodta zmiennoSci, tj.
a) zrOznicowanie wewnatrzgrupowe 1 b) zmienno$¢ miedzy grupami, ktorej nie mozna

wytlumaczy¢ testowanym kontrastem.

E :
Ogélnie I’efectsize:\/lf +|E pontrast ' przy Czym I:kontrast JeSt

kontrast nie—kontrast>< (Ssnie—kontrast) + sSwewn.grupowe

liczony jak dla rownych liczebnosci w | grupach, a ss to liczba stopni swobody. Trzy
testowane hipotezy zostaty sformutowane a priori a jedna a posteriori.
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Srednica aorty w grupie kontrolnej oraz najwicksza srednica tetniaka w grupie chorych
zalezag od czynnikéw antropomorficznych, tzn. od wskaznika masy ciata, BMI, i od
powierzchni ciata ludzkiego, BSA. Dlatego w analizie zalezno$ci miedzy rozwazanymi
polimorfizmami genetycznymi a S$rednicg aorty/tetniaka aorty postuzono si¢ wskaznikiem
wielkosci aorty ASI, ktory wyraza rednice [cm] w stosunku do powierzchni ciata [m?] oraz
wskaznikiem BMlingex, ktory wyraza $rednicg [cm] w stosunku do BMI [kg/mz]. Oba

wskazniki sg ze sobg wysoko, dodatnio, skorelowane i1 byly analizowane tacznie, jako
zmienna dwuwymiarowa d’:(ASI,BMIindeX)eiRZ, opisujagca S$rednicg aorty w grupie
kontrolnej i tetniaka aorty brzusznej — w grupie chorych. Hipotezy o réwnosci wektorow

warto$ci oczekiwanych w grupach testowano w oparciu o $lad A Pillai i Bartletta.

Z uwagi na to, ze zmierzona grubo$¢ skrzepliny jest cechg quasi dyskretna,
przyjmujaca tylko kilkanascie roznych warto$ci, pacjentow podzielono na 6 roztagcznych grup.
Do pierwszej grupy zaliczono n = 47 pacjentow, ktorych grubo$¢ skrzepliny miescita sig¢
w przedziale domknigtym 10-14 mm, do drugiego przedziatu zaliczono n = 48 pacjentéw,
ktérych grubo$¢ skrzepliny miescita si¢ w przedziale [15-19] mm. Innych pacjentow
zaliczono do przedziatow: [20-20] (n = 52), [21-29] (n = 43), [30-35] (n = 44) oraz [36-46]
(n=18). Formalnie, rozpatrywano grubos¢ skrzepliny jako zmienng

ke[11.5,16, 20,245, 32,40]. W nawiasie podano $rodki w/w przedzialow. Grubos¢
skrzepliny byta analizowana modelem zdefiniowanym jako h[P(ILT <k|x)]=e, + ET)_(,

gdzie h jest funkcja typu logit. Do przeprowadzenia analiz wykorzystano oprogramowanie
Microsoft Excel 2010 oraz GNU Octave 3.6.4.
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4. WYNIKI

4.1. Charakterystyka badanej populacji

Po uwzglednianiu kryteriow wlaczenia i wylaczenia ostatecznie badaniami objeto 274
pacjentow 1 250 0sob z grupy kontrolnej. W Tabeli VI i VII zamieszczono kolejno statystyki
opisowe wieku i masy ciata chorych z TAB i 0s6b z grupy kontrolnej. Sredni wiek chorych

wynosit 70.1 lat, za$ $redni wiek 0s6b bez tetniaka byt rowny 68.4 lata.

Tabela VI. Wiek oséb wiaczonych do grupy chorych z tetniakiem aorty brzusznej (n=274)
i kontrolnej (n=250).

Grupa | Min | Q1 | Mediana | S, | Q3 | Max Klowyzejogos lat
Chorzy |43 |64 |71 7 176 |90 188 68.6
Kontrola | 58 63 | 67 5 |73 |84 145 58.0
Razem |43 |63 |69 7 |75 |90 333 63.5

Q1, Q3 — pierwszy i trzeci kwartyl; S, — miara zréznicowania obserwacji, im wyzsza tym wyzsze zroznicowanie;
Min — najmniejsza obserwowana warto$¢; Max — najwigksza obserwowana warto$¢.

Tabela VII. Masa ciala os6b wilaczonych do grupy chorych z tetniakiem aorty brzusznej

(n=274) i kontrolnej (n=250), w podziale na pte¢ badanych.

Grupa | Plec Min | Q1 | Mediana | S, | Q3 | Max
Kobiety 45 164 |70 1079 | 100
Chorzy | Mezczyzni |52 |70 |80 12 189 | 140
Razem 45 70 | 785 12 | 88.8 | 140
Kobiety 55 | 58565 11181.5|90
Kontrola | Mezczyzni | 55 |74 | 82 9 |90 |120
Razem 5 |74 |82 9 190 |120
Razem 45 |71 |80 11189 | 140

Q1, Q3 — pierwszy i trzeci kwartyl; S, — miara zréznicowania obserwacji, im wyzsza tym wyzsze zrdznicowanie;
Min — najmniejsza obserwowana warto$¢; Max — najwigksza obserwowana warto$é.

Parametrem najczesciej wykorzystywanym do charakteryzowania TAB, a takze do
monitorowania rozwoju choroby i ryzyka pekniecia tetniaka, jest jego maksymalna $rednica.
W prezentowanym badaniu, w celu przeprowadzenia wnikliwej oceny zaleznosci pomiedzy
badanymi polimorfizmami genetycznymi a wystapieniem TAB, zdecydowano si¢ poszerzy¢

analize o parametry uwzgledniajace osobniczg zmiennos$¢ uczestnikow badania. W tym celu
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obliczono wskaznik masy ciata, BMI, (Tabela VIII) oraz powierzchni¢ ciala, BSA, (Tabela
IX) oséb badanych. Parametry te postuzyly z kolei do wyznaczenia wskaznikéw wielkosci
aorty, BMliygex 1 ASI, 0odnoszacych $rednicg aorty do masy i powierzchni ciata uczestnikow

badania.

Tabela VIII. Wskaznik masy ciata (BMI) os6b wlaczonych do grupy chorych z tetniakiem
aorty brzusznej (n=274) i kontrolnej (n=250).

Grupa |Min | Q1 Mediana | S, | Q3 Max BM1 > 30
N | %
Chorzy | 17.28 | 24.22 | 27 3.55/30.08|459 |72 |26.3

Kontrola | 16.6 |24.92 | 27.04 3.15]29.58 | 38.74 | 57 | 22.8

Razem |16.6 | 24.57 | 27.02 3.39|29.76 | 45.9 | 129 | 24.6

Q1, Q3 — pierwszy i trzeci kwartyl; S, — miara zréznicowania obserwacji, im wyzsza tym wyzsze zrdéznicowanie;
Min — najmniejsza obserwowana warto$¢; Max — najwigksza obserwowana warto$¢.

Tabela IX. Powierzchnia ciata (BSA) 0sob wiaczonych do grupy chorych z tetniakiem aorty
brzusznej (n=274) i kontrolnej (n=250), w podziale na pte¢ badanych.

Grupa | Plec Min | Q1 Mediana | S, | Q3 Max
Kobiety 1.44 | 1.665 | 1.77 0.12 | 1.845]| 2.11
Chorzy | Mgzczyzni | 1.58 | 1.83 | 1.92 0.14 | 2.04 |2.73
Razem 1441179 |19 0.15 | 2.027 | 2.73
Kobiety 153|159 |1.66 0.16 | 1.82 |1.93
Kontrola | M¢zczyzni | 1.56 | 1.87 | 1.97 0.12 1 2.05 | 2.39
Razem 153 |1.853 | 1.96 0.13|2.05 |2.39
Razem 1.44 | 1.828 | 1.93 0.14|2.04 | 273

Q1, Q3 — pierwszy i trzeci kwartyl; S, — miara zréznicowania obserwacji, im wyzsza tym wyzsze zréznicowanie;
Min — najmniejsza obserwowana warto$¢; Max — najwigksza obserwowana warto$¢.

W Tabeli X oraz na Rycinie 13 zamieszczono porownanie §rednicy aorty w grupach
chorych mezczyzn i1 kobiet z TAB oraz z prawidlowa $rednica aorty. Przecig¢tna $rednica
tetniaka W jego najszerszym miejscu wynosita 55 mm, zaréwno w grupie kobiet jak
1 W grupie mezczyzn, z przecigtng roznicg miedzy dwoma dowolnie wybranymi osobami
wynoszacg S, = 7 mm. U trzech na czterech chorych $rednica w najszerszym miejscu tetniaka
wynosita nie mniej niz Q1 = 50 mm, a co u czwartego byta wigksza niz Q3 = 62 mm.
Natomiast w grupie kontrolnej odnotowano roéznice wynoszaca 3.9 mm mig¢dzy przecigtnymi

srednicami brzusznego odcinka aorty kobiet i m¢zczyzn, co jest wynikiem spodziewanym.
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Tabela X. Srednica aorty [mm] oséb wiaczonych do grupy chorych z tetniakiem aorty

brzusznej (n=274) i kontrolnej (n=250), w podziale na pte¢ badanych.

Grupa | Plec Min | Q1 | Mediana | S, | Q3 | Max
Kobiety 40 |50 |55 8 |60 |73
Chorzy | Megzczyzni |35 |50 |55 7 |62 |120
Razem 35 |50 |55 7 |62 |120
Kobiety 135149155 1.8 |17.1| 204
Kontrola | Mgzczyzni | 14.2 | 17.9 | 19.4 19121 |28
Razem 135 |17.6 | 194 2 120928

Q1, Q3 — pierwszy i trzeci kwartyl; S, — miara zréznicowania obserwacji, im wyzsza tym wyzsze zroznicowanie;
Min — najmniejsza obserwowana warto$¢; Max — najwigksza obserwowana warto$¢.
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Ryc. 13. Srednica aorty [mm] os6b badanych, w podziale na pte¢. Na wykresie lewym
mediany, kwartyle pierwszy 1 trzeci, obserwacje minimalne i maksymalne nieodstajace, oraz
jako osobne punkty, obserwacje odstajace w grupie chorych z TAB. Na wykresie prawym —
w grupie kontrolnej.
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Statystyki opisowe ASI, czyli $rednicy aorty w odniesieniu do powierzchni ciata,

zamieszczono w Tabeli XI oraz na Rycinie 14. Przecigtna $rednica tgtniaka w jego

najszerszym miejscu wynosita 2.86 cm/m? powierzchni ciata z przecietna réznica miedzy

dwoma chorymi wynoszaca S, = 0.42 cm/m?. Na wykresie prawym Ryciny 14 zamieszczono

oszacowane na podstawie dystrybuanty empirycznej warto$ci prawdopodobienstwa spotkania

osoby, ktorej ASI wynosilby nie wigcej niz zadana wartos¢.

Tabela XI. Srednica aorty w stosunku do powierzchni ciata, ASI [ecm/m?], w grupie chorych

Z tetniakiem aorty brzusznej (n=274) i kontrolnej (n=250).

Grupa |Min|Ql | Mediana |S, | Q3 Max
Chorzy | 1.68 |2.59 | 2.86 0.42 | 3.318 | 6.18
Kontrola | 0.71 | 0.9 | 0.97 0.11 |1.088 | 1.51

Q1, Q3 — pierwszy i trzeci kwartyl; S, — miara zré6znicowania obserwacji, im wyzsza tym wyzsze zroznicowanie;
Min — najmniejsza obserwowana warto$¢; Max — najwicksza obserwowana warto$¢.
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Ryc. 14. Srednica aorty w stosunku do powierzchni ciata, ASI [cm/m?]. Na wykresie lewym
mediany, kwartyle pierwszy i trzeci, obserwacje minimalne i maksymalne nieodstajace, oraz
jako osobne punkty, obserwacje odstajace w grupie chorych z TAB i kontrolnej. Na wykresie
prawym — dystrybuanta empiryczna ASI, pokazujaca prawdopodobiefstwo tego, ze ASI

przyjmie wartos¢ nie wieksza niz zadana.
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Natomiast w Tabeli XII i na Rycinie 15 zamieszczono statystyki opisowe $rednicy
aorty w stosunku do wskaznika masy ciata BMI. Przecigtna §rednica aorty w przeliczeniu na
BMI w grupie chorych z TAB jest 3 razy wigksza niz w grupie kontrolnej. Trzech na czterech
chorych miato ten wskaznik nie nizszy niz Q1 = 0.18 a 25% chorych nie mniejszy niz 0.24.
Podczas gdy w grupie kontrolnej 75% os6b miato te $rednice nie wigksza niz Q3 = 0.08.
Z Kkolei na wykresie prawym Ryciny 15 zamieszczono oszacowane prawdopodobienstwo
tego, ze u losowo wybranej osoby omawiany wskaznik przyjmie warto$¢ nie wigksza niz

wskazana.

Tabela XII. Srednica aorty w stosunku do BMI [emxm?/kg], w grupie chorych z tetniakiem

aorty brzusznej (n=274) i kontrolnej (n=250).
Grupa |Min|Ql | Mediana |S, | Q3 | Max

Chorzy |0.11]0.18|0.21 0.04 | 0.24 | 0.48

Kontrola | 0.04 | 0.06 | 0.07 0.01|0.08 | 0.12

Q1, Q3 — pierwszy i trzeci kwartyl; S, — miara zréznicowania obserwacji, im wyzsza tym wyzsze zréznicowanie;
Min — najmniejsza obserwowana warto$¢; Max — najwigksza obserwowana warto$¢.
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Ryc. 15. Srednica aorty w stosunku do BMI [emxm?/kg]. Na wykresie lewym mediany,
kwartyle pierwszy 1 trzeci, obserwacje minimalne 1 maksymalne nieodstajace, oraz jako
osobne punkty, obserwacje odstajace w grupie chorych z TAB i1 kontrolnej. Na wykresie
prawym — dystrybuanta empiryczna wskaznika, pokazujagca prawdopodobienstwo tego, ze
przyjmie on warto$¢ nie wigkszg niz zadana.
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Bardzo czesto w worku TAB obecna jest skrzeplina przyscienna. W Tabeli XIII i na
Rycinie 16 zamieszczono statystyki opisowe grubosci skrzepliny w grupie chorych,
w podziale na kobiety i mezczyzn. Poniewaz nie u wszystkich chorych skrzeplina
wystepowata, w tabeli zamieszczono podsumowanie grubosci u tych pacjentow, u ktorych

skrzepling stwierdzono.

Tabela XIIl. Grubo$¢ skrzepliny przysSciennej w grupie chorych, u ktorych skrzepling
stwierdzono (n=258), oraz czestos¢ chorych bez skrzepliny (n=16), w podziale na pteé
badanych.

Grupa Min | Q1 | Mediana | S, | Q3 | Max Erak skrozA)epllny
Kobiety 10 |12 |19 8 [23 |35 3 8.6
Mgzczyzni | 5 15 | 20 7 (30 |73 13 5.4
Razem 5 15 | 20 7 |30 (73 16 5.8

Q1, Q3 — pierwszy i trzeci kwartyl; S, — miara zréznicowania obserwacji, im wyzsza tym wyzsze zréznicowanie;
Min — najmniejsza obserwowana warto$¢; Max — najwigksza obserwowana warto$¢.

Przecigtna grubo$¢ skrzepliny przysciennej w grupie kobiet wyniosta 19 mm
z przecietng rdznicg miedzy dwiema kobietami wynoszaca S, = 8 mm. Grubo$¢ skrzepliny
jest zatem w tej grupie do$¢ zroznicowana. Podobne zréznicowanie grubosci skrzepliny
zaobserwowano w grupie chorych mezczyzn, u ktorych skrzeplina miata grubos$¢ przecigtnie
20 mm. Wobec takich réznic w grubosci skrzepliny miedzy dwoma dowolnie wybranymi
mezczyznami, lub migedzy dwiema dowolnie wybranymi kobietami, obserwowana rdznica
w przecigtnej grubosci skrzepliny migdzy kobietami i m¢zczyznami, wynoszaca 1 mm, jest
bez jakiegokolwiek znaczenia. U ponad 75% os6b w obu grupach grubos¢ ta byta wigksza niz
10 mm, oraz u 25% kobiet wieksza niz Q3 = 23 mm, a u 25% mezczyzn wigksza niz Q3 = 30
mm. Na 39 kobiet w grupie chorych skrzepliny nie miaty 3 kobiety, co stanowi 8.6% kobiet.
Dla poréwnania, w grupie 239 chorych me¢zczyzn skrzepliny nie stwierdzono u 13, co stanowi
5.6% mezczyzn z tetniakiem. Skrzeplina przyscienna nie wystepuje u co dwudziestego

chorego (5.8%).
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Ryc. 16. Grubo$¢ skrzepliny przy$ciennej [mm] w grupie chorych, u ktérych stwierdzono
skrzepling. Na wykresiec A — mediana, kwartyle pierwszy i trzeci, obserwacje minimalne
1 maksymalne nieodstajace, oraz jako osobny punkt, obserwacja odstajaca. Na wykresie
B — histogram grubos$ci skrzepliny. Na wykresie C — dystrybuanta empiryczna, pokazujaca
prawdopodobienstwo tego, ze grubos¢ skrzepliny przyjmie wartos¢ nie wieksza niz zadana.

W ogo6lnej charakterystyce uczestnikow badania uwzgledniono réwniez czynniki
ryzyka rozwoju TAB, wystepowanie chorob wspdtistniejacych oraz stosowang
farmakoterapi¢ (Tabela XVI). W Tabeli XIV zamieszczono liczebnosci i odsetki osob w obu
badanych grupach, u ktérych wystepowaty wymienione choroby wspdtistniejace 1 czynniki
ryzyka rozwoju TAB. Bardzo silnym czynnikiem ryzyka w genezie t¢tniaka aorty brzusznej
jest palenie tytoniu. Osoba palagca ma OR = 7.94 razy wigcej Szans na rozwdj tetniaka niz
osoba niz osoba niepalgca. Biorac pod uwage przedzial ufnosci C195%(5.23; 12.7), szansa ta

prawie na pewno jest 5 — krotnie wigksza.
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Tabela XIV. Poréownanie wystgpowania chorob wspoétistniejgcych i czynnikow ryzyka
w grupie chorych z tetniakiem aorty brzusznej (n=274) i kontrolnej (n=250).

Grupa Chorzy Kontrola

Chorob_y _wspélistniejace Nie | Tak | % Tak | Nie | Tak | % Tak OR Cl195%
i czynniki ryzyka

Incydent mézgowo-naczyniowy | 250 | 24 | 8.8 237 |13 | 5.2 1.75|0.87 | 3.52
Cukrzyca typu 2 221 |53 | 193 |211(39 |156 1.30{0.82 | 2.04
Nadcisnienie tetnicze 59 | 215|785 89 | 161 |64.4 2.01|1.37 297
Zawal serca 204 |70 | 255 22228 |11.2 |272|1.69|4.39
Dyslipidemia 101 | 173 | 63.1 131 | 119 | 47.6 1.89 | 1.33 | 2.67
Choroby nerek 232 142 | 153 213 | 37 |14.8 1.04 | 0.65 | 1.68
Przepuklina 232 |42 | 15.3 180 | 70 |28 0.47 1 0.30 | 0.72
Weczesne powiktania pooperacyjne | 249 | 25 | 9.1 - - - - - -
Palenie tytoniu 111|163 595 |[211|39 |[156 |7.94|5.23|12.07

OR — odds ratio, iloraz szans; grupa chorych z TAB przyjeta jako grupa badana; C195% — przedziat ufno$ci dla
ilorazu szans na poziomie ufnosci 1-0=0.95.

U kazdej osoby przeanalizowano wspolwystgpowanie gtownych czynnikow ryzyka
rozwoju TAB: pte¢ meska, palenie tytoniu, wiek powyzej 65 roku zycia, otylos¢ (BMI>30),
nadci$nienie tetnicze i dyslipidemig. W tym celu zliczono liczbg wystepujacych czynnikow
ryzyka. Liczba ta moze przyjmowaé wartosci od zera do szeSciu wlacznie. Rozklad liczby

czynnikow ryzyka w obu badanych grupach zamieszczono w Tabeli XV.

Tabela XV. Rozktad liczby czynnikow ryzyka rozwoju tetniaka aorty brzusznej (analizowane
czynniki to: pte¢ meska, palenie tytoniu, wiek powyzej 65 roku zycia, otytos¢ (BMI>30),
nadci$nienie tetnicze 1 dyslipidemia), gdzie ,,0” oznacza brak czynnikéw ryzyka a ,,6”
wystepowanie wszystkich sze$ciu czynnikow ryzyka rozwoju tetniaka aorty brzuszne;.

Sumaczynnikéw [ 0 | 1 | 2 3 4 5 6 | Razem Meglana
n
N 1 |4 |25 |56 |112 |62 |14 | 274 )
Chorzy | % 0415|901 | 204409226 |51 | 100% | oo~
skum. % 0.4 [ 1.9 |11 |31.472.3|94.9 | 100% | - "
N 0 [25 (53 |85 |63 |22 |2 | 250 )
Kontrola | % 0 |10 212 |34 [25288 [08 |100% | g0
skum. % |0 | 10 | 31.2 | 65.2] 90.4 | 99.2 | 100% | - “
OR = 4.03; CI95%(2.89; 5.59)

skum. % — procent 0s6b skumulowany.
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W grupie 274 chorych najwiecej osob miato 4 rdzne czynniki ryzyka i osoby te
stanowity 40.9% osob w tej grupie. Natomiast w grupie kontrolnej 25.2% oséb miato 4
czynniki ryzyka rozwoju TAB. Najwigcej oséb w grupie kontrolnej mialo 3 rézne czynniki
ryzyka 1 stanowily one 34% os6b w tej grupie. W Tabeli XV podano takze odsetki
skumulowane liczby osob, ktoére mialy co najwyzej okreslong liczb¢ czynnikéw ryzyka.
W grupie chorych osoby, ktore miaty co najwyzej 4 czynniki ryzyka, stanowily tacznie 72.3%
0sO6b w tej grupie. Za§ w grupie kontrolnej osoby takie stanowity az 90% wszystkich os6b

w tej grupie.

Tabela XVI. Liczebnosci 1 czestosci osob stosujacych okreslone leczenie farmakologiczne
w obu badanych grupach.

Grupa Chorzy Kontrola
Leczenie Nie | Tak | %Tak | Nie | Tak | %Tak
Statyny 112|162 [ 59.1 | 161 |89 |35.6
Insulina 225149 | 179 |218 |32 |1238
przeciw HTA 86 |188 |68.6 | 113|137 |54.8
ASA 159 | 115 (420 | 178 |72 | 28.8
Beta-blokery 165|109 | 39.8 | 163 |87 |34.8
ACE-I 161|113 (412 | 174|176 |304
ARB 258 |16 |5.8 237 |13 |5.2
Diuretyki 218 |56 | 20.4 |[220]30 |12.0
CCB 195|179 |288 |204 |46 |184
mono HTA 206 | 68 | 248 |204 |46 |18.4
kombi HTA 156 | 118 [ 43.1 | 163 |87 | 34.8
przeciwzakrzepowe | 224 |50 |18.2 (23119 |7.6

przeciw HTA — leczenie farmakologiczne nadcisnienia tetniczego; ASA — kwas acetylosalicylowy; beta-blokery
— leki blokujace receptory beta-adrenergiczne; ACE-1 — inhibitory konwertazy angiotensyny; ARB — antagonisci
receptora angiotensyny; CCB — blokery kanalow wapniowych; mono HTA - leczenie farmakologiczne
nadci$nienia t¢tniczego jednym lekiem; kombi HTA — leczenie farmakologiczne nadci$nienia tetniczego wiecej
niz jednym lekiem; przeciwzakrzepowe — w tym rowniez ASA
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4.2. Wyniki oznaczen polimorfizmoéw genetycznych

4.2.1. Polimorfizm 1858C/T genu PTPN22

Analizujac wyniki genotypowania polimorfizmu 1858C/T PTPN22 wykazano, ze

rozktad genotypow w grupie chorych znaczaco odbiega od rozktadu, ktérego nalezatoby

oczekiwaé, gdyby locus znajdowato sie rownowadze Hardy’ego-Weinberga (p = 0.0011).

Wspotczynnik f = 0.22 wskazuje na niedobor heterozygot w tej grupie. Jednocze$nie W grupie

kontrolnej to miejsce polimorficzne znajduje si¢ w niemalze idealnej rownowadze

(f = 0.016). Czestosci poszczegdlnych genotypoéw i alleli przedstawiono w Tabeli XVII.

Wsrod wszystkich uczestnikow badania najczgsciej wystgpujacym genotypem byl CC, bez

wzgledu na obecnos¢ TAB.

Tabela XVII. Czgstos¢ wystepowania genotypow i alleli polimorfizmu PTPN22 1858C/T
w grupie badanej i kontrolne;j.

PTPN22 1858C/T | -=nor2Y Kontrola

n % n %
CC 220 80.3 186 74.4
CT 44 16.1 59 23.6
TT 10 3.6 5 2.0
Razem 274 100% 250 | 100%
Zgodno$¢ z rozktadem | %=1 = 13.45 Yiss=1 = 0.016
Hardy’ego-Weinberga | p = 0.0011 p =0.899
Miara odstgpstwa f=022 f=0.008
rozktadu genotypow
od rozktadu C195% C195%
Hardy’ego-Weinberga | 0-061; 0.38 -0.11; 0.14
Genotypy CcC CT TT
Chorzy 220 44 10
Kontrola 186 59 5
OR 1 0.63 1.61
Cl195% - 0.41;0.98 | 0.57; 4.61
Yiss=1 = 4.71; p = 0.0299
Allele Chorzy Kontrola

n % n %
C 484 88.3 431 86.2
T 64 11.7 69 13.8
Razem 548 100% 500 100%

* Genotyp CC jako grupa odniesienia.
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4.2.2. Polimorfizm -1123G/C genu PTPN22

W Tabeli XVIII zamieszczono wyniki analizy miejsca polimorficznego -1123G/C
w genie PTPN22. Rozktad genotypow w grupie chorych odbiega od rozktadu, ktorego
nalezalo by oczekiwa¢, gdyby locus bylo w rownowadze Hardy’ego-Weinberga.
Wspotczynnik f = 0.13 dla tej grupy wskazuje na niedobor heterozygot. Analiza rozktadu
genotypéw w grupie kontrolnej nie dostarcza zadnych przestanek do twierdzenia, ze locus
w tej grupie osOb nie jest w rownowadze Hardy’ego-Weinberga (f = 0.024). Zaréwno

w grupie badanej jak i kontrolnej najczesciej obserwowano genotyp CG.

Tabela XVIII. Czegstos¢ wystgpowania genotypow i alleli polimorfizmu PTPN22 -1123G/C
w grupie badanej i kontrolnej.

PTPN22 -1123G/C  |-=norzy Kontrola

n % n %
GG 171 62.4 147 58.8
GC 83 30.3 88 35.2
CC 20 7.3 15 6
Razem 274 100% 250 | 100%
Zgodnos¢ z rozktadem x2|ss=1 =4.62 x2|55=1 =0.14
Hardy’ego-Weinberga | p = 0.0243 p=0.7226
Miara odstgpstwa f=0.13 f=0.024
rozktadu genotypow
od rozktadu C195% CI95%
Hardy’ego-Weinberga | 0-003; 0.26 -0.1;0.15
Genotypy GG GC cc
Chorzy 171 83 20
Kontrola 147 88 15
OR 1 0.81 1.14
Cl195% - 0.56; 1.18 | 0.57; 2.28
Yiss=1 = 1.43; p = 0.2314
Allele Chorzy Kontrola

n % n %
G 425 77.6 382 76.4
C 123 22.4 118 23.6
Razem 548 100% 500 100%

* Genotyp GG jako grupa odniesienia.
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4.2.3. Polimorfizm 49A/G genu CTLA-4

Porownujgc czestosci genotypow i alleli przedstawione w Tabeli XIX mozna

stwierdzi¢, ze nie ma dowodow na to, by polimorfizm 49A/G w genie CTLA4 miat zwigzek

z wystepowaniem tetniaka aorty brzusznej (y’iss=1 = 1.43; p = 0.2314). Nie zaobserwowano

istotnych statystycznie roznic w dystrybucji genotypoéw pomiedzy badanymi grupami.

Tabela XIX. Czgstos¢ wystepowania genotypdéw i alleli polimorfizmu CTLA-4 49 A/G
w grupie badanej i kontrolnej.

CTLA 49A/G Chorzy Kontrola

n % n %
AA 121 44.2 94 37.6
AG 114 41.6 117 | 46.8
GG 39 14.2 39 15.6
Razem 274 100% 250 | 100%
Zgodnos¢ z rozktadem x2|ss=1 =2.03 lesszl =0.067
Hardy’ego-Weinberga | p = 0.1821 p =0.7881
Miara odstepstwa f=0.086 f=0.016
rozktadu genotypow
od rozktadu C195% CI195%
Hardy’ego-Weinberga -0.03; 0.204 -0.11;0.11
Genotypy AA AG GG
Chorzy 121 114 39
Kontrola 94 117 39
OR 1 0.76 0.78
Cl95% - 0.52;1.1|0.46;1.3
Yiss=1 = 1.43; p = 0.2314
Allele Chorzy Kontrola

n % n %
A 356 65 305 |61
G 192 35 195 | 39
Razem 548 100% 500 | 100%

* Genotyp AA jako grupa odniesienia.
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4.2.4. Polimorfizm -455G/A genu FGB

W Tabeli XX zamieszczono wyniki analizy czestosci genotypow i alleli w miejscu

polimorficznym -455G/A genu FGB. Czg¢sto$¢ homozygoty GG w grupie chorych z TAB

wyniosta 55.1%, a w grupie kontrolnej 57.6%. Obserwowany rozktad czgsto$ci genotypow

w grupie chorych nie odbiega od rozktadu oczekiwanego z rownowagi Hardy’ego-Weinberga

(p = 0.8687). W grupie kontrolnej natomiast czestosci genotypow w sposob nieprzypadkowy

odbiegajg od czestosci oczekiwanej z rownowagi H-W (p = 0.0199), poniewaz wspotczynnik

f, bedacy miarg odstgpstwa rozktadu czestosci genotypow od rozktadu H-W wynosi f = 0.147

1 wskazuje na niedobor heterozygot. Czgstosci kazdego allelu w obu grupach sa niemal takie

same.

Tabela XX. Czgstos¢ wystgpowania genotypow i alleli polimorfizmu FGB -455G/A w grupie

badanej i kontrolne;j.

Chorzy Kontrola
FGB -455G/A - % - %
GG 151 55.1 144 | 57.6
GA 106 38.7 82 32.8
AA 17 6.2 24 9.6
Razem 274 100% 250 | 100%
Zgodnos¢ z rozktadem x2|ss=1 =0.078 x2|55=1 =5.45
Hardy’ego-Weinberga | p = 0.8687 p =0.0199
Miara odstepstwa f=-0.017 f=0.147
rozktadu genotypow
od rozktadu C195% C195%
Hardy’ego-Weinberga -0.13; 0.1 0.012; 0.28
Genotypy GG GA AA
Chorzy 151 106 17
Kontrola 144 82 24
OR 1 1.23 0.68
Cl95% - 0.85;1.78 | 0.35; 1.31
viss=1 = 0.026; p = 0.8710
Allele Chorzy Kontrola

n % n %
G 408 74.5 370 74
A 140 25.5 130 26
Razem 548 100% 500 | 100%

* Genotyp GG jako grupa odniesienia.
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4.2.5. Polimorfizm -438G/A genu TAFI

Analiza wynikow genotypowania miejsca polimorficznego -438G/A genu TAFI, ktorej

wyniki przedstawiono w Tabeli XXI, nie daje podstaw do twierdzenia, Ze istnieje zwigzek

miedzy genotypem w tym miejscu a zachorowaniem na tetniaka aorty brzusznej

(oiss=1 = 1.95; p = 0.1625).

Tabela XXI. Czgsto$¢ wystepowania genotypoéw i alleli polimorfizmu TAFI -438 G/A
w grupie badanej i kontrolne;j.

Chorzy Kontrola
TAFI -438 G/A o % o %
GG 170 62 144 | 57.6
GA 94 34.3 90 36
AA 10 3.6 16 6.4
Razem 274 100% 250 | 100%
Zgodnos¢ z rozktadem x2|ss=1 =0.46 x2|55=1 =0.15
Hardy’ego-Weinberga | p = 0.5914 p=0.7303
Miara odstgpstwa f=-0.04 f=0.02
rozktadu genotypow
od rozktadu C195% C195%
Hardy’ego-Weinberga | -0-15; 0.08 -0.09; 0.15
Genotypy GG GA AA
Chorzy 170 94 10
Kontrola 144 90 16
OR 1" 0.88 0.54
Cl95% - 0.62;1.27 | 0.24;1.21
Yiss=1 = 2.1; p = 0.1473
Allele Chorzy Kontrola

n % n %
G 434 79.2 378 | 75.6
A 114 20.8 122 24.4
Razem 548 100% 500 | 100%

* Genotyp GG jako grupa odniesienia.
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Dodatkowo, oprocz genotypowania miejsca polimorficznego -438G/A TAFI,
przeprowadzono takze ocen¢ aktywnosci produktu biatkowego genu TAFI, aTAFI. W Tabeli
XXII zamieszczono statystyki opisowe aktywnosci TAFI, wyrazonej W procentach,
w zaleznosci od genotypu TAFI w polimorfizmie -438G/A oraz tacznie, w grupie chorych

i kontrolnej.

Tabela XXII. Aktywno$¢ produktu genu TAFI, aTAFI [%], w zalezno$ci od genotypu TAFI
-438G/A w grupie chorych z TAB i kontrolnej oraz ¥gcznie dla catej populacji badane;.

Grupa AA AG GG Razem

52.35 57.06 57.46 57.13

Chorz (10.55) (10.85) (10.81) (10.81)
y [32.3-64.4] | [31.4-82.1] | [30.1-83.2] | [30.1-83.2]

n=10 n=94 n=165 n=269

55.41 61.84 65.89 63.77

(6.93) (10.39) (13.02) (12.14)
Kontrola | rys 5.69.7] | [38-84.3] | [35.2-95.9] | [35.2-95.9]

n=16 n=89 n=144 n=249

54.23 59.38 61.39 60.32

Razem (8.44) (10.87) (12.59) (11.93)
[32.3-69.7] | [31.4-84.3] | [30.1-95.9] | [30.1-95.9]

n=26 n=183 n=309 n=518

W tabeli podano $rednie, (odchylenia standardowe), [zakresy] i liczebnosci proby.

Srednia aktywno$¢ TAFI w grupie chorych z genotypem AA wyniosta 52.35%
z odchyleniem standardowym wynoszacym SD = 10.55%. Srednia aktywno$¢ w grupie
chorych o genotypie GG wyniosta za§ 57.46%, a wigec o okoto 5 punktow procentowych
wiecej niz w grupie homozygot AA. W grupie osob kontrolnych o genotypie AA $rednia
aktywno$¢ byta rowna 55.41%, natomiast w grupie kontrolnych homozygot GG byta o 10
punktow procentowych wyzsza i wyniosta 65.89%. Roznice w aktywnosci TAFI

zaprezentowano takze na Rycinie 17.
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Ryc. 17. Aktywnos$¢ produktu genu TAFI [%], w zaleznosci od genotypu TAFI-438G/A
i grupy badanej. Na wykresie lewym mediany, kwartyle pierwszy i trzeci, obserwacje
minimalne i maksymalne w grupie chorych z TAB. Na wykresie prawym — w grupie
kontrolnej.

W Tabeli XXIIl zamieszczono podsumowanie modelu, ktory najlepiej opisuje

zalezno$¢ migdzy poziomem aktywnosci TAFI a genotypem i grupg badana.

Tabela XXIII. Zalezno$¢ migdzy aktywnoscig TAFI a genotypem TAFI -438G/A i t¢tniakiem
aorty brzusznej.

Zmiana
Zmienna | w Sredniej aktywnosci | C195% p-warto$¢
TAFI
AllelG | +5.78 2.56 | 8.99 | 0.0005
Kontrola | +6.87 4.91 | 8.83 | <0.0001
Fs.514 = 19.6; p < 0.0001
R®=0.097

Srednia aktywno$¢ roénie wraz ze wzrostem liczby alleli G w genomie tak, ze
z kazdym kolejnym allelem G $rednia aktywno$¢ wzrasta o 5.78 punktow procentowych

(Ryc. 18). Przedziat ufnosci dla tej roznicy pokazuje, ze w rzeczywisto$ci moze to by¢ nawet
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9 punktéw procentowych i prawie na pewno nie mniej niz 2.56 punktéw procentowych.
Opisana zalezno$¢ dotyczy w takim samym stopniu osob z chorych z TAB jak i osob
kontrolnych (p = 0.1573). Tak wiec roznica w aktywnosci TAFI miedzy heterozygota GA
1 homozygota AA wynosi tyle samo, co migdzy homozygota GG a heterozygota GA. Nie ma
dowoddw, aby opisana zalezno$¢ nie byta liniowa (p = 0.1735). Srednia aktywno$¢ TAFI jest
wicksza w grupie kontrolnej $rednio o 6.87 punktéw procentowych w poréwnaniu z grupa
chorych z TAB i dotyczy to w takim samym stopniu kazdego z trzech genotypoéw. Nie ma
dowodow, aby réznica migdzy chorymi i1 kontrolg byta inna w zaleznosci od genotypu TAFI

(p = 0.1573).

aTAFI [%]

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

——- Chorzy
7 —— Kontrola

0

AA GA GG
-438 G>A

Ryc. 18. Srednie poziomy aktywnosci TAFI w zaleznosci od genotypu TAFI -438G/A w obu
badanych grupach.

4.3. Srednica aorty

Srednica brzusznego odcinka aorty w grupie kontrolnej oraz najwieksza $rednica
tetniaka w grupie chorych zalezg od czynnikow antropomorficznych, tzn. od wskaznika masy
ciala, BMI, 1 od powierzchni ciala ludzkiego, BSA. Dlatego w analizie zalezno$ci miedzy

rozwazanymi polimorfizmami genetycznymi a $rednicg aorty/t¢tniaka aorty postuzono si¢
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wskaznikiem wielko$ci aorty ASI, ktory wyraza $rednice naczynia [cm] w stosunku do
powierzchni ciata [rnz] oraz wskaznikiem BMI jngex, ktory wyraza $rednice [cm] w stosunku
do BMI [kg/m?]. Oba wskazniki sa ze soba wysoko dodatnio skorelowane (wspdtczynnik
korelacji liniowej miedzy nimi wynosi r = 0.87), dlatego zostaly poddane tgcznej analizie
jako zmienna dwuwymiarowa d’'=(ASI,BMI,,. )eR?, opisujaca odpowiednio srednice
aorty w grupie kontrolnej i $rednice t¢tniaka aorty brzusznej w grupie chorych. Tak wyrazona
$rednica, d’, koreluje z kilkoma zmiennymi antropometrycznymi i klinicznymi, wiec
ewentualne zaleznoéci miedzy d'a polimorfizmami genetycznymi byly analizowane przy
uwzglednieniu tych korelacji. Wyniki analizy d’w grupie chorych zamieszczono w Tabeli

XXIV. Z kolei w Tabeli XXV zamieszczono wyniki analizy zwigzku miedzy $rednica aorty

brzusznej, wyrazong zmienng d’ , @ polimorfizmami genetycznymi w grupie kontrolnej.

Tabela XXIV. Zalezno$¢ pomigdzy $rednicg tetniaka aorty, d’, a czynnikami klinicznymi
I genetycznymi u chorych z TAB. W tabeli podano procentowg roznice w $rednicy dla danej
sktadowejd’, tzn. dla ASl i dla BMI jhgex, W stosunku do grupy odniesienia.

oy .. AS' BMIindex
Czynniki kliniczne ——— — - wartosé
i antropometryczne Roznica C195% Roznica C195% pillai | P
% %

Mezczyzna -8.60 -13.86 | -3.02 | 1.20 -6.29 |9.29 |0.131 | <0.0001
Wiek 0.37 0.13 |0.61 |0.43 0.14 |0.71 |0.037 | 0.0073
Palenie 4.43 -0.09 [9.15 |421 -1.14 |9.86 |0.017 | 0.1085
Nadci$nienie -4.36 9.40 |097 |-7.67 -13.35 | -1.63 | 0.036 | 0.0085
Cukrzyca typu 2 -1.40 -6.79 | 430 |-7.23 -13.26 | -0.78 | 0.055 | 0.0007
Choroby nerek 7.50 0.72 | 14.74 | 5.44 -2.25 |13.73 | 0.027 | 0.0270
Polimorfizmy SR | Cl95% SR | Cl95%6 dowa | p-wartosé
FGB " GA |3.72 -6.47 |15.01 |5.32 -6.21 | 18.28

0.008 | 0.717
-455G/A GG |3.68 -6.42 | 14.88 | 6.30 -5.13 | 19.12
PTPN22 CT -1.46 -6.40 | 3.75 -1.94 -7.54 |4.01 0.023 | 0.190
1858 C/T TT |-1055 |-18.78|-1.48 |-14.75 | -24.08 | -4.26
PTPN22 GC |5.39 -3.17 | 14.70 | 4.83 -6.28 | 17.26 0.027 | 0.131
-1123G/IC | GG | 4.24 -3.95 | 13.14 | 6.95 -3.97 |19.12
CTLA-4 GA |1.98 229 |6.43 |4.23 -1.22 19.99

0.016 | 0.399
49 AIG GG |-1.95 -8.03 | 453 |-0.87 -7.78 | 6.55

GA |9.29 -0.28 | 19.78 | 10.20 -1.99 | 23.90

TAFI 0.010 | 0.629
-438 G/A GG |7.14 -1.85 | 16.94 | 7.52 -4.06 | 20.50

. Przyktadowo: genotyp AA jako grupa odniesienia.
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Tabela XXV. Zalezno$¢ pomiedzy $rednicg aorty,d’, a czynnikami klinicznymi
I genetycznymi w grupie kontrolnej. W tabeli podano procentowa réznice w $rednicy dla
danej sktadowej d’, tzn. dla ASI i dla BMI jngex, W Stosunku do grupy odniesienia.

Czynniki kliniczne ASI . B'Y!I index o | powartosé
i antropometryczne Roznica C195% Réznica C195% pillai | P-wartosc
% %

Mgzczyzna 2.12 -5.71 | 10.59 | 15.08 4.47 26.77 ] 0.068 | 0.0002
Palenie 3.39 -1.15 |1 8.14 | 1.34 -4.03 | 7.01 |0.012 | 0.2464
Nadcis$nienie -0.13 -3.45 |3.31 |-3.20 -7.09 | 0.85 | 0.039 | 0.0085
Cukrzyca typu 2 -2.22 -6.40 | 2.15 | -6.81 -11.62 | -1.73 1 0.041 | 0.0071
Polimorfizmy };:’Z‘“ca C195% 50‘”“‘“ C195% douai | p-wartosé
FGB~ GA -4.51 977 | 105 | -4.19 -10.53 | 2.60

0.043 | 0.0368
-455G/A GG -7.02 -11.93 | -1.83 | -8.47 -14.28 | -2.26

CT 0.32 -3.43 |1 4.21 | -1.40 -5.84 | 3.24

PTPN22 0.014 | 0.495
1858 C/T TT -1.43 -11.89 | 10.27 | -7.02 -18.81 | 6.50
PTPN22 GC 2.12 -495 1971 | 7.60 -1.28 | 17.29 0.031 | 011
-1123 G/C GG 2.67 -4.23 | 10.06 | 9.56 0.78 19.12 ' '
CTLA-4 GA -0.36 -3.78 | 3.18 | -2.94 -6.94 | 1.22 0.03 | 0128
49 AIG GG 2.74 -205 | 7.76 | 2.96 -2.79 | 9.06 ' '
TAFI GA 2.05 -467 |9.24 | 3.19 -4.99 12.08

0.005 | 0.894
-438 G/A GG 2.97 -3.58 |1 9.96 | 3.93 -4.02 12.55

" Przyktadowo: genotyp AA jako grupa odniesienia.

W analizie zwigzkow pomiedzy S$rednica aorty osOb z grupy kontrolnej
a polimorfizmami genetycznymi uwzgledniono, podobnie jak w przypadku grupy chorych,
informacj¢ o paleniu tytoniu mimo, ze nie ma przekonujacych dowodow na zwiazek palenia
ze $rednicg aorty prawidlowej (Apiiai = 0.012; p = 0.2464). Osoby chorujace na cukrzyce typu
2 maja mniejszg Srednice aorty prawidtowej niz osoby bez cukrzycy (Apiai = 0.041,
p =0.0071). Zwigzek ten ujawnia si¢ w tym, ze $rednia warto$¢ wskaznika BMIingex W grupie
0sOb z cukrzycg jest o okoto 7% nizsza w poroOwnaniu ze $rednig wartoscig tego wskaznika
w grupie osob bez cukrzycy. Przedzial utnosci C195% pokazuje jednak, ze prawie na pewno
nie jest to wiecej niz 11%. Opisang zalezno$¢ prawdopodobnie nalezy tlumaczy¢ tym, ze
czynnikiem ryzyka w cukrzycy typu 2 jest wysokie BMI. Tak wigc nawet jesli sama $rednica
aorty nie ma zwiazku z cukrzyca 2, to osoby z cukrzyca maja Srednio wyzsze wskazniki masy

ciata, BMI, a tym samym nizsze wartosci wskaznika $rednicy aorty, tj. BMIjygex.
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Analiza zwigzku polimorfizmow genetycznych ze S$rednicg aorty prawidlowej
wykazata, ze polimorfizm -455G/A w genie FGB ma zwiazek ze $rednicg aorty (Apijai =0.043;
p=0.0368). Zwiazek ten polega na tym, ze wraz ze wzrostem liczby alleli G w genomie
srednica aorty maleje. Z kazdym allelem G $rednia wartos¢ wskaznikow ASI 1 BMlingex
maleje o okoto 4%. Srednia wartos¢ ASI w grupie heterozygot GA jest o 4.51% nizsza
w porownaniu ze $rednig warto$cig ASI w grupie homozygot AA, a §rednia warto$¢ BMIingex
w grupie heterozygot jest nizsza o 4.19%. Jednoczesnie Srednia wartos¢ ASI w grupie
homozygot GG jest 0 7% nizsza w porownaniu ze $rednig wartoscig ASI w grupie homozygot
AA, a $rednia warto$¢ BMlingex W grupie GG jest nizsza o 8.47% w porownaniu ze $rednig
w grupie AA. Tak wiec ludzie o genotypie AA w tym miejscu polimorficznym charakteryzuja
si¢ wyzsza Srednicg aorty prawidlowej w poréwnaniu do o0séb o genotypach GA i GG.
Tymczasem zalezno$ci miedzy genotypem FGB -455G/C a $rednicg tetniaka w grupie osob
chorych nie stwierdzono. Poréwnanie tych zaleznosci w grupie chorych i kontrolnej

zilustrowano takze na Rycinach 19 i 20.
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Ryc. 19. Zalezno$¢ pomigdzy Srednica tetniaka aorty w grupie chorych oraz $rednicg tetnicy
prawidtowej, wyrazonych jako ASI [cm/m?], a genotypem w polimorfizmie -455G/C genu
FGB.
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Ryc. 20. Zalezno$¢ pomigdzy Srednica tetniaka aorty w grupie chorych oraz $rednica tetnicy
prawidtowej, wyrazonych jako BMIingex [cmxm?®/kg], @ genotypem w polimorfizmie -455G/C
genu FGB.

Nie znaleziono dowodow na to, aby pozostate polimorfizmy mialy zwigzek ze
srednicg tetniaka aorty w grupie chorych i ze $rednicg aorty prawidtowej w grupie kontrolne;.
Srednica tetniaka nie ma takze zwigzku z aktywnoscig produktu genu TAFI, aTAFI (Apinai =
0.017; p = 0.1046), podobnie jak $rednica aorty prawidtowej (Apiji = 0.014; p = 0.1941).

4.4. Skrzeplina przyScienna

W Tabeli XXVI zamieszczono wyniki analizy zalezno$ci migdzy polimorfizmami
genetycznymi a grubo$cig skrzepliny przysciennej w worku tetniaka. Z uwagi na to, ze
zmierzona grubos$¢ skrzepliny jest cecha quasi dyskretna, przyjmujaca tylko kilkanascie
roznych wartos$ci, pacjentow podzielono na 6 roztagcznych grup. Do pierwszej grupy zaliczono
n = 47 pacjentow, ktorych grubo$¢ skrzepliny miescita si¢ w przedziale domknietym [10-14]

mm, do drugiego przedzialu wiaczono n = 48 pacjentéw, ktorych grubos$¢ skrzepliny
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miescita si¢ w przedziale [15-19] mm. Kolejnych pacjentéw zaliczono do przedziatow: [20-
20] (n =52), [21-29] (n = 43), [30-35] (n = 44) oraz [36-46] (n=18). Na skutek wprowadzenia
tego  podzialu, formalnie rozpatrywano  grubo$¢  skrzepliny jako  zmienng

ke [11.5, 16, 20, 24.5, 32, 40]. W nawiasie podano $rodki utworzonych przedziatow.

Tabela XXVI. Zalezno$¢ pomiedzy gruboscig skrzepliny przy$ciennej w worku tetniaka
a czynnikami klinicznymi i genetycznymi.

Czynniki Kkliniczne

0 2 _ 7z
i antropometryczne | OR | €199%0 K lss=2 | P-wartosc
ASI 6.46 | 3.95 | 10.74 | 57.72 | <0.0001
Mezczyzna 3.67 | 183|750 |13.62 | 0.0002
Polimorfizmy o 5 ] L,
genetyczne OR | CI95% Liss=2 | P-wartosé
FGB~ GA |1.33|0.53|3.38
-455G/A GG |1.24]0.50] 3.08 040 108202
PTPN22 CT |063]|0.34]1.16 5908 | 02257

1858 C/T TT |052)|0.14|1.88

PTPN22 GC |1.38]051|3.77

1123G/C [ GG | 229|089 599 |~ | 902
CTLA4  |GA | 104065168

49 A/G GG | 072|035 148 | 1% |09
TAFI GA [041[011[145 |, |\ seer

-438 G/A GG |041|0.12|1.40

" Przyktadowo: genotyp AA jako grupa odniesienia.

W tabeli podano szansg tego, ze grubos¢ skrzepliny bedzie wynosita nie mniej niz
ke [11.5, 16, 20, 24.5, 32, 40] milimetréw, w stosunku do grupy odniesienia.

Grubos¢ skrzepliny jest zwigzana ze $rednicg tetniaka, wyrazong jako wskaznik ASIL
Jezeli warto§¢ wskaznika ASI wzroénie o 1 cm/m? to szansa tego, ze grubo$¢ skrzepliny
bedzie nie mniejsza niz k rosnie OR = 6.46 razy dla kazdego k € [11.5,16, 20,245, 32, 40].
Szansa tego, ze osoba, ktorej wskaznik wielko$ci tetniaka aorty wynosi ASI = 2.5 bedzie
miata skrzepling o grubosci nie mniejszej niz kK = 16 jest OR = 6.46 razy wigksza niz szansa
tego zdarzenia u osoby, ktorej ASI = 1.5. Przeprowadzona analiza pozwala stwierdzi¢, ze im
wigksza $rednica tetniaka (wyrazona jako zmienna ASI) tym grubsza skrzeplina przys$cienna
(2iss=2 = 57.72; p < 0.0001).

Kolejna zmienng zwigzana z gruboscia skrzepliny jest ple¢ (xlss=2 = 13.62;
p = 0.0002). Grubos¢ skrzepliny u mezczyzny jest wieksza niz u kobiety o tej samej srednicy

tetniaka (wyrazonej jako ASI). Przyktadowo, mezczyzna, ktorego wskaznik ASI = 1.5 ma
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OR = 3.67 razy wigcej szans na to, by grubos¢ jego skrzepliny byta nie mniejsza od k = 24.5
mm niz kobieta, majaca takg samg warto$¢ wskaznika ASI. Przedziat ufnos$ci dla tego ilorazu
szans wynosi Cl95% (1.83; 7.50), tak wigc prawie na pewno szanse mezczyzny nie sg
mniejsze niz OR = 1.83 krotnie, a nie wykluczone, ze sg nawet OR = 7.5 razy wigksze niz
szanse kobiety o tym samym wskazniku ASI. Zaobserwowana zalezno$¢ dotyczy kazdej

grubosci skrzepliny K € [11.5,16, 20,245, 32, 40]. Natomiast nie wykazano zwigzku zadnego

Z wariantéw polimorficznych badanych gendéw z grubos$cia skrzepliny.
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5. OMOWIENIE WYNIKOW I DYSKUSJA

Poczatki koncepcji czynnikoOw ryzyka rozwoju chorob siggajg roku 1948, kiedy to
z inicjatywy Narodowego Instytutu Chorob Serca (National Heart Institute, obecnie noszacy
nazwe¢ Narodowego Instytutu Chordb Serca, Pluc i Uktadu Krwionosnego, National Heart
Lung and Blood Institute) rozpoczeto si¢ jedno z najbardziej uznawanych badan
epidemiologicznych w dziejach medycyny — Framingham Heart Study (FHS). Pierwszym
opisanym czynnikiem wplywajagcym na rozwdj chordb serca bylo palenie papierosow.
Istnienie jako$ciowego zwigzku pomigdzy stezeniem cholesterolu w osoczu krwi,
nadci$nieniem tg¢tniczym 1 nieprawidtowosciami w aktywnos$ci elektronicznej serca
a wystgpieniem choroby niedokrwiennej serca opublikowano juz w 1957 roku. Natomiast
ilosciowg analize¢ tych parametrow przedstawiono 4 lata pdzniej. Wtedy tez sformutowano
pierwsza definicj¢ czynnika ryzyka, zgodnie z ktoérg jest to element, ktory wyprzedza
ujawnienie si¢ choroby 1 zwicksza prawdopodobienstwo jej rozwoju. Zaobserwowano
rowniez addytywny wpltyw czynnikow ryzyka na rozwdj chorob serca. Zidentyfikowane
w FHS czynniki, wowczas przetomowe, dzi§ s3 zaliczane do tzw. klasycznych czynnikow

ryzyka chorob sercowo-naczyniowych (Dawber i wsp., 1957, Kannel i wsp., 1961).

Tworzac charakterystyke grupy uczestniczacej w badaniu, przeprowadzono analize
wplywu czynnikéw ryzyka na rozwd) TAB. W ocenie uwzglgdniono parametry,
zidentyfikowane w licznych badaniach epidemiologicznych jako czynniki ryzyka wystapienia
tetniaka, takie jak: ple¢ meska, palenie tytoniu, wiek powyzej 65 roku zycia, otytos¢
(BMI>30), nadci$nienie tetnicze 1 dyslipidemia. Uzyskane wyniki potwierdzity dobrze juz
udokumentowany w piSmiennictwie fakt wspohistnienia u chorych kilku czynnikow ryzyka
oraz to, ze skumulowany wptyw tych czynnikow zwigksza ryzyko zapadalnosci na tetniaka.
Poréwnujac grupe badang i kontrolng zaobserwowano, ze szansa uniknigcia TAB u 0soby,
ktora ma co najwyzej k czynnikow ryzyka jest OR = 4.03 razy wigksza niz szansa osoby,
ktora ma wiecej niz k czynnikow. Efekt ten jest silny. Obie grupy wyraznie r6znig si¢ liczba
czynnikow ryzyka. Przedzial ufnosci dla tego ilorazu, wynoszacy CI95% (2.89; 5.59)
0znacza, ze prawie na pewno szansa ta nie jest mniejsza niz 2.89 — krotnie. Ryzyko powstania
tetniaka u osoby, ktora ma wigcej niz Kk czynnikow ryzyka jest OR = 4 razy wigksze

w poréwnaniu z osobg, ktéra ma nie wigcej niz K réznych czynnikow ryzyka. Zaobserwowana
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prawidtowo$¢ odnosi si¢ do kazdej liczby czynnikow ryzyka k €[0,5]. (Collin i wsp., 1988,
Forsdahl i wsp. 2009, Simoni i wsp., 1995).

Obecny stan wiedzy pozwala stwierdzi¢, ze obok czynnikow s$rodowiskowych,
réwniez czynniki genetyczne odgrywaja role w patogenezie tetniaka aorty brzusznej. Wyniki
badan epidemiologicznych nie pozostawiajg co do tego watpliwosci. Z uwagi na ztozonos¢
obserwowanych fenotypow tetniaka, wpltyw gendéw na zapadalnos¢ na TAB pochodzi
najprawdopodobniej zarowno z sumowania si¢ wptywow alleli lub loci jak i z interakcji
pomiedzy nimi (wptyw addytywny i nieaddytywny). Predyspozycja do rozwoju tej choroby
jest takze zapewne wynikiem interakcji genotypu z czynnikami srodowiskowymi. Nawet
jezeli w przysztosci okaze sie¢, ze na rozwoj tego schorzenia wplywaja gldwnie ewolucyjnie
miode, rzadkie geny, to stale dokonujacy si¢ postep technologiczny i metodologiczny
w epidemiologii molekularnej pozwala sadzi¢, ze mozliwa bedzie ich identyfikacja. Jej
wynikiem z kolei moze by¢ nie tylko poznanie patomechanizmu choroby i1 wyja$nienie
przyczyn klinicznej réznorodnosci obserwowanych fenotypow TAB, ale takze usprawnienie
wczesnej diagnostyki i zmniejszenie przedwczesnej umieralnosci, zwigzane z szybszym
przeprowadzaniem korekty chirurgicznej u pacjentow bedacych w lepszym stanie ogélnym.
Moze takze stworzy¢ szans¢ na opracowanie strategii zindywidualizowanej terapii
spowalniajacej degradacje Sciany aorty i wdrozenie poradnictwa genetycznego dla rodzin

obcigzonych ryzykiem zachorowania na TAB (Grundman, 2011, Kuivaniemi i wsp., 2012).

TAB jest choroba wystepujaca z narastajacg czesto$cia wraz ze zwigkszajacym sig
wiekiem pacjentow. Z uptywem lat nie do$¢, ze kumulujg si¢ skutki zaburzen szlakow
sygnalizacyjnych 1 uszkodzen komorek, to dodatkowo obniza si¢ zdolno$¢ obrony systemu
immunologicznego 1 skuteczno$¢ mechanizméw naprawczych, co skutkuje zwigkszong
podatnoscig catego organizmu na choroby. Niekiedy dochodzi takze do reakcji
odpornosciowej, spowodowane] zaburzeniem tolerancji immunologiczne] na wlasne
antygeny. Autoprzeciwciata sg najczesciej spotykane u osob starszych. Jednoczesnie chorzy
z TAB s3a czesto poddawani terapii farmakologicznej ze wskazan kardiologicznych.
W badanej grupie czgstos$¢ ta wyniosta blisko 70%. Z doniesien literaturowych wiadomo, ze
przyjmowanie niektorych lekow, takich jak stosowany w komorowych 1 nadkomorowych
zaburzeniach rytmu serca prokainamid, przeciwnadci$nieniowa hydralazyna, kaptopryl czy
metyldopa, antagonisci kanatu wapniowego badz diuretyki tiazydowe, moze wplywac na
inicjowanie proceséw autoimmunizacyjnych i prowokowac¢ powstawanie choréb tkanki

tacznej. Jedng z lepiej przebadanych i1 opisanych pod tym katem chordb jest toczen

69



rumieniowaty indukowany lekami, a lista lekow mogacych wywotywaé jego wystapienie
wynosi ponad 90 pozycji i stale si¢ wydluza. Dwa spo$rod wybranych do badania w ramach
niniejszej pracy doktorskiej gendow-kandydatow, PTPN22 i CTLA4, biorg udziat
w mechanizmach regulujgcych odpowiedZ immunologiczng u ludzi. W licznych publikacjach
opisano  zwigzek ich  wariantow  polimorficznych z  wystgpieniem  chorob
autoimmunizacyjnych w roznych populacjach (Gregersen i wsp., 2006, Pretel i wsp., 2014,
Romo-Tena i wsp., 2013).

W przeprowadzonym badaniu polimorfizmu 1858C/T genu PTPN22, wsréd osob
z TAB stwierdzono niedobor heterozygot. Moze to oznaczaé, ze omawiany polimorfizm ma
zwigzek z zapadalnoscig na tetniaka aorty brzusznej. Zwigzek ten mogltby polegac na tym, ze
osoba, ktora jest heterozygota CT ma o okolo 37% mniej szans na zachorowanie
w poréwnaniu do homozygoty CC (OR = 0.63). Przedziat ufnosci dla tego ilorazu, wynoszacy
CI95% (0.41; 0.98) wskazuje, ze heterozygota moze mie¢ nawet ponad dwukrotnie mniej
szans na zachorowanie (OR = 0.41) w poréwnaniu z homozygotag CC. Jednak z powodu
bardzo malych liczebnosci homozygot TT w obu grupach wnioskowanie o szansach
zachorowania os6b o tym genotypie jest ograniczone a uzyskane wyniki niepewne. Jezeli
istnieje zalezno$¢ miedzy polimorfizmem PTPN22 1858C/T a zachorowaniem na tetniaka
aorty brzusznej, to najprawdopodobniej polega ona na tym, ze heterozygoty CT majg nizsza
szans¢ na zachorowanie w porownaniu do obu homozygot, ktére z kolei nie réznig si¢ od
siebie. Réwniez w przypadku polimorfizmu -1123G/C genu PTPN22 stwierdzono niedobor
heterozygot w grupie 0s6b z TAB. Poniewaz obydwa opisywane polimorfizmy dotycza tego
samego genu, prawdopodobnie znajduja si¢ w nierdbwnowadze gametycznej ze soba.
Stwierdzono, ze szansa zachorowania na tetniaka u osoby bedacej heterozygota GC jest
o okoto 9% nizsza w poréwnaniu z szansg na zachorowanie homozygoty GG (OR = 0.81).
Przedziat ufnosci dla tego ilorazu pokazuje, ze szansa ta moze by¢ nawet dwukrotnie nizsza
(OR = 0.56). Z przeprowadzonej analizy wynika, ze jeSli istnieje zalezno$¢ miedzy
polimorfizmem PTPN22 -1123G/C a zapadalnoscig na TAB, to najprawdopodobniej polega
ona na tym, ze heterozygoty GC maja nizszg szans¢ na zachorowanie w poroOwnaniu do
homozygot, ktore z kolei nie rdznig si¢ od siebie. Nie mozna jednak stwierdzi¢ istnienia takiej
zalezno$ci, nie ryzykujac pomyltki z prawdopodobienstwem wigkszym niz zadane a = 0.05
(Yiiss=1 = 1.43; p = 0.2314). Nawet jezeli w przypadku tego polimorfizmu opisywana zaleznosé
istnieje, to jest to i tak efekt bardzo staby (OR = 0.81). Najprawdopodobniej jednak rdéznice,
jakie uzyskano w rozktadach genotypoéw miedzy grupa chorych i kontrolng, wynikaja z tego,
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ze locus PTPN22 -1123G/C jest w niezrownowazeniu gametycznym (linkage disequiibrium,
LD) z locus PTPN22 1858C/T. Obserwowane roznice moga by¢ takze wynikiem heterozji na
poziomie molekularnym, charakteryzujacej si¢ wystepowaniem istotnie réznego wplywu
heterozygot na fenotyp w poréwnaniu z homozygotami. W dostepnej literaturze nie
odnaleziono badan zalezno$ci pomigedzy omawianymi SNPs a wystepowaniem TAB.
Natomiast sama dystrybucja alleli, obserwowana w badanej populacji, nie odbiega od
opublikowanych przez inne zespoly wynikéw genotypowan. Jak wynika z piSmiennictwa,
czestos¢ wystgpowania allelu T w miejscu polimorficznym 1858C/T genu PTPN22 wynosi
w polskiej populacji okoto 12.6%. Wynik ten znajduje odzwierciedlenie w rezultatach badan
jakie uzyskano, gdzie czestosci tego allelu wyniosty 11.7% w grupie os6b z TAB 1 13.8%
w grupie kontrolnej. Z kolei allel -1123C PTPN22 wystepowat z czestoscig 23.5% w grupie
236 osob zrekrutowanych wsrod pacjentow Szpitala Klinicznego Uniwersytetu Medycznego
w Poznaniu, bez klinicznych oznak i1 z uyjemnym wywiadem w kierunku wystepowania choroéb
autoimmunizacyjnych. Podczas gdy w grupie oséb z TAB i kontrolnej allel C obserwowano
z czgstosciami 22.4% 1 23.6% czyli takze bardzo podobnie (Burn i wsp., 2011, Comings
i MacMurray, 2000, Fichna i wsp., 2010).

Analizujac rozktad genotypdow, jaki uzyskano dla polimorfizmu 49A/G genu CTLA-4,
stwierdzono, ze szansa zachorowania na t¢tniaka u osoby bedacej heterozygota AG jest 1.3
razy nizsza w poroOwnaniu z szansg osoby bedacej homozygota AA (OR = 0.76). Taki sam
efekt zaobserwowano w przypadku homozygoty GG (OR = 0.78). Jesli zatem istnieje
zalezno$¢ miedzy zapadalnoscia na TAB a rozwazanym polimorfizmem, to
najprawdopodobniej polega ona na tym, ze homozygota AA ma o okoto 30% wigcej szans na
rozwinig¢cie tetniaka w porownaniu do heterozygoty. Nie ma jednak wystarczajacych
dowodéw na poparcie takiego twierdzenia. Dla wyjasnienia watpliwosci konieczne byloby
przeprowadzenie badania w grupach o liczebnosci zapewniajgcej moc statystyczng
uzyskanego wyniku. Jak juz wspominano, mutacje i polimorfizmy genow PTPN22 i CTLA-4
sg powszechnie badane 1 opisywane jako predysponujace do wystapienia chordb
autoimmunizacyjnych. Z drugiej strony liczne doniesienia dotycza potencjalnego zwigzku
TAB z genami zaangazowanymi w regulacje reakcji autoimmunologicznej. Ohara i wsp.
oceniali wptyw chordéb autoimmunizacyjnych na wystapienie TAB w grupie 429 pacjentéw
leczonych chirurgicznie. Tkanki pochodzace od chorych ze wspdtistniejaca chorobg
autoimmunizacyjng, uzyskane s$rodoperacyjnie, wykazywaly wigkszy stopien degradacji

blaszki elastycznej wewngtrznej aorty w poréwnaniu z materiatem pochodzacym od grupy
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kontrolnej bez tych schorzen. Nie sposob jednak stwierdzi¢ czy byt to wynik wptywu samych
tylko zaburzen uktadu immunologicznego czy tez moze wieloletniego oddziatywania lekow
nalezacych do grupy kortykosteroidow, stosowanych u tych pacjentow a powodujacych
degeneracje¢ tkanki tgcznej (Ohara i wsp., 2000). Najbardziej prawdopodobny wydaje sie
jednak taczny skutek dziatania farmakoterapii i nieprawidlowego funkcjonowania uktadu
odpornos$ciowego, by¢ moze takze wraz z innymi czynnikami ryzyka. Kolejny zespot
badaczy, oceniajac zwigzek wystepowania TAB z chorobami autoimmunizacyjnymi,
wyodrebnil sposrod 520 przypadkow podgrupe 31 tetniakow zapalnych. Okazato sig, ze
u wszystkich sposrod 6 pacjentow obcigzonych chorobg autoimmunizacyjng rozwinat si¢
wilasnie tetniak zapalny (Haug i wsp. 2003). Wyniki uzyskane w badaniach wtasnych nie
wskazujg na zalezno$¢ pomigdzy oznaczOnymi polimorfizmami genéw PTPN22 i CTLA-4
a wystapieniem TAB. Sugerowaloby to, ze w zapadalno$ci na t¢ chorobe role odgrywa
czynnik zwigzany z reakcjg zapalng ale nie autoimmunologiczng. Analizujac uzyskane wyniki
trzeba jednak uwzgledni¢ fakt, ze zastosowane kryteria wlaczenia 1 wytgczenia uczestnikow
badania wyeliminowaty osoby, u ktérych wystepowaly choroby autoimmunizacyjne. Dlatego
jezeli wystepuje zalezno§¢ pomiedzy tymi chorobami, to nie zostala ona zaobserwowana.
W zgromadzonym materiale nie zdecydowano si¢ na przeprowadzanie takiej analizy,
poniewaz liczebnosci 0s6b z chorobami autoimmunizacyjnymi byty zbyt mate, zeby mozliwe
bylo uzyskanie wyniku na satysfakcjonujagcym poziomie prawdopodobienstwa. W zwiazku
Z czym uznano, ze zastosowanie wspomnianych kryteriow wylaczenia z badania zar6wno
w grupie kontrolnej jak i badanej nie powinno wplynaé w sposob istotny na ostateczny wynik
oznaczen. Interesujace 1 zasadne wydaje si¢ jednak kontynuowanie badan w wiekszej grupie

chorych.

Procesowi degradacji aorty i poszerzaniu si¢ zwyrodnialego naczynia towarzyszy
toczacy sie proces zapalny, szeroko opisywany w literaturze. Proces zapalny z kolei jest Scisle
powigzany z procesem krzepnigcia krwi. W czasie reakcji zapalnej aktywowane sg zarowno
czynniki pochodzace z komoérek nacieku zapalnego ale takze nalezace do uktadu fibrynolizy
1 krzepnigcia. Ze wzgledu na regulatorowe funkcje, pelnione zarowno w procesie krzepnigcia
jak i1 zapalenia, przedmiotem intensywnych badan jest obecnie inhibitor fibrynolizy
aktywowany trombing (TAFI). Czynnik ten jest enzymem proteolitycznym, ograniczajacym
powstawanie aktywnej plazminy w procesie fibrynolizy. Substratem dla niego moze by¢ nie
tylko fibryna ale takze przeciwzapalne peptydy (bradykinina, anafilatoksyny C3a 1 C5a,

osteopontyna, annexyna Il, chemerin). Szczegdlng uwage zespotéw badawczych przykuwaja
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genetyczne uwarunkowania aktywnosci inhibitora TAFI, poniewaz polimorfizmy kodujacego
go genu TAFI, moga wplywa¢ bezposrednio na jego stezenie i aktywnos$¢ we krwi.
Przeprowadzone dotychczas w réznych osrodkach biomedycznych badania wyraznie
wskazujg na zwigzek trzech funkcjonalnych polimorfizméw TAFI [1040C/T; 505G/A;
-438G/A] z wystgpieniem chordb sercowo-naczyniowych, szczegélnie tych o podiozu
zakrzepowym (Du i wsp., 2009, Henry i wsp., 2001; Juhan-Vague i wsp. 2002, Myles i wsp.
2003, van Tilburg i wsp., 2000).

Rowniez zmiany w stezeniu i aktywno$ci TAFI w osoczu obserwowane sg w rdznych
jednostkach chorobowych, zarowno o podtozu zapalnym jak i1 zakrzepowym. Spadek stezenia
TAFI zostal opisany w grupie pacjentow z marskoscig watroby, a takze u 0sob z nieswoistym
zapaleniem jelit. Niska aktywno$¢ TAFI powigzana jest tez z patogeneza uszkodzenia
organdOw w rozsianym krzepnigciu $rodnaczyniowym, W przebiegu sepsy oraz w chorobie
Behgeta, w przebiegu ktorej obserwuje si¢ uktadowe zapalenie matych i duzych naczyn.
Takze wyniki wczesniejszych badan wilasnych, dotyczacych oceny aktywnos$ci TAFI
W osoczu pacjentow z TAB, sugeruja udzial tego czynnika w procesach koagulacyjnych
towarzyszacych rozwojowi tetniaka. Nie mozna wykluczy¢, ze wyrazny spadek aktywnosci
inhibitora TAFI, zaobserwowany u tych chorych, moze wynika¢ ze zmian polimorficznych
genu TAFI. Wobec powyzszych danych, podj¢cie badan w kierunku identyfikacji zmian
pojedynczych nukleotydow w sekwencji TAFI w grupie osob z TAB uznano za szczegdlnie
uzasadnione. Dodatkowo za tym kierunkiem badan przemawiat fakt, iz niedobor inhibitora
fibrynolizy TAFI sprzyja powstawaniu TAB w modelowym organizmie myszy, a efekt ten
jest bezposrednio powigzany z nieprawidtowosciami fibrynolizy (Donmez i wsp., 2010, Dubis
i wsp. 2014, Golledge i wsp., 2007, Gresele i wsp., 2008, Saibeni i wsp., 2004, Zeerleder
i wsp., 2006).

Wyniki przeprowadzonych analiz asocjacji wskazujg no to, ze jezeli zwigzek SNP
-438G/A TAFI z wystgpowaniem TAB istnieje, to jest on bardzo slaby
1 najprawdopodobniej polega na tym, ze szansa zachorowania homozygoty AA jest
o polowe nizsza niz szansa zachorowania osob bedacych nosicielami dwoch pozostatych
genotypow. Efektu tego nie stwierdzono jednak na wymaganym poziomie ufnosci, a ponadto
hipoteza ta nie znajduje wsparcia w wynikach werytfikacji zgodnosci rozktadéw genotypoéw w
obu grupach z rozkladami oczekiwanymi z rozktadu Hardy’ego-Weinberga. Rozpatrujac
ewentualny zwigzek rozwazanego miejsca polimorficznego z wystgpowaniem tetniaka,

analizowano takze inny model genetyczny tej zaleznosci. W modelu addytywnym zatozono,
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ze efekt fenotypowy heterozygoty bedzie posredni efektom fenotypowym dwoch homozygot.
Oczekiwano zatem, ze szansa zachorowania na t¢tniaka u homozygoty AA bedzie o jedna
trzecig nizsza w poroéwnaniu z szansg zachorowania homozygoty GG (OR = 0.775).
Obserwowany iloraz szans dla homozygoty AA jest jednak wyraznie nizszy i wynosi OR =

0.54. Rozwazane efekty sg ponadto zbyt stabe, przy danych liczebnosciach prob.

W celu wykazania potencjalnych zalezno$ci pomiedzy zmiang genetyczng
-438G/A genu TAFI a aktywnoscig inhibitora TAFI w osoczu chorych z TAB, obok
genotypowania miejsca polimorficznego -438G/A, przeprowadzono takze ocen¢ aktywnosci
tego czynnika. Uzyskane wyniki potwierdzaja wczesniej opublikowane rezultaty badania
pilotazowego, stwierdzono bowiem istotny spadek aktywnos$ci czynnika TAFI w grupie osob
z TAB. Wykazano, ze s$rednia aktywno$¢ TAFI jest wigksza w grupie kontrolnej o 6.87
punktéw procentowych w poréwnaniu z grupa chorych z TAB. Otrzymany wynik,
swiadczacy o obnizonej aktywnosci czynnika regulujagcego zard6wno procesy koagulacyjne jak
i zapalne, wskazuje na nieprawidtowosci w molekularnych mechanizmach kontrolujacych
obydwa te procesy we krwi chorych z TAB. W literaturze zagadnienie to jest czesto
poruszane ze wzgledu na powiklania zwigzane z nadkrzepliwoscia krwi u 0s6b
kwalifikowanych do trudnych zabiegéw chirurgicznych. Poniewaz TAB rozwija si¢ gtéwnie
u oséb starszych, z samej racji wieku sa one zwykle w grupie podwyzszonego ryzyka
wystapienia powiktan okotooperacyjnych. Jak wynika z danych literaturowych, TAFI obniza
potencjat fibrynolityczny osocza i1 jednoczesnie wzmacnia jego aktywnos$¢ prozakrzepowa,
uczestniczac tym samym w procesie stabilizacji powstajacego skrzepu. Dlatego zmiany
w aktywnosci tego czynnika moga poglebia¢ dysfunkcje hemostazy i przyczyniaé si¢ do
wystapienia powiktan z tym zwigzanych. Prawidtowe funkcjonowanie fibrynolizy i uktadu
krzepnigcia oraz sprawne dziatanie mechanizmoéw ich kontroli zabezpiecza organizm przed
stanami patologicznymi takimi jak skaza krwotoczna lub zakrzepica. Uktad fibrynolityczny,
ktorego elementem skladowym jest TAFI, odpowiada za rozpuszczenie $rddnaczyniowych
ztogéw fibryny 1 utrzymanie droznoSci tozyska naczyniowego. Przy sprawnie
funkcjonujacych mechanizmach regulacji fibrynolizy, intensywne formowanie si¢ skrzepu
wewnatrznaczyniowego nie jest mozliwe. W osoczu pacjentow z TAB dominuje tendencja
prozakrzepowa, a w miejscu zmian zwyrodnieniowych aorty czesto pojawia si¢ skrzeplina
przyscienna, charakteryzujaca si¢ zwykle mniejszymi porami i bardziej gesta strukturg. Jej
grubo$¢ koreluje ze $rednica tetniaka. Towarzyszgca tetniakowi skrzeplina przyscienna jest

biologicznie aktywna i zdolna do wytapywania leukocytow, absorbcji krazgcych sktadnikow
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osocza 1 agregatéw plytkowych. Niedobor aktywnosci TAFI w osoczu chorych z TAB moze
$wiadczy¢ o tym, ze czynnik ten aktywnie uczestniczy w procesie powstawania i modulacji
skrzepu w $wietle nadmiernie poszerzonej aorty. Prawdopodobnie ulega on wyczerpaniu,
poniewaz jest aktywnie zaangazowany w tworzenie skrzepu, ktory pozostajac w stalym
kontakcie z krazacg krwig poddawany jest ciggtej przebudowie (Bajzar, 2000, Bajzar i wsp.,
2004, Kazi i wsp., 2003, Mosnier i wsp., 2003).

Nastepnie sprawdzono czy istnieje zalezno$¢ migdzy aktywnos$cig biatka TAFI
a genotypem TAFI -438G/A i te¢tniakiem aorty brzusznej. Stwierdzono, ze aktywnos¢ TAFI
rosnie wraz ze wzrostem liczby alleli G w genomie, tak samo w grupie chorych i kontrolne;.
Z kazdym kolejnym allelem G $rednia aktywno$¢ wzrasta o 5.78 punktéw procentowych
(C195% (2.56;8.99), p = 0.0005). Jednoczesnie w grupie kontrolnej aktywno$¢ TAFI jest
zawsze wigksza niz w grupie chorych, bez wzglgdu na genotyp TAFI -438G/A, $rednio o 6.87
punktéw procentowych (CI95% (4.91;8.83), p<0.0001). W celu glgbszego przeanalizowania
tych zaleznosci sformutowano i testowano cztery hipotezy, dla ktorych otrzymane wyniki
przedstawiono w Tabeli XXVII. Znakami +, 0, — o0znaczono grupy jednorodne

(nieodroznialne w danej hipotezie). Dodatkowo grupy jednorodne oznaczano kolorami.

Tabela XXVII. Hipotezy réznie opisujace zalezno$¢ pomiedzy aktywnoscia TAFI
a chorobg i genotypem TAFI -438G/A.

. Chorzy Kontrola Feontrast
HIpOteza ra|erting reffect size p-Wﬂl‘tOéé
AA | GA |GG | AA|GA | GG Iss=1;512
H1 + + + - = = 0.616 | 0.238 11.98 | 0.0006
H2 = 0 + = 0 + 0.723 | 0.279 12.37 | 0.0005
H3 - 0 + + 0 = 0.249 | 0.096 1.47 0.2262
H4™ — 1= 1= |- [+ ” 0.923 |0.356 |48.97 |<0.00001

* Hipoteza sformutowana a posteriori.

Formutujac pierwsza hipoteze, H1, zatozono, ze $rednia aktywno$¢ TAFI zalezy tylko
od grupy badanej, tzn. roznice wystepuja tylko miedzy chorymi 1 grupa kontrolng a genotyp
TAFI -438G/A nie ma znaczenia. Porownywano zatem dwie grupy: chorych {AA, GA, GG}
traktowanych tacznie, oraz grupe kontrolng {AA, GA, GG} takze traktowang tacznie, bez

rozrdzniania genotypow. Analiza pokazata, Ze $rednia aktywno$¢ w grupie chorych jest inna
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niz w grupie kontrolnej (Fcontrast = 11.98; p = 0.0006). Wspotczynnik raerting, okreslajacy
zgodnos¢ Srednich grupowych z testowang hipoteza, przyjmuje warto$¢ rajering = 0.616, co
Swiadczy o tym, ze $rednie grupowe w umiarkowanym stopniu wspieraja omawiang hipotezg.
Po uwzglednieniu dwoch dodatkowych zrdodel zmienno$ci, tj. zrdéznicowania obserwacji
wewnatrz grup oraz réznic mi¢dzy Srednimi grupowymi, ktéorych nie da si¢ wytlumaczy¢

testowang hipoteza, stwierdzono, ze wspotczynnik refrect size = 0.238.

Hipotez¢ druga, H2, oparto na zalozeniu, ze wplyw na $rednig aktywno§¢ TAFI ma
tylko genotyp w miejscu polimorficznym TAFI -438G/A, a rdéznic miedzy chorymi i grupg
kontrolng nie ma. Wyodrebniono zatem 3 oddzielne grupy, oznaczone w Tabeli XXVII
symbolami +, 0, —. Dla tak postawionej hipotezy uzyskano raering = 0.723, zatem $rednie
grupowe dobrze pasuja do testowanej hipotezy. Po uwzglednieniu dwoch dodatkowych zrédet
zmienno$ci otrzymano Tefrect size = 0.279, ktory pokazuje, ze dane eksperymentalne troche
lepiej wspieraja hipoteze H2 niz omawiang wyzej H1. Na tej podstawie stwierdzono, ze bez
watpienia genotyp w miejscu polimorficznym TAFI -438G/A ma zwigzek z aktywnoS$cig
produktu tego genu (Feontrast = 12.37; p = 0.0005).

Trzecia testowana hipoteza, H3, wyplywa z zalozenia, ze zarowno genotyp TAFI
-438G/A jak 1 choroba maja zwiazek z poziomem aktywnosci TAFI ale zwigzek genotypu nie
jest taki sam w grupie chorych i kontrolnej a réznice migdzy chorymi i kontrolg zaleza od
genotypu. Zatozono tu zatem istnienie interakcji miedzy genotypem a chorobg. Wyniki
przedstawione w Tabeli XXVII pokazuja, ze hipoteza ta nie znajduje poparcia w danych
eksperymentalnych. Wspotczynnik korelacji migdzy $rednimi grupowymi a ujetymi
w hipotezie zalezno$ciami jest niski 1 wynosi laering = 0.249, a po uwzglednieniu roznic
migdzy srednimi grupowymi, ktérych omawiana hipoteza nie tlumaczy jak 1 réznic migdzy
obserwacjami w obrebie poszczegdlnych grup, wspotczynnik refrect size = 0.096. Warto$¢ ta jest
bardzo mata i 0znacza, ze hipoteza H3 nie znajduje potwierdzenia w wynikach pomiarow
aktywnos$ci TAFI (Feontrast = 1.47; p = 0.2262).

Hipotezy H1, H2 i H3 zostaly sformutowane a priori, gdyz sg tak oczywiste, ze
zamiar ich testowania zostat powzigty zanim otrzymano wyniki pomiaréw aktywnosci TAFL
Inaczej byto w przypadku hipotezy czwartej, H4, ktéra wywodzi si¢ z uzyskanych wynikow.
Sformulowano ja na podstawie rdznic miedzy przecigtnym poziomem aktywnosci TAFI
obserwowanych w zalezno$ci od genotypu i grupy badanej. Hipoteza ta zaktada, ze $rednia

aktywnos$¢ TAFI spada wraz ze wzrostem liczby alleli A (czyli ro$nie wraz ze wzrostem
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liczby alleli G) a takze, ze w grupie chorych aktywno$¢ TAFI nie zalezy od genotypu
-438G/A TAFI i przyjmuje $rednig warto$¢ taka, jak srednia aktywno$¢é TAFI u 0sob z grupy
kontrolnej o genotypie AA. Innymi stowy, wszyscy chorzy maja $rednig aktywnos$¢ TAFI
takg sama, bez wzgledu na genotyp -438G/A 1 taka samg jak $rednia aktywnos$¢ u osob AA
w grupie kontrolnej. Wyniki testowania H4, przedstawione w Tabeli XXVII, ujawniaja, ze
jest to hipoteza najlepiej pasujaca do danych eksperymentalnych. Wspotczynnik rajerting =
0.923 $§wiadczy o bardzo wysokiej zgodnosci $rednich grupowych z zalozeniami tej hipotezy,
a po uwzglednieniu réznic migdzy grupami, ktorych nie da si¢ wyttumaczy¢ w jej ramach
oraz roéznic migdzy aktywnoscig w obrgbie trzech wyrdznionych grup uzyskano rlefect size =
0.356. Jest to warto$¢ najwyzsza sposrdd czterech testowanych hipotez i pokazuje, ze H4
znajduje najlepsze potwierdzenie w danych eksperymentalnych (Feontrast = 48.97; p < 0.0001).
Nalezy jednak zastrzec, ze dobre dopasowanie hipotezy do danych moze wynika¢ nie z tego,
ze opisywana w H4 zalezno$¢ rzeczywiscie wystepuje ale z tego, ze hipoteza ta zostata

sformutowana a posteriori, czyli na podstawie otrzymanych danych.

W H4 =zakladano zaréwno efekt genotypu jak 1 efekt choroby w zwiazku
z aktywnoscig produktu TAFI, podobnie jak w hipotezach H1 i H2. Jednak H4 jest od nich
bardziej skomplikowana, gdyz zaktada, ze efekt genotypu nie jest taki sam w grupie chorych
i kontrolnej, a jesli obie grupy réznig si¢ aktywnoS$cig to roznice te nie sa takie same
w przypadku trzech genotypow TAFI -438G/A. Wobec powyzszego uzasadnione wydaje si¢
przyjecie, ze zalezno$¢ migdzy poziomem aktywnosci TAFI a genotypem -438G/A 1 choroba
lepiej opisano hipotezami H1 i H2 niz, wymagajaca wigcej zalozen, hipoteza H4.

Srednia aktywno$é TAFI roénie wraz ze wzrostem liczby alleli G w genomie.
Homozygoty GG majg wigc wyzsza Srednig aktywnos¢ TAFI anizeli homozygoty AA w obu
analizowanych grupach. Jak wynika z piSmiennictwa, polimorfizm ten podobnie jak dwa
pozostate 1040C/T 1 505A/A jest powigzany ze stezeniem biatka TAFI we krwi. W przypadku
polimorfizmu -438G/A, ktory jest przedmiotem badan rozprawy, wyzsze st¢zenie antygenu
TAFI obserwuje si¢ wtasnie u homozygot GG, co jest zgodne z prezentowanymi wynikami,
dotyczacymi aktywnosci TAFI w badanych grupach. Analiza uzyskanych wynikéw
genotypowania wariantu — 438G/A w grupie badanej i kontrolnej nie wykazata zamian
w czgstosci wystepowania poszczegdlnych alleli, ktore w §wietle literatury warunkuja zmiang
stezenia antygenu TAFI we krwi. Na tej podstawie mozna wnioskowaé, ze obserwowany
spadek aktywno$ci tego czynnika nie wynika ze spadku stezenia antygenu TAFI
uwarunkowanego genotypem —438G/A TAFI. Wiadomym jest, ze wraz ze spadkiem stgzenia
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danego czynnika we krwi nalezy si¢ spodziewa¢ spadku jego aktywno$ci. Obecno$¢ antygenu
nie jest jednak rownoznaczna z obecnoscig aktywnego biatka we krwi. W krwioobiegu TAFI
moze wystgpowaé jako nieaktywny zymogen, miejscowo uaktywniany proteolitycznie
trombing, w czasie nasilenia si¢ procesOw koagulacyjnych. Oznaczenia poziomu stezenia
obejmujg wigc zarowno nieaktywng forme¢ TAFI jak 1 aktywny inhibitor. Spadek aktywnosci
jaki obserwowano w grupie chorych z TAB nie musi zatem wigza¢ si¢ ze spadkiem st¢zenia

TAFI we krwi.

Dotychczas przeprowadzone w innych osrodkach badania takze wykluczyly zwigzek
dwoéch funkcjonalnych polimorfizméw, 1040C/T 1 505A/A, genu TAFI z wystapieniem TAB.
Wyniki genotypowania przedstawione w niniejszej pracy wskazuja, iz trzeci sposrdd znanych
polimorfizmow funkcjonalnych —438G/A rowniez nie wplywa na powstawanie TAB. Nie
mozna jednak wykluczy¢ istnienia innych polimorfizméw genu TAFI, ktére moga mieé
zwigzek z zaobserwowanym w grupie chorych spadkiem aktywno$ci TAFI 1 zapadalno$cig na
TAB. Wiedza na temat wzajemnych powigzan procesu zapalenia, krzepniecia i fibrynolizy
jest niepelna i wymaga intensywnych prac, ktére pozwolg zrozumie¢ molekularne
mechanizmy ich kontroli. Dlatego tez konieczne jest przeprowadzenie badan uzupetniajacych
w kierunku poznania genetycznych podstaw aktywno$ci inhibitora TAFI zar6wno na
poziomie biochemicznym, jak i genetycznym. lIstotne jest uzyskanie informacji na temat
stezenia antygenu TAFI w obu analizowanych grupach a nast¢pnie okreslenie zaleznoS$ci
poziomu stezenia tego czynnika od innych, nie opisanych do tej pory czynnikow

genetycznych.

Kolejnym ogniwem, tgczacym proces hemostazy i zapalenia, jest fibrynogen. Poczatki
badan nad powigzaniem tego czynnika z chorobami sercowo-naczyniowymi si¢gaja potowy
ubieglego stulecia, a z uptywem czasu zwigzek ten zostal potwierdzony w licznych badaniach
populacyjnych. Wyniki metaanalizy przeprowadzonej przez zesp6l Fibrynogen Studies
Collaboration wykazaty, ze wzrost stezenia fibrynogenu w osoczu o 1 g/l powoduje
zwickszenie ryzyka wystapienia choroby sercowo-naczyniowej 2.42 razy przy przedziale
ufnosci CI95% (2.24; 2.60). Jak opisano w literaturze, na wzrost st¢zenia fibrynogenu
w osoczu wpltywa toczaca si¢ reakcja zapalna, infekcja oraz palenie papierosow. Przedmiotem
licznych badan byt réwniez wplyw czynnikow genetycznych na profil jego st¢zenia.
Szczegolnie dokladnie przebadany zostal gen FGB, kodujacy tancuch B fibrynogenu.
Poniewaz produkcja tego tancucha jest czynnikiem Ilimitujagcym syntez¢ fibrynogenu,
oczywistym jest, ze zaburzenia w regulacji kodujacego go genu moga wpltywaé na stezenie
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fibrynogenu. Jak wynika z danych literaturowych, genotyp AA w miejscu polimorficznym
-455G/A w regionie promotorowym genu FGB zwigzany jest z okoto 10% wzrostem wartoSci
stezenia fibrynogenu w poréwnaniu do homozygot GG (Anderson i wsp., 2013, Danesh
i wsp., 2005, Standeven i wsp., 2003).

Porownanie czgstoSci  genotypow, jakie zaobserwowano w grupie chorych
i kontrolnej, nie dato podstaw do twierdzenia, ze polimorfizm FGB -455G/A ma zwigzek
z wystgpowaniem tetniaka aorty brzusznej (yss-1 = 0.026; p = 0.8710). Szansa zachorowania
heterozygoty GA jest OR = 1.23 razy wigksza niz szansa zachorowania homozygoty GG.
Przedziat ufnosci CI95% (0.85; 1.78) dla tego ilorazu pokazuje jednak, ze nie mozna
wykluczy¢, nie ryzykujac pomytki z prawdopodobienstwem wigkszym niz dopuszczalne, ze
w rzeczywistoSci heterozygota ma OR = 1.17 razy mniej szans na powstanie TAB
w poréwnaniu z homozygota GG. Podobnie zaobserwowano, ze szansa zachorowania
homozygoty AA jest o 32% nizsza w pordwnaniu z szansg zachorowania homozygoty GG
(OR = 0.68) ale przedziat ufnosci C195%(0.35; 1.31) wskazuje, ze nie mozna wykluczy¢, iz
w rzeczywisto$ci taka zalezno$¢ w ogole nie wystepuje. Analizujac obecnie dostepng
literatur¢ stwierdzono, ze badania zalezno$ci pomig¢dzy tym wariantem polimorficznym
a wystgpowaniem TAB przeprowadzone zostaly tylko przez jeden inny o$rodek, réwniez
w populacji polskiej. Badania te obejmowaty 134 osoby z TAB i 136 0s6b z grupy kontrolne;
1 wykazaty, ze osoby z genotypem GA majag OR = 3.01 razy wigcej szans na zachorowanie na
TAB (CI95% 1.83; 4.96). Roznica opisanych wynikow w stosunku do wynikéw badan
wilasnych moze wynika¢ z odmiennosci metodologicznych, takich jak dobor populacji
badanej. Osoby z grupy kontrolnej w przytoczonym badaniu zostaty scharakteryzowane jako
zdrowi wolontariusze, bez historii ani objawow klinicznych TAB, o ktore trudno w przypadku
choroby przebiegajacej najczgsciej bezobjawowo. Zastanawiajacy jest rowniez fakt, ze
zarowno u wszystkich pacjentéw z TAB jak 1 0sob bez tetniaka nie stwierdzono w wywiadzie
wystepowania chordb sercowo-naczyniowych. Natomiast grupa kontrolna zrekrutowana do
badan wlasnych jest jedng z lepiej opisanych i dobranych grup poréwnawczych dla chorych
z TAB w S$wietle danych opublikowanych w literaturze, chociazby ze wzgledu na

ultrasonograficznie zwymiarowany brzuszny odcinek aorty (Oszajca i wsp., 2012).

Istotnym parametrem, stosowanym w praktyce klinicznej do opisu tetniaka aorty
brzusznej oraz kontrolowania tempa rozwoju choroby, jest jego $rednica. Jest to jeden
z kluczowych czynnikow wplywajacych na algorytm postepowania leczniczego. Poniewaz na
srednice tetniaka majg wpltyw miedzyosobnicze rdéznice w wielkos$ci naczynia, stwierdzono,
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ze do badan naukowych, a w szczegolnosci badan dotyczacych polimorfizmow genetycznych,
dla ktorych uzyskiwane warto$ci OR zwykle sg niewielkie, jest to parametr niewystarczajacy.
Zeby zmniejszy¢ efekt wplywu rdznic osobniczych na przeprowadzang analize zaleznoéci
pomiedzy badanymi polimorfizmami genetycznymi a S$rednicg aorty prawidtowej lub
tetniakowato poszerzonej, postuzono si¢ wskaznikiem wielkosci aorty ASI. Parametr ten
wyraza $rednice naczynia [cm] w stosunku do powierzchni ciala [m?]. Zastosowano takze
wskaznik BMI ingex, ktory wyraza rednice aorty [cm] w stosunku do BMI [kg/m?]. Zabieg
ten, wprowadzajac normalizacje wartosci ocenianych parametrow poprzez ich indeksowanie,

ma niebagatelne znaczenie dla interpretacji uzyskanych wynikow (Lo i wsp., 2014).

Zaobserwowano, ze mezczyzni maja wskaznik ASI nizszy $rednio o 8.6%
w porownaniu do chorych kobiet. W badanej grupie osob ple¢ wykazuje wiec zwiagzek ze
$rednicg tetniaka (Apinai = 0.131; p < 0.0001). Przedziat ufnosci C195%(-13.86; -3.02) jaki
uzyskano dla tej roznicy pokazuje, ze prawie na pewno rdznica ta nie jest wigksza niz 13.86%
i nie mniejsza niz 3.02%. Takich réznic nie wykazano w przypadku wskaznika BMlingex, gdyz
otrzymana z proby roznica wynosita tylko 1.2%, dodatkowo przedzial utnosci CI195%(-6.29;
9.29) pokrywajac zero nie dostarczyl dowodow na to, ze taka rdznica istnieje. Réwniez
w grupie kontrolnej wykazano zwigzek $rednicy aorty brzusznej z plcig (Apinai = 0.068;
p = 0.0002). Zwigzek ten przejawia si¢ w tym, ze Srednia uzyskana warto$¢ BMlIingex W grupie
mezczyzn jest o 15.08% wigksza w poroOwnaniu ze Srednig warto$cia tego wskaznika w grupie
kobiet. Przedzial ufnosci dla tej roznicy, wynoszacy CI95%(4.47; 26.77) oznacza, ze
w rzeczywistos$ci roznica ta moze wynosi¢ nawet 26% i prawie na pewno nie jest nizsza niz
4.5%. Zgodnie z oczekiwaniami, potwierdzono takze zwigzek $rednicy TAB z wiekiem
pacjenta (Apiiai = 0.037; p = 0073). Z kazdym kolejnym rokiem zycia $rednia wartos¢ ASI
i BMlingex Wzrasta o ok. 0.4%. Oznacza to, ze w grupie osob starszych o 10 lat oba wskazniki
beda wyzsze $rednio o ok. 4.0% w poréwnaniu z grupg oséb mtodszych, przy pozostatych

zmiennych klinicznych utrzymanych na tym samym poziomie.

Uwzgledniajac  wpltyw czynnikéw klinicznych na wskazniki ASI i BMlipgex,
przeprowadzono analize zwigzku pomiedzy nimi a polimorfizmami genetycznymi
oznaczanymi w pracy. W przypadku polimorfizmu 1858C/T w genie PTPN22 stwierdzono, ze
homozygoty TT maja $rednio o 10.55% nizsze wskazniki ASI i 0 okoto 14.75% nizsze
wskazniki BMligex W poréwnaniu do homozygot CC. Przedzialy ufnosci CI95% dla tych

roéznic nie pokrywajg zera, co mogloby $wiadczy¢ o tym, ze rdznice te nie sg przypadkowe.
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Nalezy jednak zwroci¢ uwage, ze jednocze$nie przedziaty te sg bardzo szerokie, a tym samym
malo precyzyjne, gdyz genotyp TT jest rzadki i posiadato go tylko 10 oséb w grupie chorych.
Globalna statystyka Apiai = 0.023 wskazuje, ze nie mozna wykluczy¢, iz roznice te sg
przypadkowe (p = 0.19). Ponadto nie ma dowodow takze na zwigzek Srednicy tetniaka
z drugim polimorfizmem w tym genie, tj. z genotypem w locus -1123G/C mimo, ze pomi¢dzy
oba loci wystepuje znaczgce niezrOwnowazenie gametyczne (miary linkage disequilibrium,
LD, D =0.83, r*=0.39).

Rozpatrujac z kolei polimorfizm -455G/A FGB zaobserwowano, ze 0Soby 0 genotypie
GA maja $rednio o 3.72% wyzszy wskaznik ASI niz osoby o genotypie AA, oraz $rednio
0 5.32% wyzszy wskaznik BMI jngex niz 0soby o genotypie AA. Przedziaty ufnosci C195% dla
tych roznic pokazuja jednak brak dowodéw na to, ze rdéznice miedzy genotypami
w rzeczywistosci wystepuja. Podobnie osoby o genotypie GG w tym locus maja $rednio
o 3.68% wyzszy wskaznik ASI niz osoby o genotypie AA i o 6.3% wyzszy wskaznik
BMlingex- Tak samo jednak, jak w przypadku heterozygot GA, przedziaty ufnosci C195% dla
zaobserwowanych z proby réznic nie dostarczaja dowodow na potwierdzenie tej tezy. Aby
jednak doktadniej scharakteryzowaé zwigzek S$rednicy aorty prawidlowej z genotypem
w miejscu polimorficznym -455G/A genu FGB przeanalizowano jak znajomos$¢ $rednicy
aorty, wyrazona wskaznikiem ASI, wptywa na ocen¢ prawdopodobienstwa tego, ze dowolna
osoba z grupy kontrolnej ma genotyp AA w miejscu -455G/A genu FGB. Jesli nie jest znany
wskaznik ASI dla tej osoby, to mozna stwierdzi¢, ze prawdopodobienstwo tego, ze osoba ta
jest homozygota AA wynosi P(AA| AS| = ?): 0.096, gdyz na tyle 0szacowano czgsto$¢ tego
genotypu w populacji kontrolnej. Przedziat ufnosci dla tej czgstosci wynosi CI95%(0.062;
0.14). Wiadomo jednak, ze wraz ze wzrostem liczby alleli A w tym locus oczekiwana warto$¢
ASI takze ro$nie, a homozygoty AA maja ten parametr wiekszy od pozostatych dwoéch
genotypow. Znajac zatem warto$¢ wskaznika ASI dla danej osoby mozna okresli¢
prawdopodobienstwo tego, ze jest ona homozygota AA. Prawdopodobienstwo to bedzie
zalezalo od wartosci ASI. Opisang zalezno$¢ zilustrowano na Rycinie 21, na ktorej
P(AA| ASI =?)=0.096 zaznaczono czerwong linig. Z przebiegu niebieskiej krzywej mozna

odczytac jakie jest prawdopodobienstwo tego, ze osoba, ktora moze by¢ kontrolg dla chorych

na te;tniakal, jest homozygota AA. Przyktadowo, jesli u danej osoby wskaznik ASI = 0.9, to

! Celowo nie uzyto sformutowania , dowolna osoba nie majgca tetniaka aorty”, gdyz grupa kontrolna w tej
pracy nie jest najpewniej reprezentatywng, pod wzgledem czestosci genotypdw w polimorfizmie FGB -455 G/A,
grupg catej populacji generalnej oséb nie posiadajgcych tetniaka. By¢ moze jest, ale tego nie mozna zaktadac

81



prawdopodobienstwo tego, ze osoba ta jest homozygota AA nie wynosi P = 0.096 lecz jest
0 35% mniejsze i wynosi P(AA| ASI = 0.9)=0.062. Podobnie prawdopodobienstwo tego, ze
osoba jest AA, jesli jej wskaznik ASI = 1.1 wynosi P(AA| ASI =1.1)=0.138. Rozpatrujac
réznice pomigdzy prawdopodobienstwami AA dla ASI=0.9 i ASI=1.1, stwierdzono, ze
pomiedzy tymi dwoma wartoSciami ASI roéznica wynosi 22%, a rdznica pomig¢dzy
oszacowanymi dla nich prawdopodobienstwami az 122%. Pokazuje to, ze zwigzek miedzy

genotypem FGB -455G/A a wskaznikiem ASI w grupie kontrolnej nie jest maty.
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Ryc. 21. Prawdopodobienstwo (linia niebieska) tego, ze osoba z populacji kontrolnej bedzie
homozygota AA w miejscu polimorficznym -455G/A genu FGB , w zalezno$ci od jej
wskaznika ASI. Linig czerwona zaznaczono to samo prawdopodobienstwo przy
nieznajomosci ASI u tej osoby.

W celu okreslenia, czy zwigzek polimorfizmu FGB -455G/A ze $rednicg aorty
brzusznej jest silny czy staby, mozna wyrazi¢ go takze w ilorazach szans (OR) tego, ze dana
osoba jest homozygota AA jesli jej wskaznik ASI przyjmuje dang wartos¢. Pozostajac przy
powyzszych przyktadach ASI = 0.9 1 ASI = 1.1, szansa tego iz osoba jest homozygota AA
jesli jej ASI = 1.1 wzrasta OR = 1.5 razy w stosunku do szansy tego zdarzenia przy
nieznajomosci ASI. Podobnie, szansa tego, ze osoba nie jest AA, jesli jej ASI = 0.9 wzrasta

OR = 1.6 razy w stosunku do szansy tego zdarzenia oszacowanej bez znajomosci ASI.

Z uwagi na to, Ze s to osoby cierpigce na okreslone choroby i dobrane celowo tak, by by¢ dobrg kontrolg dla
badanych oséb z tetniakiem aorty brzusznej.
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Dodatkowo nalezy zauwazy¢, ze przedstawiony na Rycinie 16 zakres wartosci ASI od 0.8 do
1.2 obejmuje 90% typowych warto$ci w grupie kontrolnej (pomini¢to 5% najnizszych i 5%
najwyzszych wartosci). Warto§¢ ASI = 1.2 jest wigksza 1.5 razy od wartosci ASI=0.8.

Oszacowane za$ dla tych punktéw prawdopodobienstwa wynoszg P(AA| ASI = 0.8): 0.041

oraz P(AA| ASI =1.2)= 0.2, zatem prawdopodobienstwo AA dla ASI = 1.2 jest az 4.88 razy
wigksze niz dla ASI = 0.8.

Biorac pod uwage powyzsza analiz¢ oraz wczesniej opisane wyniki uzyskane przez
inny polski zespél, a takze fakt, ze rozktad czestosci genotypoéw dla FGB -455G/A odbiega od
rozktadu Hardy’ego-Weinberga, zdecydowano si¢ przeprowadzi¢ teoretyczng analize
rozktadu czgstosci oczekiwanych w sytuacji, gdyby locus to znajdowalo si¢ w rownowadze

H-W. Jej wyniki przestawiono w Tabeli XXVIII.

Tabela XXVIII. Rozktady czgstosci genotypéw dla polimorfizmu FGB -455G/A w grupie
kontrolnej obserwowane w badaniu oraz oczekiwane w sytuacji, gdyby locus to znajdowato
si¢ w rownowadze Hardy’ego-Weinberga.

FGB -455 G/A AA |GA |GG | Razem
Obserwowane [n] 24 | 82 144 | 250
Obserwowane [%] 96 |32.8 |57.6 |100

Oczekiwane zgodnie z H-W [n] | 16.9 | 96.2 | 136.9 | 250
Oczekiwane zgodnie z H-W [%] | 6.8 | 38.5 |54.8 | 100
Réznica [n] 71 |-142 7.1 -
Rezyduum 1.73-145|0.61 |-

n: liczba; H-W: rozktad Hardy’ego-Weinberga

Symulacja ta uwidocznita, ze odstepowanie rozktadu genotypow od rownowagi H-W
przejawia si¢ przede wszystkim nadmiarem homozygot AA (rezyduum = 1.73), kosztem
mniejszej liczby heterozygot GA (rezyduum = -1.45). Jak omowiono powyzej, polimorfizm
-455G/A genu FGB ma zwigzek ze S$rednicg aorty prawidtowej, wyrazonej jako ASI,
polegajacy na tym, ze im wigcej alleli A, tym wigksza $rednica ASI w grupie kontrolnej
(Rycina 21). Osoby w grupie kontrolnej to osoby, ktore moglyby potencjalnie mie¢ tetniaka
aorty. Analiza polimorfizmu FGB -455G/A wykazata, ze w grupie tych kontrolnych osob
wystepuje nadmiar genotypéw AA w stosunku do tego, czego nalezalo by oczekiwac, gdyby

zaden z genotypow nie byl preferowany. Wobec powyzszego wywnioskowano, ze
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polimorfizm FGB -455G/A ma zwigzek z tetniakiem aorty brzusznej mimo, ze porownanie
czestosci genotypow w obu grupach nie wykazuje roéznic. Nie wykazuje, ale dlatego, ze
czestosci genotypow w grupie kontrolnej sg przesuniete w strone nadmiaru AA. O ile zaden
z trzech genotypow FGB nie jest preferowany w tetniaku aorty brzusznej, to tworzac grupg
kontrolng wyselekcjonowano nietypowa grupe ludzi pod wzgledem locus FGB, ktorzy
z powodzeniem mogliby mie¢ te¢tniaka ale go nie majg. Tym samym wykazano, ze
polimorfizm ten moze odgrywac role¢ w powstawaniu lub zapobieganiu rozwojowi tetniaka
aorty brzusznej. Zeby jednak jeszcze dokladniej sprawdzié te zaleznosé, po przeanalizowaniu
literatury w tym zakresie, zdecydowano si¢ na przeprowadzenie dodatkowej analizy, ktorej

wyniki oméwiono ponize;j.

W badaniu przeprowadzonym wsrdd chorych z zakrzepica zyt giebokich, leczonych
w akademickim szpitalu w Graz w Austrii i w grupie kontrolnej, nie stwierdzono roznic
W Czestosci wystepowania wariantow polimorficznych -455G/A genu FGB. Rozklady
czestosci genotypdw w tych grupach pozostawaly w réwnowadze Hardy’ego-Weinberga.
Analizujac wyniki uzyskane we wspomnianym badaniu, dostrzezono podobienstwo migdzy
grupa osOb w austriackiej probie kontrolnej, austriackiej probie osob z zakrzepica zyt
glebokich oraz wlasna grupa osob z tetniakiem aorty (y%ss-4a = 0.8341; p = 0.9338).
Zaobserwowano uderzajagco wysoka zgodno$¢ rozktadow genotypoéw, w zwigzku z czym
zdecydowano si¢ potaczy¢ te trzy grupy w jedna grupe o tacznej liczebnosci 897 osob.
Rozktad genotypow w tej taczonej grupie roéwniez nie odbiegat od rownowagi H-W
(p = 0.1983). Te¢ Iaczng grupe, nazwang Razem, porownano z grupg kontrolng dla TAB.
Wyniki przedstawiono w Tabeli XXIX (Renner i wsp., 2002).
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Tabela XXIX. Laczna analiza genotypow w locus FGB -455G/A, zbierajaca wyniki uzyskane
w pracy Austriakow (Renner i wsp., 2002) oraz w grupach chorych z TAB i kontrolnej.

FGB -455G/A AA GA GG Razem
Renner i wsp.: kontrola | 20 133 163 316
% 6.3 42.1 51.6 100%
rezyduum -0.461 | 1.335 -1.073 -
Renner i wsp.: chorzy | 18 126 163 307
% 5.9 41 53.1 100%
rezyduum -0.828 | 0.870 -0.430 -
TAB 17 106 151 274
% 6.2 38.7 55.1 100%
rezyduum -0.512 | -0.111 0.369 -
Razem 55 365 477 897
% 6.1 40.7 53.2 100%
viss=s = 0.8341; p = 0.9338

Kontrola dla TAB 24 82 144 250
% 9.6 32.8 57.6 100%
rezyduum 1.915 | -2.262 1.241 -

OR 1 1.94 1.45

C195% - 1.14; 3.32 | 0.86; 2.42

Viss=2 = 1.2452; p = 0.0267

*Genotyp AA jako grupa odniesienia.

Zrédlo: Wykorzystano wyniki badan whasnych oraz przedstawione w pracy Renner i wsp., 2002

Analizujgc uzyskane wyniki stwierdzono, ze grupy te rdznig si¢ od siebie
nieprzypadkowo (y?ss-2 = 7.2452; p = 0.0267). Zaobserwowano, ze w grupie kontrolnej dla
TAB jest wigcej homozygot AA niz nalezatoby oczekiwaé, gdyby grupa ta nie rdznila si¢ od
trzech pozostatych grup, tzn. dwéch austriackich 1 grupy TAB. Dla obserwowanej liczebnosci
homozygot AA w grupie kontrolnej dla TAB, wynoszacej n=24 uzyskano wysoka warto$¢
standaryzowanego rezyduum (in. reszta, odstgpstwo) wynoszacg 1.915, co plasuje ja w ogonie
standardowej krzywej normalnej. Rezyduum jest wysokie i dodatnie, gdyz obserwowana

liczebnos¢ AA jest duzo za duza w poréwnaniu do oczekiwanej, wynoszacej n = 17.2. Co
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wiecej, dla obserwowanej liczebnosci heterozygot GA w grupie kontrolnej dla TAB,
wynoszacej n = 82 osoby, uzyskano rezyduum = —-2.262, gdyz oczekiwana liczebnos$¢ jest
wigksza i wynosi n = 97.4 osoby. Heterozygota GA ma OR = 1.94 razy wigcej szans na
wystapienie tetniaka aorty niz homozygota AA. Przedzial ufnosci pokazuje, ze moze to by¢
nawet OR = 3.32 razy wigcej. Podobnie, homozygota GG ma OR = 1.45 razy wigcej szans na
tetniaka w porownaniu z homozygota AA. Ostatecznie wykazano wigc, ze polimorfizm FGB
-455G/A ma zwigzek z TAB. Przejawia si¢ on tym, ze warto by¢ homozygota AA aby nie
mie¢ TAB. Ponadto osoby kontrolne dla TAB, bgdace homozygota AA, maja najwicksza
srednice ASI. Innymi stowy im wigcej allelu A, tym wigksza Srednica ASI w grupie

kontrolne;j.

Jak juz wspomniano, wzrost aktywnos$ci prozakrzepowej moze mie¢ znaczenie
w procesie formowania si¢ skrzepliny przys$ciennej, ktora bardzo czgsto towarzyszy
tetniakowi aorty brzusznej. Jak wynika z danych literaturowych, zmniejsza ona o okoto 8%
ci$nienie panujace w Swietle tetniaka i powoduje rownomierny rozktad sit dzialajacych $ciang
tetniaka, dzigki czemu zmniejsza obcigzenie hemodynamiczne S$ciany 1 szybkos¢
powigkszania si¢ $rednicy tetniaka. Z drugiej jednak strony utrudnia transport sktadnikow
odzywczych i tlenu, co przyczynia si¢ do Scienczania Sciany TAB i zwigksza ryzyko jego

pekniecia (Humphrey i Holzapfel, 2012).

W s$wietle uzyskanych wynikow genotypowan, zaden z badanych polimorfizméw nie
jest zwigzany z gruboscig skrzepliny. Na Rycinie 22 zamieszczono krzywe ilustrujace
prawdopodobienstwo zdarzenia, ze grubos¢ skrzepliny przySciennej bedzie nie mniejsza niz
20 mm, w zaleznosci od wskaznika ASI. Szansa na to, ze grubos¢ skrzepliny pacjenta
0 genotypie GA, w miejscu polimorficznym -455G/A genu FGB, bedzie nie mniejsza niz
k =16 mm jest OR = 1.33 razy wigksza niz szansa tego zdarzenia u pacjenta o genotypie AA
w tym locus. Jednak przedzial ufnosci dla tego ilorazu, wynoszacy CI95% (0.53; 3.38),
pokazuje, ze nie mozna wykluczy¢ iz w rzeczywistosci szansa heterozygoty GA jest
dwukrotnie mniejsza niz szansa homozygoty AA (OR = 0.53). Nie ma wi¢c dowodu na
roznice w grubosci skrzepliny migdzy homozygotami GA i AA. Taki sam wniosek
wyciagnieto z poréwnania homozygoty GG z homozygota AA. Analizujac uzyskane wyniki
stwierdzono, ze nie ma zadnych przestanek do twierdzenia, Zze genotyp W migjscu
polimorficznym -455G/A genu FGB ma zwigzek z grubo$cig skrzepliny przySciennej
W tetniaku aorty brzusznej (y’iss=2 = 0.40; p = 0.8202). Analogiczne wyniki uzyskano dla

pozostatych badanych polimorfizmow.
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Rycina 22. Prawdopodobienstwo, ze grubos¢ skrzepliny przysciennej bedzie nie mniejsza niz

20 mm, w zalezno$ci od wskaznika ASI, u kobiet i m¢zczyzn.

Ograniczeniem przeprowadzonych badan moze by¢ dobor grupy badanej,
rekrutowanej wytacznie sposrod pacjentéw zakwalifikowanych do operacji naprawczej TAB.
Obecnie nie jest jednak mozliwy dobor reprezentatywnej proby populacji, z jednej strony ze
wzgledu na brak badan przesiewowych a z drugiej strony z uwagi na wysoka $miertelno$¢
wynikajaca z bezobjawowego przebiegu schorzenia. Natomiast konstruujac grupe kontrolng
dotozono wszelkich staran aby byta jednorodna i dobrana odpowiednio do celow 1 zatozen
badania. Biorgc pod uwage, ze procesy takie jak degradacja elastyny, przebudowa kolagenu
czy reakcja zapalna sg charakterystyczne rowniez dla innych lokalizacji t¢tniakdw, to pomimo
réznic w etiologii uzasadnionym wydaje si¢ sprawdzi¢ uzyskane wyniki takze w innych

lokalizacjach badanej patologii.

Podsumowujac, niniejsze doniesienie stanowi pierwszg obserwacj¢ dotyczaca wptywu

polimorfizmu FGB -455G/A na wskaznik $rednicy aorty ASI. Potwierdza tym samym
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doniesienie innego polskiego zespotu, ze polimorfizm FGB -455G/A ma zwigzek z TAB.
Przejawia si¢ on tym, ze homozygota AA ma mniejsze szanse na wystapienie TAB. Drugim
istotnym wynikiem jest potwierdzenie wystgpowania obnizonej aktywnosci TAFI u chorych
z TAB, opisanego we wczesniejszym pilotazowym badaniu wlasnym. Natomiast oryginalnym
rezultatem jest stwierdzenie, ze roznica w aktywno$ci TAFI pomiedzy badanymi grupami nie
zalezy od genotypu -438G/A TAFI oraz wykazanie zaleznosci migdzy czestoscig allelu G
w tym miejscu polimorficznym a aktywnos$cia TAFIL.

Juz dzi§ wiadomo, ze efekt wplywu podloza genetycznego na patomechanizm TAB
jest wielogenowy, a zmiany w genach przyczyniajgce si¢ do rozwoju TAB sg zlozone.
Whynika to miedzy innymi z faktu stosunkowo matlej penetracji pojedynczych loci oraz
addytywnego wplywu roznych alleli na zapadalno$¢ na TAB. Prawdopodobnie niektore
mutacje, wystepujac pojedynczo, nie wykazuja zwigzku z tetniakiem, jednak w zestawieniu
z innymi loci predysponuja do jego wystgpienia. Nie nalezy rowniez zapominac
o oddzialywaniach genotypu ze S$rodowiskiem. Wydaje si¢, ze w przysziosSci analizy
z zastosowaniem wysokoprzepustowych technik genotypowania beda stanowié¢ naturalne
uzupehienie tradycyjnej oceny TAB. Zeby tak si¢ stato, konieczne jest przeprowadzenie
badan molekularnego podtoza tego schorzenia tak, aby w przysztosci moc modyfikowaé
algorytmy postepowania profilaktycznego, diagnostycznego i leczniczego. Trzeba pamigtac,
ze nadrzednym celem oceny polimorfizmu genetycznego nie jest odpowiedz na pytanie, czy
istnieje zalezno$¢ pomiedzy konkretnym ukladem alleli a wystgpieniem choroby, ale to, jakie
bedzie praktyczne znaczenie tej korelacji. W przypadku TAB szczegdlnie przydatna
w praktyce klinicznej bylaby identyfikacja genetycznych czynnikow prognostycznych,
ktorych oznaczanie pozwolitoby przewidywac¢ rozwoj choroby i tym samym podejmowac
decyzje terapeutyczne. Molekularne badania wariantow polimorficznych genéow wydaja si¢
by¢ drogg zaréwno do zrozumienia patogenezy jak i do zastosowania w nowoczesnej
diagnostyce i planowaniu leczenia ztozonych choréb sercowo-naczyniowych, w tym tetniaka

aorty brzuszne;j.
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6. WNIOSKI

Analiza uzyskanych wynikow badan, przeprowadzonych na prébie populacji polskie;j,

pozwolita na sformutowanie nastepujacych wnioskow:

1. Wystepowanie te¢tniaka aorty brzusznej w badanej grupie nie jest uwarunkowane
wariantami polimorficznymi 1858C/T genu PTPN22 (rs2476601), -1123G/C genu
PTPN22 (rs2488457), 49A/G genu CTLA4 (rs231775) oraz -438G/A genu TAFI
(rs2146881).

2. Polimorfizm -455G/A genu FGB (rs18000790) wykazuje zalezno$¢ z wystepowaniem
tetniaka aorty brzusznej. Wariant polimorficzny -455G/A FGB wptywa na wskaznik
wielkosci aorty ASI (ang. Aortic Size Index) w grupie kontrolnej w ten sposob, ze

Wraz ze wzrostem liczby alleli A ro$nie ASI.

3. Aktywnos¢ inhibitora fibrynolizy aktywowanego trombing (TAFI) zalezy od genotypu
-438G/A TAFI. Badania biochemiczne i genetyczne przeprowadzone w badanej
populacji wykazaty, ze $rednia aktywnos$¢ inhibitora TAFI rosnie wraz ze wzrostem
liczby alleli G w genomie. Homozygoty GG maja wyzszg $rednig aktywno$é
inhibitora TAFI anizeli homozygoty AA.

4. Obnizenie aktywnosci inhibitora fibrynolizy aktywowanego trombing w grupie osob
z tetniakiem aorty brzusznej w porownaniu do grupy kontrolnej nie zalezy

od genotypu -438G/A TAFI.
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7. STRESZCZENIE

Tetniak aorty brzusznej jest chorobg wieloczynnikowa, w przebiegu ktorej
nierozpoznane jak dotad czynniki endo- i egzogenne zapoczatkowuja i modulujg proces
patologicznego poszerzania si¢ §ciany aorty. Pomimo wielu badan, prowadzonych zaréwno
w materiale ludzkim jak i na modelu zwierz¢cym, etiologia tej choroby jest wcigz stabo
zdefiniowana. Niemniej jednak autorzy aktualnych publikacji po$wieconych temu
zagadnieniu zgadzaja si¢ co do potaczonego wplywu czynnikow $rodowiskowych
1 genetycznych na jego powstawanie i rozwoj. Dotychczas nie opracowano skutecznego
systemu wczesnej diagnostyki ani terapii farmakologicznej. Pomimo cigglego rozwoju
chirurgii, takze wyniki leczenia chorych z tetniakiem objawowym czy peknietym nie sg

zadowalajace.

Geny PTPN22, CTLA4, FGB oraz TAFI i ich polimorfizmy pojedynczych
nukleotydow wytypowano do badania ze wzgledu na biologiczne funkcje, potencjalnie
taczace je z wystepowaniem tetniaka aorty brzusznej. Gen PTPN22 koduje limfocytarng
fosfataze tyrozynows, a jego polimorfizm 1858C/T przyczynia si¢ do zaburzenia
przekazywania sygnalu do wnetrza limfocytoéw T, co moze skutkowaé zwigkszeniem ryzyka
rozwoju odpowiedzi immunologicznej. Z kolei polimorfizm 49A/G genu CTLA-4 powoduje
zamian¢ treoniny na alaning w czasteczce CTLA-4. Zmiana ta zaburza apoptoze
aktywowanych limfocytow i prowadzi do utraty kontroli nad nimi, co moze powodowac
rozw0j chordb o podiozu zapalnym. Czasteczka, bioraca udziat w procesie krzepnigcia krwi
a takze w reakcji zapalnej, jest syntetyzowany w hepatocytach fibrynogen, ktorego tancuch
BB kodowany jest przez gen FGB. Polimorfizm -455A/G genu FGB wplywa na stezenie
fibrynogenu we krwi. Rowniez aktywowany trombing inhibitor fibrynolizy, TAFI, bierze
udziat zarbwno w utrzymywaniu homeostazy pomi¢dzy uktadami krzepnigcia i fibrynolizy
jak i w procesach zapalnych, a jego wariant polimorficzny -438G/A w badaniach
populacyjnych wykazywat zwigzek ze wzrostem $miertelno$ci z przyczyn sercowo-

naczyniowych wsrdd mezczyzn.

Celem pracy byla ocena zwigzku pomigdzy wybranymi odmianami polimorficznych
genow PTPN22, CTLA4, TAFI i FGB a predyspozycja do wystgpienia te¢tniaka aorty
brzusznej, a takze analiza zaleznos$ci migdzy badanymi polimorfizmami a $rednicg tetniaka
aorty brzusznej i brzusznego odcinka prawidtowej aorty oraz analiza zalezno$ci migdzy

genotypem w locus TAFI -438 G/A a aktywnosciag produktu biatkowego tego genu.
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Do badan wiaczono 305 pacjentow hospitalizowanych w latach 2010 - 2014 na
Oddziale Chirurgii Naczyniowej Wojewddzkiego Szpitala Specjalistycznego we Wroctawiu,
Osrodka Badawczo-Rozwojowego, natomiast do grupy kontrolnej wlaczono 250
wolontariuszy  zakwalifikowanych w trakcie ,bialtych sobot” przeprowadzonych
W  Wojewddzkim Szpitalu Specjalistycznym we Wroctawiu, Osrodku Badawczo-
Rozwojowym pod hastem: ,,Wczesne Wykrywanie Tetniaka Aorty Brzusznej” na przetomie
marca i lutego 2013 roku. Kazdy ochotnik miat ultrasonograficznie potwierdzony prawidtowy
przebieg aorty 1 zwymiarowang S$rednice naczynia. Materiatem do badan byla krew
obwodowa, pobierana z zyly odlokciowej do probowek z antykoagulantem. Analize
polimorfizméw pojedynczego nukleotydu -438G/A w genie TAFI oraz 1858C/T w genie
PTPN22 wykonano technikg dyskryminacji alleli z uzyciem sond typu TagMan. Typowanie
SNPs 49A/G w genie CTLA-4, -1123C/G w genie PTPN22 oraz -455G/A w genie FBG
przeprowadzono z wykorzystaniem metody PCR-RFLP. Oznaczenie aktywnosci TAFI
W 0s0Czu przeprowadzono za pomocg komercyjnie dostgpnego testu TAFI Activity Kit firmy
American Diagnostica GmbH. Zgodno$¢ rozktadu genotypow z rozktadem oczekiwanym
z rdbwnowagi Hardy’ego-Weinberga, weryfikowano testem chi-kwadrat 3. llorazem szans
i przedziatem ufnosci (CI95%) dla niego na poziomie 1-0=0.95 okres$lano sit¢ zwigzku
genotypu z chorobg. Dla loci PTPN22 1858C/T i PTPN22 -1123C/G obliczono
niezrownowazenie sprzezen (ang. linkage disequilibrium, LD). Modelem liniowym

analizowano aktywno$¢ produktu genu TAFI, aTAFI.

Poréwnanie czestosci genotypdw w grupie chorych 1 kontrolnej nie daje podstaw do
twierdzenia, ze polimorfizmy CTLA-4 49A/G, PTPN22 1858C/T i PTPN22 -1123C/G maja
zwigzek z wystgpowaniem tetniaka aorty brzusznej. Natomiast rozpatrujac polimorfizm
-455G/A FGB zaobserwowano, ze osoby o genotypie GA maja $rednio o 3.72% wyzszy
wskaznik ASI niz osoby o genotypie AA, oraz srednio o 5.32% wyzszy wskaznik BMI jngex
niz osoby o genotypie AA. Przeprowadzona analiza pozwolila na wysnucie nastgpujacych
wnioskow: heterozygota GA ma 1.94 razy wigcej szans na wystgpienie tetniaka aorty
brzusznej niz homozygota AA, a przedziat ufnosci pokazuje, ze moze to by¢ nawet OR =3.32
razy wiecej. Podobnie, homozygota GG ma 1.45 razy wigce] szans na tetniaka
w poréwnaniu z homozygota AA. Polimorfizm FGB -455G/A ma zwiazek z TAB. Ponadto
osoby kontrolne dla TAB, bedace homozygota AA, maja najwiecksza $rednice ASI. Im wigcej
allelu A, tym wigksza srednica ASI w grupie kontrolnej. Z kolei w przypadku polimorfizmu

-438G/A TAFI, wyzsze stezenie antygenu TAFI obserwuje sie u homozygot GG, co jest
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zgodne z prezentowanymi wynikami, dotyczacymi aktywno$ci TAFI w badanych grupach.
Przy czym spadek aktywnosci TAFI w grupie badanej nie zalezy od badanego genotypu
-438G/A. Analiza statystyczna uzyskanych wynikow wykazata, ze $rednia aktywnos$¢ TAFI
rosnie wraz ze wzrostem liczby alleli G w genomie. Homozygoty GG majg wyzsza Srednig
aktywnos¢ TAFI anizeli homozygoty AA w obu analizowanych grupach. Jak wynika
z piSmiennictwa, polimorfizm ten jest powigzany ze st¢zeniem biatka TAFI we krwi.
Wiadomym jest, ze wraz ze spadkiem st¢zenia danego czynnika we krwi nalezy si¢
spodziewa¢ spadku jego aktywnos$ci. Obecnos$¢ antygenu nie jest jednak réwnoznaczna
z obecnoscig biatka aktywnego we krwi. W krwioobiegu TAFI moze wystepowac jako
nieaktywny zymogen uaktywniany proteolitycznie trombing miejscowo, w czasie nasilenia si¢
procesow koagulacyjnych. Zatem nie mozna wykluczyé, ze wraz ze spadkiem aktywnosci

TAFI spada jego stezenie.

Pewnym jest, ze obok czynnikéw srodowiskowych réwniez czynniki genetyczne
odgrywaja rol¢ w patogenezie t¢tniaka aorty brzusznej. Wyniki badan epidemiologicznych nie
pozostawiajg co do tego watpliwosci. Z uwagi na ztozono$¢ obserwowanych fenotypow
tetniaka, wpltyw gendéw na zapadalno$¢ na TAB pochodzi najprawdopodobniej zaréwno
z sumowania si¢ wptywow alleli lub loci jak i z interakcji pomiedzy nimi (wptyw addytywny
1 nieaddytywny). Predyspozycja do rozwoju tej choroby jest takze wynikiem interakcji
genotypu z czynnikami $rodowiskowymi. Nawet jezeli w przysztos$ci okaze si¢, ze na ta
chorobe wptywaja gléwnie ewolucyjnie miode, rzadkie geny, to stale dokonujacy si¢ postep
technologiczny 1 metodologiczny w epidemiologii molekularnej pozwala sadzi¢, ze mozliwa
bedzie ich identyfikacja. Jej wynikiem z kolei moze by¢ nie tylko poznanie patomechanizmu
choroby 1 wyjasnienie przyczyn klinicznej r6znorodnosci obserwowanych fenotypow TAB
ale takze usprawnienie wczesnej diagnostyki i zmniejszenie przedwczesnej umieralnosSci.
Stworzy takze szans¢ na opracowanie strategii terapii  zindywidualizowanej

1 wdrozenie poradnictwa genetycznego dla rodzin obcigzonych ryzykiem zachorowania.
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8. ABSTRACT

An abdominal aortic aneurysm is a multifactorial disease, in the course of which the
unrecognized yet endogenous and exogenous factors initiate and modulate the pathological
process of widening of the aortic wall. Despite the many studies conducted both in human
material and in the animal model, the etiology of this disease is still poorly defined.
Nevertheless, the authors of the recent publications on this subject agree on the combined
effect of environmental and genetic factors on its formation and development. No effective
system for early diagnosis or drug therapy has yet been developed. Despite the continuous
development of surgery, the results of treatment of patients with symptomatic or ruptured

aneurysm are also unsatisfactory.

PTPN22, CTLA4, FGB and TAFI genes and single nucleotide polymorphisms were
selected for the study due to biological functions, which possibly combine them with the
occurrence of an abdominal aortic aneurysm. The PTPN22 gene encodes a lymphoid tyrosine
phosphatase and its polymorphism of 1858C/T contributes to abnormal signal transduction
into T lymphocytes, which may result in increased risk for the development of an immune
response. In turn, the polymorphism 49A/G of the CTLA-4 gene causes conversion of
threonine to alanine in the CTLA-4 molecule. This change distorts the apoptosis of activated
lymphocytes, and leads to loss of control over them, which can result in the development of
inflammatory diseases. The molecule, which participates in the process of blood clotting and
in the inflammatory response, is the fibrinogen synthesized in hepatocytes, whose B chain is
encoded by FGB gene. The -455A/G polymorphism of FGB gene affects the concentration of
fibrinogen in the blood. Also, the TAFI (thrombin activatable fibrinolysis inhibitor) is
involved in both maintaining the homeostasis between coagulation and fibrinolysis systems as
well as in inflammatory processes, and its -438G/A polymorphic variant in population-based

studies showed the relation with increased mortality from cardiovascular causes among men.

The purpose of the study was to assess the relationship between the selected
polymorphic variants of PTPN22, CTLA4, TAFI and FGB genes and predisposition to an
abdominal aortic aneurysm, as well as to analyse the correlation between the studied
polymorphisms and the diameter of the abdominal aortic aneurysm and the abdominal aortic
segment as well as the analysis of the proper relationship between the genotype at TAFI

-438G/A locus and the activity of the protein product of this gene.
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The 305 patients hospitalized in the years 2010-2014 at the Department of General and
Vascular Surgery, Regional Specialist in Wroclaw, Research and Development Centre were
enrolled in the test; the control group included 250 volunteers enrolled in the course of the
free research and advice in the hospital on Saturdays performed at the Regional Specialist
Hospital in Wroclaw, Research and Development Centre - under the slogan: “Early Detection
of Abdominal Aortic Aneurysm” in late March and early February 2013. The correct course
of the aorta and sized vessel diameter in each volunteer was confirmed by ultrasound. The
experimental material was peripheral blood taken from the antecubital vein into tubes
containing anticoagulant. The analysis of the -438G/A Single Nucleotide Polymorphism
(SNP) in the TAFI gene and 1858C/T in the PTPN22 gene was performed by allelic
discrimination technique using TagMan-type probes. The typing of the 49A/G SNPs in the
CTLA-4 gene, -1123C/G in the PTPN22 gene and -455G/A in the FBG gene was performed
using the Restriction Fragments Length Polymorphism (RFLP). Determination of the TAFI
activity in plasma was performed using a commercially available TAFI Activity Kit assay
from American Diagnostica GmbH. The compliance of the genotype distribution with the
distribution expected from the Hardy-Weinberg equilibrium, was verified by the chi-square
test, x2. The odds ratio (OR) and confidence interval of C195%, at the level of 1-o = 0.95 were
used to determine the strength of the genotype association with the disease. For PTPN22
1858C/T and PTPN22 -1123C/G loci, the linkage disequilibrium (LD) was calculated. The

linear model was used to analyse the TAFI activity (aTAFI) of the gene product.

The comparison of genotype frequencies in patients and controls did not give rise to
a claim that polymorphisms of CTLA-4 49A/G, PTPN22 1858C/T and PTPN22 -1123C/G are
associated with the occurrence of abdominal aortic aneurysm. In contrast, considering the
polymorphism of -455G/A FGB, it has been observed that people with the GA genotype have
an average of 3.72% higher ASI rate than people with the AA genotype, and an average of
5.32% higher BMI index than those with the AA genotype. The analysis made it possible to
draw the following conclusions: the GA heterozygote has OR = 1.94 times more chances of
aortic aneurysm than the AA heterozygote, and the confidence interval shows that it may even
be OR = 3.32 times more. Similarly, the GG homozygote has OR = 1.45 times more chance
of the aneurysm as compared to the AA homozygote. The FGB -455G/A polymorphism is
related to the TAB. In addition, people in the control group for the TAB, which is the AA
homozygote, have the largest diameter of the ASI. The more the A allele, the larger the
diameter of the ASI in the control group. In turn, in the case of the -438G/A TAFI
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polymorphism, a higher concentration of the TAFI antigen is observed in the GG
homozygotes, which is consistent with the presented results concerning the TAFI activity in
the test groups. A decrease in the TAFI activity in the test group does not depend on the tested
-438G/A genotype. The statistical analysis of the obtained results showed that the average
TAFI activity increases with the number of the G alleles in the genome. The GG homozygotes
have a higher than average TAFI activity as compared to the AA homozygotes in both
analysed groups. As the literature clearly shows, this polymorphism is associated with TAFI
protein concentration in the blood. It is known that with the decrease in the concentration of
the particular agent in the blood, a decrease in its activity can be expected. The presence of
the antigen is not synonymous with the presence of the active protein in the blood. In the
blood stream, TAFI may occur as an inactive zymogen proteolytically activated by thrombin
locally with an increase in coagulation processes. Therefore, it cannot be ruled out that with

the decrease in the TAFI activity, its concentration decreases.

It is certain that in addition to environmental factors, genetic factors also affect the
pathogenesis of the abdominal aortic aneurysm. Epidemiological studies leave no doubt about
it. Due to the complexity of the observed phenotypes of the aneurysm, the impact of the genes
on the incidence of TAB probably comes from the sum of influences of alleles or loci and
from the interaction between them (an additive and non-additive impact). Predisposition to the
development of this disease is also the result of the genotype interaction with environmental
factors. Even if it is shown in the future that this condition affects mainly evolutionarily
young and rare genes, the constantly advancing technology and methodology in molecular
epidemiology suggest that it will be possible to identify them. In turn, not only can the
pathogenesis of the disease and explanation of the clinical causes for the observed TAB
phenotype diversity be known as a result thereof, but also the early diagnosis and reduction of
premature mortality can improve. It will also create an opportunity to develop individualized

treatment strategies and implement genetic counselling for high risk families.
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Yu%20ZY%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18687223
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Zhang%20JA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18687223
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Maier%20HB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18687223
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wang%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18687223
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Xiao%20WX%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18687223

10. SPISTABEL | RYCIN

Spis Tabel

Tabela 1. Czgstos¢ wystepowania tetniaka aorty brzusznej w wybranych badaniach
populacyjnych.

Tabela II. Najwazniejsze asocjacje polimorfizméw genetycznych z TAB zidentyfikowane

w badaniach genow kandydujacych.

Tabela 1ll. Sekwencje starterow zastosowanych podczas reakcji PCR do amplifikacji
fragmentow genow PTPN22, CTLA-4 i FGB.

Tabela IV. Sktad zastosowanych mieszanin reakcji PCR dla badanych polimorfizmow genow

PTPN22, CTLA-4 i FGB.

Tabela V. Warunki reakcji PCR dla badanych polimorfizméw genow PTPN22, CTLA-4 i
FGB.

Tabela VI. Wiek os6b wiaczonych do grupy chorych z tetniakiem aorty brzusznej (n=274)
i kontrolnej (n=250).

Tabela VII. Masa ciala 0s6b wiaczonych do grupy chorych z tetniakiem aorty brzusznej
(n=274) i kontrolnej (n=250), w podziale na pte¢ badanych.

Tabela VIII. Wskaznik masy ciata (BMI) osob wiaczonych do grupy chorych z tetniakiem
aorty brzusznej (n=274) i kontrolnej (n=250).

Tabela IX. Powierzchnia ciata (BSA) osoéb wigczonych do grupy chorych z tetniakiem aorty
brzusznej (n=274) i kontrolnej (n=250), w podziale na pte¢ badanych.

Tabela X. Srednica aorty [mm] oséb wiaczonych do grupy chorych z tetniakiem aorty
brzusznej (n=274) i kontrolnej (n=250), w podziale na pte¢ badanych.

Tabela XI. Srednica aorty w stosunku do powierzchni ciata, ASI [em/m?], w grupie chorych

Z tetniakiem aorty brzusznej i kontrolnej.

Tabela XII. Srednica aorty w stosunku do BMI [ecmxm?/kg], w grupie chorych z tetniakiem

aorty brzusznej i kontrolnej.
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Tabela XIIl. Grubo$¢ skrzepliny przy$ciennej w grupie chorych, u ktorych skrzepling
stwierdzono (n=258), oraz czestos¢ chorych bez skrzepliny (n=16), w podziale na ple¢
badanych.

Tabela XIV. Poréwnanie wystgpowania chorob wspdtistniejagcych i czynnikow ryzyka w

grupie chorych z tetniakiem aorty brzusznej (n=274) i kontrolnej (n=250).

Tabela XV. Rozktad liczby czynnikow ryzyka rozwoju tetniaka aorty brzusznej (analizowane
czynniki to: ple¢ meska, palenie tytoniu, wiek powyzej 65 roku zycia, otyto§¢ (BMI>30),
nadci$nienie tetnicze i dyslipidemia), gdzie ,,0” oznacza brak czynnikow ryzyka a ,,6”

wystepowanie wszystkich szesciu czynnikow ryzyka rozwoju tetniaka aorty brzuszne;.

Tabela XVI. Liczebnos$ci i czgstosci 0sob stosujacych okreslone leczenie farmakologiczne w

obu badanych grupach.

Tabela XVII. Czgstos¢ wystgpowania genotypow i alleli polimorfizmu PTPN22 1858C/T w

grupie badanej i kontrolnej.

Tabela XVIII. Czgstos¢ wystepowania genotypow i alleli polimorfizmu PTPN22 -1123G/C w
grupie badanej i kontrolne;j.

Tabela XIX. Czesto$¢ wystgpowania genotypow i alleli polimorfizmu CTLA-4 49A/G w

grupie badanej i kontrolnej.

Tabela XX. Czestos¢ wystgpowania genotypow i alleli polimorfizmu FGB -455G/A w grupie
badanej i kontrolnej.

Tabela XXI. Czegstos¢ wystgpowania genotypow i alleli polimorfizmu TAFI -438 G/A w

grupie badanej i kontrolne;j.

Tabela XXII. Aktywno$¢ produktu genu TAFI, aTAFI [%], w zaleznosci od genotypu TAFI
-438G/A w grupie chorych z TAB i kontrolnej oraz tacznie dla calej populacji badanej.

Tabela XXIII. Zalezno$¢ migdzy aktywnos$ciag TAFI a genotypem TAFI -438G/A 1 tetniakiem

aorty brzusznej.
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Tabela XXIV. Zalezno$¢ pomigdzy $rednicg tetniaka aorty, d’, a czynnikami klinicznymi
I genetycznymi u chorych z TAB. W tabeli podano procentowg réznice w Srednicy dla danej

sktadowejd’, tzn. dla ASI i dla BMI ingex, W Stosunku do grupy odniesienia.

Tabela XXV. Zalezno$¢ pomiedzy S$rednicg aorty,d’, a czynnikami klinicznymi
1 genetycznymi w grupie kontrolnej. W tabeli podano procentowg roéznice w $rednicy dla

danej sktadowej d’, tzn. dla ASI i dla BMI jngex, W Stosunku do grupy odniesienia.

Tabela XXVI. Zalezno$¢ pomiedzy gruboscia skrzepliny przy$ciennej w worku tetniaka

a czynnikami klinicznymi i genetycznymi.

Tabela XXVII. Hipotezy roéznie opisujace zalezno$¢ pomigdzy aktywnoscia TAFI a chorobg
i genotypem TAFI -438G/A.

Tabela XXVIII. Rozklady czestosci genotypoéw dla polimorfizmu FGB -455G/A w grupie
kontrolnej obserwowane w badaniu oraz oczekiwane w sytuacji, gdyby locus to znajdowato
si¢ w rownowadze Hardy’ego-Weinberga.

Tabela XXIX. Laczna analiza genotypow w locus FGB -455G/A, zbierajaca wyniki uzyskane
w pracy Austriakow (Renner i wsp., 2002) oraz w grupach chorych z TAB i kontrolnej.

113



Spis Rycin

Ryc. 1. Schematyczny obraz workowatego (A) oraz wrzecionowatego (B) tetniaka aorty

brzusznej.
Ryc. 2. Schemat budowy prawidtowe;j Sciany brzusznego odcinka aorty.

Ryc. 3. Schemat rozwoju tetniaka aorty brzusznej i towarzyszacych mu zmian w $cianie

aorty.
Ryc. 4. Przekroj poprzeczny skrzepliny przysciennej t¢tniaka aorty brzuszne;.

Ryc. 5. Schemat przedstawiajacy organizacje¢ genu TAFI i mechanizm powstawania aktywnej

(TAFTa) i nieaktywnej (T AFIai) formy jego produktu biatkowego.

Ryc. 6. Schemat obrazujacy zasad¢ dzialania sond typu TagMan w reakcji dyskryminacji
allelicznej (zmodyfikowano wedtug Livak i wsp., 1995).

Ryc. 7. Wynik elektroforezy agarozowej produktu reakcji PCR dla genu FGB w obecnosci
bromku etydyny (1.6 % zel agarozowy). Tor 1 — marker wielkosci DNA, kolejne tory —
amplikony.

Ryc. 8. Wynik elektroforezy agarozowej produktu reakcji PCR o dlugosci 175 pz dla genu
PTPN22 w obecnosci bromku etydyny (1 % zel agarozowy). Tor 1 — marker wielko$ci DNA,

kolejne tory — amplikony.

Ryc. 9. Wynik elektroforezy agarozowej produktu reakcji PCR o dlugosci 166 pz dla genu
CTLA-4 w obecnosci bromku etydyny (1 % zel agarozowy). Tor 1 — marker wielko§ci DNA,
kolejne tory — amplikony.

Ryc. 10. Wynik analizy SNP -1123C/G genu PTPN22 metoda PCR-RFLP. Trawienie
produktow PCR enzymem Sacl. Produkty rozdzielone na zelu agarozowym. Tor 1 — marker
wielkosci DNA, tor 2, 3, 4, 5 i 8 — homozygoty GG, tor 6 — heterozygota GC, tor 7 —
homozygota CC.

Ryc. 11. Wynik analizy SNP 49A/G genu CTLA-4 metoda PCR-RFLP. Trawienie
produktow PCR enzymem restrykcyjnym BbvI. Produkty trawienia rozdzielone na zelu
agarozowym. Tor 1 — marker wielkosci DNA, tor 2, 4, 5, 6 i 8 — heterozygoty GA, tor 3 —
homozygota GG, tor 7 — homozygota AA.
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Ryc. 12. Wynik analizy SNP -455 G/A genu FGB metodg PCR-RFLP. Trawienie produktow
PCR enzymem restrykcyjnym Haelll. Produkty trawienia rozdzielone na zelu agarozowym.
Tor 1 — marker wielko$ci DNA, tor 2, 3,7, 8,10, 11112 —homozygoty GG, tory 4,5, 6, 13 i
14 — heterozygota GA, tor 9 — homozygota AA.

Ryc. 13. Srednica aorty [mm] 0s6b badanych, w podziale na pte¢. Na wykresie lewym
mediany, kwartyle pierwszy i trzeci, obserwacje minimalne i maksymalne nieodstajace, oraz
jako osobne punkty, obserwacje odstajace w grupie chorych z TAB. Na wykresie prawym — W

grupie kontrolnej.

Ryc. 14. Srednica aorty w stosunku do powierzchni ciata, ASI [em/m?]. Na wykresie lewym
mediany, kwartyle pierwszy i trzeci, obserwacje minimalne i maksymalne nieodstajace, oraz
jako osobne punkty, obserwacje odstajace w grupie chorych z TAB i kontrolnej. Na wykresie
prawym — dystrybuanta empiryczna ASI, pokazujaca prawdopodobienstwo tego, ze ASI

przyjmie warto$¢ nie wieksza niz zadana.

Ryc. 15. Srednica aorty w stosunku do BMI [emxm?/kg]. Na wykresie lewym mediany,
kwartyle pierwszy i trzeci, obserwacje minimalne i maksymalne nieodstajace, oraz jako
osobne punkty, obserwacje odstajace w grupie chorych z TAB i kontrolnej. Na wykresie
prawym — dystrybuanta empiryczna wskaznika, pokazujaca prawdopodobienstwo tego, ze

przyjmie on warto$¢ nie wigkszg niz zadana.

Ryc. 16. Grubos$¢ skrzepliny przysciennej [mm] w grupie chorych, u ktérych stwierdzono
skrzepling. Na wykresie A — mediana, kwartyle pierwszy i trzeci, obserwacje minimalne i
maksymalne nieodstajace, oraz jako osobny punkt, obserwacja odstajaca. Na wykresie B —
histogram grubosci skrzepliny. Na wykresie C — dystrybuanta empiryczna, pokazujaca

prawdopodobienstwo tego, ze grubos¢ skrzepliny przyjmie warto$¢ nie wigksza niz zadana.

Ryc. 17. Aktywnos$¢ produktu genu TAFI [%], w zaleznosci od genotypu TAFI -438G/A i
grupy badanej. Na wykresie lewym mediany, kwartyle pierwszy i trzeci, obserwacje
minimalne i maksymalne w grupie chorych z TAB. Na wykresie prawym — w grupie

kontrolnej.

Ryc. 18. Srednie poziomy aktywno$ci TAFI w zaleznosci od genotypu TAFI -438G/A, w obu
badanych grupach.
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Ryc. 19. Zalezno$¢ pomiedzy $rednicg tgtniaka aorty w grupie chorych oraz $rednicg tetnicy
prawidlowej, wyrazonych jako ASI [cm/m?], a genotypem w polimorfizmie -455G/C genu
FGB.

Ryc. 20. Zalezno$¢ pomiedzy Srednicg tetniaka aorty w grupie chorych oraz $rednica tetnicy
prawidlowej, wyrazonych jako BMI ingex [cm>m?/kg], a genotypem w polimorfizmie -455G/C
genu FGB.

Ryc. 21. Prawdopodobienstwo (linia niebieska) tego, ze osoba z populacji kontrolnej bedzie
homozygota AA w miejscu polimorficznym -455G/C genu FGB , w zalezno$ci od jej
wskaznika ASI.  Linig czerwong zaznaczono to samo prawdopodobienstwo przy

nieznajomosci ASI u tej osoby.

Ryc. 22. Prawdopodobienstwo, ze grubos¢ skrzepliny przys$ciennej bedzie nie mniejsza niz 20

mm, w zaleznos$ci od wskaznika ASI, u kobiet 1 mezczyzn.
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11. ZALACZNIKI

Spis zalacznikow

Zalacznik 1

Ankieta pacjenta operowanego z powodu tetniaka aorty brzuszne;.

Zalacznik 2

Informacja dla 0sob uczestniczacych w badaniu naukowym.

Zalacznik 3

Oswiadczenie badanego. Zgoda na udziat w badaniu.

Zalacznik 4

Weczesne wykrywanie t¢tniaka aorty brzusznej — ankieta uczestnika badania.

Zalacznik 5

Informacja dla uczestnika badania i formularz pisemnej swiadomej zgody.

Zalacznik 6

Formularz $wiadomej zgody na wykonanie molekularnych badah genetycznych.
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WroVasc

Wojewddzki Szpital Specjalistyczny we Wroctawiu,

Osrodek Badawczo-Rozwojowy
Kamienskiego 73a, 51-124 Wroctaw

Ankieta pacjenta
operowanego z powodugtniaka aorty brzu

Zatacznik 1

sznej

Informacje ogoélne

Nazwisko i img

PESEL
Pled mezczyzna [ kobieta [
Waga [kg]
Wzrost [cm]
Srednica max | tetniak tetniak peknigty | tetniak zapalny
rozwarstwiagcy
............ [mm]| TAK NIE TAK NIE TAK NIE
Tetniak aorty = - - - — —
brzusznej Powierzchnia przekroju poprzecznegmika........................ [mn?]
Gruba¢ skrzepliny przyciennej..........c.ccovevvvvenennn. [mm]
Leki stale przyjmowar|l.
2.
3.
4.
5.
Czynniki ryzyka i choroby wspotistniejace
Czy pali Pan/Pani TAK NIE obecnie
papierosy? (- 1 | w przeszidci
Czy pije Pan/Pani TAK NIE
alkohol? = — | rodzaj alkoholu ....................
objetosé /tydzien ...................
Czy choruje Pan/Pani na TAK NIE NIE WIEM iak dtugc
cukrzyc? (- - =
. lat
Czy choruje Pan/Pani na TAK NIE NIE WIEM Inadcgnienie ttnicze
choroby uktadu - O . niskie cknienie
krazenia?
iNNe ..o,
Czy wystpita/ TAK NIE NIE WIEM [zawal
wystgpuje u Pana/Pani| — = - choroba niedokrwienna
choroba (operacja) choroba wiéacowa
serca? dtawica piersiowa
dusznica bolesna
rozrusznik
by-passy




<

<

Czy choruje Pan/Panir TAK NIE NIE WIEM |zespét Leriche’a
miazdzyce tetnic? - = O mrowienie, detwienie kaczyn,
béle ud/tydek/péladkow przychodzeniu
béle ud/tydek/péladkow w spoczynku (w
nocy),
owrzodzenia, martwica kazyn,
béle i ,mdlenie” gk
zaburzenia przeptywu krwi vetihicach
szyjnych, mézgowych, udar mézgu
Czy wystpujg u TAK NIE NIE WIEM Iniewydolng¢ nerek, marsk&, torbiele
Pani/Pana choroby (- - —
nerek?
inne: ......ccooevennes
Czy wystpujg u TAK NIE NIE WIEM zwichnigcie soczewki, jaskra, @aa
Pani/Pana choroby ocz (| O NN ..o,
Czy choruje Pan/Pani| TAK NIE NIE WIEM |czas trwania choroby ....... lat
osteoporog? - - Ol
TAK NIE NIE WIEM zespodt Marfana , hemofilia
Czy wystpuja u 3 -
Pani/Pana choroby - INNE... .,
genetyczne?
Czy wystipity choroby | TAK NIE NIE WIEM zespdt Marfana, hemofilia
genetyczne w Pani/Pana 1 - =
rodzinie? INNE: ..
Czy wystpuja u TAK NIE NIE WIEM tuszczyca, choroba Keiewskiego-Crohna
Pani_/Pana cho_roby - . - wrzodzit_eja,c_e zapa_lenie jelita grL_Jbego,
autoimmunologiczne? stwardnienie rozsiane, zapalenie tarczyci
Hashimoto, choroba Gravesa-Basedowa,
] ] =
Czy wystpity choroby | TAK NIE NIE WIEM tuszczyca, choroba Keiewskiego-Crohna
autoimmunologiczne w| — = - wrzodziepce zapalenie jelita grubego,
Pani/Pana rodzinie? stwardnienie rozsiane, zapalenie tarczyc
Hashimoto, choroba Gravesa-Basedowa
INNE. ...,
Czy wystpita/wysepuje| TAK NIE NIE WIEM
u Pani/Pana przepuklina? = | pachwinowa, udowa.gpkowa, kresy biate
Czy wystpita/wysepuje| TAK NIE NIE WIEM reumatoidalne zapalenie stawow, tacze
u Pani/Pana choroba (- = - rumieniowaty uktadowy, uktadowe
tkanki lacznej zapalenia nacy twardzina, zespot Ehler
(kolagenoza) i Danlosa, zespo6t Scharpa, zespot Sjogre
INNE e
Czy wystpita/wysepuje| TAK NIE NIE WIEM reumatoidalne zapalenie stawow, tacze
choroba tkankigcznej 3 - O rumieniowaty uktadowy, uktadowe

(kolagenoza) w
Pani/Pana rodzinie

zapalenia naczy twardzina, zespot Ehler

i Danlosa, zespét Scharpa, zespo6t Sjogre




Czy wystpity/wystepuja| TAK NIE NIEWIEM jalergie  ....coooiiiiiiiiiiiee e
Choroby o podiau - O =
immunologicznym niedobory

IMMUNOIOGICZNE.......ccvveiiie e
Czy wystpuje u TAK NIE NIE WIEM rodzaj:
Pani/Pana choroba - O O
NOWOIWOrOWA? | | | e
Czy u Pani/Pana TAK NIE NIE WIEM iakie
przeprowadzane byty - = L
zabiegi OPeracyjne W | | |l s
obrebie jamy brzusznej?

Wywiad w kierunku zaburzen hemostazy
Czy wystpujg u TAK NIE
Pani/Pana krwawieniaz [ =
nosa?
Czy wystpujg u TAK NIE
Pani/Pana krwiaki, - .
wybroczyny lub siniaki‘
Czy zaobserwowat TAK NIE
Pan/Pani dtugie (- -
krwawienia z rany ¢tej
lub otat?
Czy w przesziéci dosziq TAK NIE
u Pana/Pani do I -
intensywnego
krwawienia po operacj
Czy ranyzle sk goja? TAK NIE
[ |

Czy w przesziéci TAK NIE NIE WIEM
wystepowaty lub — — | zylaki, zapaleniezyt powierzchniowych,
wystepuja U Pana/Pani gfcbokich, zte ukrwienie kiczyn, béle
choroby naczfy tydek przy chodzeniu
krwionoénych
Czy w ostatnim czasie | TAK NIE NIE WIEM |Acenokumarol
przyjmowat Pan/Pani - = -] Sintrom
leki rozrzedzajce krew? Warfin

INNE e,
Czy w ostatnim czasie | TAK NIE NIE WIEM Polocard
przyjmowat Pan/Pani (- = -] Acard
przeciwzakrzepowe i/lu Aspiryna
przeciwagregacyjne? Polopiryna

Bestpiryn

Ticlo

Ifapidin

Plavix

Areplex

Inne




Ankieta okotooperacyjna

Data operaciji: otwarta wewsgtrznaczyniowa
Rodzaj operaciji: - .
ROAZa) Protezy: .......ccoviiie e
Czas trwania operaciji:
.................... h

Leki podane przed zabiegieni.

2.

3.
Leki podane po zabiegu 1.

2.

3.

Powiktania srédoperacyjne

Poziom utraty krwi podczas operacji:

....................... ml
Czy zastosowano transfg2j TAK NIE Przetoczono
- | 0S0CzZe: e [ledn.]
koncentrat krwinek
czerwonych: ... [ledn.]

=

Powiktania pooperacyjne

(np. pojawit s¢ skrzep blokujcy
przeptyw krwi w stentgrafcie/protezie
naczyniowej/naczyniu krwiorsaym,
niedokrwienie kaczyny, czy po operaciji
wystapit przeciek dogtniaka lub objawy

krwawienia do jamy brzusznej?..):

Czy wystgpito nadmierne TAK NIE

krwawienie (przez dren) - e ml/doba
Czy pacjent wymagat ponownej TAK NIE Opis:

operacji? [ O

Zalecenia pooperacyjne:

(Pieczgtka i podpislekarza)




Wojewddzki Szpital Specjalistyczny we Wroctawiu,

Wrovasc Osrodek Badawczo-Rozwojowy

ul. Kamienskiego 73a, 51-124 Wroctaw

Zatacznik 2
Informacja
dla 0séb uczestniczacych w badaniu naukowym

Osrodek naukowy:
Wojewaddzki Szpital Specjalistyczny we Wroctawiu, Osrodek Badawczo-Rozwojowy.
ul. Kamienskiego 73A, 51-124 Wroctaw

Temat badania:
, Badania nad patomechanizmem rozwoju tetniaka aorty brzusznej z uwzglednieniem analizy
klinicznej stanu pacjentéw oraz stosowanych procedur medycznych w okresie okotooperacyjnym”

Projekt badawczy prowadzony przez zespdt naukowy Wojewddzkiego Szpitala Specjalistycznego we
Wroctawiu, Osrodka Badawczo-Rozwojowego ma na celu uzyskanie petnej wiedzy na temat patogenezy i
rozwoju tetniaka aorty brzusznej.

Tetniak aorty brzusznej jest chorobg przewlekty, ktorej jedyng metodg leczenia jest chirurgiczne wyciecie
zmienionej tkanki naczynia lub interwencja endowaskularna. Przeprowadzane operacje czesto obarczone sg
ryzykiem wystgpienia powiktan, ze wzgledu na podeszty wiek i choroby wspdtistniejgce pacjentéw. Zespédt
sktadajacy sie z lekarzy specjalistéw w dziedzinie chirurgii naczyniowej oraz naukowcéw doswiadczonych w
badaniach klinicznych planuje wtgczenie do badan okoto 200 osdb z tetniakiem aorty brzuszne;j.

Materiatem do badan bedzie krew obwodowa pobrana od Pana/Pani w objetosci ok. 20 ml rGwnoczes$nie
z pobraniem krwi do rutynowych badan diagnostycznych. Dodatkowo wykonane zostang u Pana/Pani badania
analityczne w zakresie oznaczen krzepniecia krwi takie jak: aPTT, INR, fibrynogen, aktywnos¢ antytrombiny Il1.
Ponadto, okotooperacyjnie bedg u Pana/Pani monitorowane funkcje ptytek krwi z uzyciem nowoczesnych
metod diagnostycznych (aparat PFA-100, trombelastograf). Wyniki przeprowadzonych badan oraz informacje
z przeprowadzonej z Panem/Panig ankiety pozwolg zespotowi lekarzy i naukowcdw na ocene ryzyka
wystgpienia krwawienn okotooperacyjnych, ktére zagrazajg zyciu operowanych pacjentéw. W pobranej od
Pana/Pani krwi oznaczone zostanie takze stezenie osoczowych parametrow zwigzanych z procesami
krzepniecia, ktére prawdopodobnie biorg udziat w powstawaniu i rozwoju tetniaka aorty brzusznej. U oséb,
ktdre zostang zakwalifikowane do operacji, krew do oznaczen pobrana bedzie przed zabiegiem, bezposrednio
po zabiegu oraz dwie doby po operacji.

Gtéwnym celem realizowanego projektu jest podjecie badan uzupetniajgcych wobec aktualnego stanu
wiedzy w zakresie poznania patomechanizméw odpowiedzialnych za powstawanie tetniakdw aorty brzusznej.
Efektem korcowym bedzie ocena na poziomie biochemicznym i genetycznym wptywu nie przebadanych do tej
pory czynnikéw genetycznych i hemostatycznych na patofizjologie tetniaka aorty brzusznej. Réwnoczes$nie
przeprowadzona zostanie analiza kliniczna stanu pacjentéw poddanych zabiegom operacyjnym w celu
modyfikacji standardowych procedur medycznych, stosowanych w okresie okotooperacyjnym.

Zaplanowane badania pozwolg na wdrozenie nowych metod leczenia tetniaka aorty brzusznej oraz
opracowanie skutecznych procedur diagnostycznych umozliwiajgcych wczesne wykrywanie tej choroby.

Osoba wtaczona do badania (imie i Nerswisko) (vodpis)

Lekarz prowadzacy (Imie i Nazwisko) (podpis)

Wrovasc UNIA EUROPEJSKA
ELIROPEFSK| FLINDLISZ
ROZWOIU REGIONALMEGD

Wrovasc — Zintegrowane Centrum Medycyny Sercowaczysiowej
Projekt wspétfinansowany przez Yiiuropejsly zesrodkéw Europejskiego Fundus
Rozvoju Regionalnego w ramach Programu Operacyjnegowatyjna Gospodarka na lata 2007-2013.



Wrovasc Osrodek Badawczo-Rozwojowy

Wojewddzki Szpital Specjalistyczny we Wroctawiu,

ul. Kamienskiego 73a, 51-124 Wroctaw

Zatacznik 3
OSWIADCZENIE BADANEGO
Zgoda na udziat w badaniu

Osoba badana;

(Nazwisko i im)

Wiek:

Lekarz prowadzcy badanie:

(Piecaztka i podpis lekarza prowadeego badanie)

Temat badania:
.Badania nad patomechanizmem rozwoginiaka aorty brzusznej z uwzghieniem analizy
klinicznej stanu pacjentow oraz stosowanych proceakdycznych w okresie okotooperacyjnym”

W obecndci $wiadka wyraam peha i $wiadomy zgodt na udziat w/w badaniu issviadczam,

ze zostatem poinformowany/poinformowana o celu zaroieych bad&d oraz sposobie ich
przeprowadzania.
Niniejszym édwiadczamze:

1.

Rozumiem na czym badaniedzie polegd, do czego potrzebna jest moja zgoda i mam
swiadoma¢, ze mog odmowi zgody na udziat lub cofié zgod: na kadym etapie realizacji
projektu badawczego, coiaden sposob nie wptynie na dalsze moje leczenie.

. Wyrazam zgod@ na przetwarzanie moich danych osobowych w zakreg@elzdnym do

realizacji projektu badawczego, w ktorym Rioudziat, z zastrzeeniem poufnéci
uniemaliwiajacej identyfikacg mojej osoby przez inne osoby prawne i fizyczne nie
wymienione w protokole jako prowaglz badanie.

Zostatem/am szczeg6towo poinformowany/na o warumka#mezpieczenia mojego udziatu w
badaniach i przyjmgjte warunki.

. Wyrazam zgod na izolacg i przechowywanie DNA, ktore zostanie wyizolowanes zml

pobranej ode mnie krwi.

Prowadacy badanie udzielit mi odpowiedzi na wszystkie zeglprzeze mnie pytania.
Otrzymatem 1 egz.Ipformaciji dla osob uczestnigzych w badaniu naukowym”zapoznatem
Si¢ Z jego trécia.

Osoba whczona | Dnia................
do badania
................... (pOdpls) EEEER R e (Telefondo kontaktu W SprawaChmedycznyCh)
Swiadek Dnia.................
(podpis)
ul. Kamienskiego 73 a tel.: +48 71 32-70-456

51-124 Wroctaw fax.: +48 71 32-70-425



Wojewddzki Szpital Specjalistyczny we Wroctawiu, f
Wrovasc Osrodek Badawczo-Rozwojowy v

Kamienskiego 73a, 51-124 Wroctaw

Zatacznik 4

Wczesne wykrywanie tetniaka aorty brzusznej

I tyfikat : ; i
dentyfikator — ankieta uczestnika badania

Informacje ogélne
Nazwisko i img
PESEL
Plet mezczyzna [ kobieta ™I
Waga [kg]
Wzrost [cm]
1.
2.
_ _ 3.
Leki stale przyjmowar f
5.
6.
Czynniki ryzyka i choroby wspdtistniejace
Czy pali Pan/Pani TAK NIE | obecnie
papierosy? (. (- W przeszigci
Czy pije Pan/Pani TAK NIE
alkohol? - . rodzaj alkoholu ....................
objetos¢ /tydzien ...................
Czy choruje Pan/Pani na TAK NIE NIE WIEM jjak diugc
cukrzye? (- O —
............... lat
Czy choruje Pan/Pani na TAK NIE NIE WIEM Inadcénienie ttnicze
choroby uktadu - O - niskie cknienie
krazenia?
NN ......coovenei,
Czy wystpita/ TAK NIE NIE WIEM (zawa!
wystgpuje u Pana/Pani| — = O choroba niedokrwienna
choroba (operacja) choroba wiécowa
serca? dtawica piersiowa
dusznica bolesna
rozrusznik
by-passy

Wrovasc - Zintegrowane Centrum Medycyny Sercowo - Naczyniowej PR
Wrovasc Projekt wspétfinansowany przez Unie Europejskq ze sSrodkéw Europejskiego Funduszu EUROPEISK| FUNDLISE
Rozwoju Regionalnego w ramach Programu Operacyjnego Innowacyjna Gospodarka na lata 2007-2013. ~ ROZWOIU REGIONALMNEGD



<

<

sa
ana,

Czy choruje Pan/Panir TAK NIE NIE WIEM |zespét Leriche’a
miazdzyce tetnic? - O O mrowienie, detwienie kaczyn,
bole udftydek/péladkdéw przychodzeniu
béle ud/tydek/péladkow w spoczynku (w
nocy),
owrzodzenia, martwica kazyn,
bole i ,mdlenie” gk
zaburzenia przeptywu krwi vetihicach
szyjnych, mézgowych, udar moézgu
Czy wystpujg u TAK NIE NIE WIEM Iniewydolng¢ nerek, marsk&, torbiele
Pani/Pana choroby (. (| (|
nerek?
inne: ........ooeeenenes
Czy wystpuja u TAK NIE NIE WIEM 1zwichnicie soczewki, jaskra, &aa
Pani/Pana choroby ocz (| = NN ..o,
Czy choruje Pan/Pani| TAK NIE NIE WIEM |czas trwania choroby ....... lat
osteoporog? O - =
TAK NIE NIE WIEM zesp6t Marfana , hemofilia
Czy wystpuja u — .
Pani/Pana choroby - INNE.. .,
genetyczne?
Czy wystipity choroby | TAK NIE NIE WIEM zespdt Marfana, hemofilia
genetyczne w Pani/Pana [ (| (.
rodzinie? INNE....o
Czy wystpujg u TAK NIE NIE WIEM tuszczyca, choroba keiewskiego-Crohna
Pani_/Pana cho_roby - O . wrzodzit_eja,c_e zapa_lenie jelita grL_Jbego,
autoimmunologiczne? stwardnienie rozsiane, zapalenie tarczyci
Hashimoto, choroba Gravesa-Basedowa
] ] =
Czy wystpity choroby | TAK NIE NIE WIEM fuszczyca, choroba Keiewskiego-Crohna
autoimmunologiczne w| — O O wrzodziepce zapalenie jelita grubego,
Pani/Pana rodzinie? stwardnienie rozsiane, zapalenie tarczyc
Hashimoto, choroba Gravesa-Basedowa
1] =
Czy Wysb(pi}a/wysbpuje TAK NIE NIE WIEM
u Pani/Pana przepuklina?™— O = pachwinowa, udowa,gpkowa, kresy biate
Czy wystpita/wysepuje| TAK NIE NIE WIEM reumatoidalne zapalenie stawow, tacze
u Pani/Pana choroba (- = - rumieniowaty uktadowy, uktadowe
tkanki lacznej zapalenia naczy twardzina, zesp6t Ehler
(kolagenoza) i Danlosa, zespo6t Scharpa, zespot Sjogré
1] =
Czy wystpita/wysepuje| TAK NIE NIE WIEM reumatoidalne zapalenie stawow, tacze
choroba tkankidcznej - = O rumieniowaty uktadowy, uktadowe

(kolagenoza) w
Pani/Pana rodzinie

zapalenia naczy twardzina, zesp6t Ehler
i Danlosa, zespét Scharpa, zespot Sjogre

ena,




Czy wystpity/wystepuja| TAK NIE NIEWIEM jalergie  .....oooiiiiiiiie e

Choroby o podiau - (. =

immunologicznym niedobory
IMMUNOIOGICZNE.......ccvveiee e

Czy wystpuje u TAK NIE NIE WIEM [rodzaj:

Pani/Pana choroba O O O

NOWOTWOrOWa? | | |

Czy u Pani/Pana TAK NIE NIE WIEM Jjakie

przeprowadzane byty (. (| -

zabiegi operacyjne w

obrebie jamy brzusznej

Wywiad w kierunku zaburzen hemostazy

Czy wystpuja u TAK NIE
Pani/Pana krwawieniaz [ O
nosa?
Czy wystpuja u TAK NIE
Pani/Pana krwiaki, - I
wybroczyny lub siniaki?
Czy zaobserwowat TAK NIE
Pan/Pani dtugie (- (|
krwawienia z rany etej
lub otat?
Czy w przesziéci dosziq TAK NIE
u Pana/Pani do O O
intensywnego
krwawienia po operacj
Czy ranyzle sk goja? TAK NIE
(| (|
Czy w przesziéci TAK NIE NIE WIEM
wystepowaty lub (| O (| zylaki, zapalenieryt powierzchniowych,

wystepuja u Pana/Pani
choroby naczy
krwionosnych

gfcbokich, zte ukrwienie kaczyn, béle
tydek przy chodzeniu

Uwagi lekarza, choroby wspotistraep oraz przebyte zabiegi i operacje nigeupv ankiecie

(Pieczgtka i podpis |ekarza)




INNOWACYINA HA WOJEWODZKI SZPITAL S PECJALISTYCZNY iytoinoatoepall e
GOSPODARKA WE WROCLAWIU ROZWOJU REGIONALNEGO gk
NARODOWA STRATEGIA SFOINOSCI Osrodek Badawczo-Rozwojowy
Zatacznik 5
INFORMACIJA DLA UCZESTNIKA BADANIA | FORMULARZ PISEMNEJ

SWIADOMEJ ZGODY

Tytut badania

,Badania nad patomechanizmem rozwoju tetniaka aorty brzusznej z uwzglednieniem analizy
klinicznej stanu pacjentéw oraz stosowanych procedur medycznych w okresie
okotooperacyjnym”

Osrodek prowadzacy badanie

Wojewddzki Szpital Specjalistyczny we Wroctawiu, Osrodek Badawczo — Rozwojowy
ul. H. Kamienskiego 73a
51-124 Wroctaw

Kierownik badania

Prof. dr hab. n. med. Wojciech Witkiewicz
Dyrektor Wojewddzkiego Szpitala Specjalistycznego we Wroctawiu, Osrodka Badawczo —
Rozwojowego

Moze sie zdarzyé, ze w tresci niniejszego formularza napotka Pan/Pani stowa, ktérych
znaczenie nie bedzie Panu/Pani znane. Prosze poprosic¢ lekarza prowadzgcego badanie lub
personel badania o wyjasnienie wszystkich niezrozumiatych stow lub zdan.

Wprowadzenie

Zostat Pan/Pani poproszony/a o dobrowolne wziecie udziatu w badaniu naukowym
dotyczgcym poszukiwania przyczyn powstawania tetniaka aorty brzusznej. Proponujemy
Panu/Pani udziat w badaniu, poniewaz ukonczyt/a Pan/Pani 60 lat i dotagd nie stwierdzono
u Pana/Pani wystepowania tetniaka aorty brzusznej. Badanie zostato zorganizowane i jest
wspotfinansowane przez projekt Wrovasc — Zintegrowane Centrum Medycyny Sercowo —
Naczyniowej.

Wrovasc — Zintegrowane Centrum Medycyny Sercowo — Naczyniowej

Projekt wspétfinansowany przez Unie Europejskg ze srodkéw Europejskiego Funduszu Rozwoju
ro asc Regionalnego w ramach Programu Operacyjnego Innowacyjna Gospodarka na lata 2007-2013




Wrovasc Informacja dla pacjenta o projekcie badawczym dotyczqgcym patogenezy tetniaka
aorty brzusznej wraz z formularzem swiadomej zgody na udziat w badaniu

Informacje zawarte w niniejszym dokumencie wyjasniajg, na czym bedzie polegat Pana/Pani
udziat w badaniu. Po przeczytaniu informacji i wyrazeniu zgody na udziat w badaniu zostanie
Pan/Pani poproszony/a o podpisanie formularza Swiadomej zgody.

Otrzyma Pan na witasnos$¢ egzemplarz niniejszej informacji dla pacjenta i formularza
Swiadomej zgody.

Cel badania

Projekt badawczy prowadzony przez zespdt naukowy Wojewddzkiego Szpitala
Specjalistycznego we Wroctawiu, Osrodka Badawczo-Rozwojowego ma na celu uzyskanie
petnej wiedzy na temat patogenezy i rozwoju tetniaka aorty brzusznej. Tetniak aorty
brzusznej jest nadmiernym poszerzeniem naczynia lezgcego w obrebie jamy brzusznej
i wystepuje najczesciej u mezczyzn powyzej 60 roku zycia. Jest to choroba przewlekta, ktorej
jedyng metoda leczenia jest chirurgiczne wyciecie zmienionej tkanki aorty lub interwencja
endowaskularna. Gtéwnym celem realizowanego projektu jest podjecie badan
uzupetniajgcych wobec aktualnego stanu wiedzy w zakresie poznania patomechanizmoéw
odpowiedzialnych za powstawanie tetniakdw aorty brzusznej. Efektem korncowym bedzie
ocena na poziomie biochemicznym i genetycznym wptywu nieprzebadanych do tej pory
czynnikow genetycznych i hemostatycznych na patofizjologie tetniaka aorty brzuszne;.
Rownoczesnie przeprowadzona zostanie analiza kliniczna stanu oséb wifaczonych do
badania. Zaplanowane badania pozwolg na wdrozenie nowych metod leczenia tetniaka
aorty brzusznej oraz opracowanie skutecznych procedur diagnostycznych umozliwiajgcych
wczesne wykrywanie tej choroby.

Procedury badania

Catkowity czas badania powinien zajg¢ Panu/Pani od okoto 30 min do 1 godziny.

Jesli spetnia Pan/Pani kryteria, wyrazi cheé udziatu w badaniu i wiasnorecznie podpisze
i datuje formularz zgody, zostanie przeprowadzona ocena ogdlnego stanu Pani/Pana

zdrowia. Ocena bedzie obejmowac wywiad medyczny oraz badanie USG brzusznego odcinka
aorty. Zostang rowniez od Pana/Pani pobrane prébki krwi.

Wywiad lekarski

Zostanie Pan/Pani zapytany/a o wszelkie dolegliwosci medyczne, ktére u Pani/Pana
wystepujg, czynniki ryzyka wystgpienia choréb sercowo-naczyniowych, leki ktére Pan/Pani
przyjmuje.

- MATERIALY POUFNE - Strona2z4
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Wrovasc Informacja dla pacjenta o projekcie badawczym dotyczqgcym patogenezy tetniaka
aorty brzusznej wraz z formularzem swiadomej zgody na udziat w badaniu

Jest bardzo wazne, aby udzielit/a Pan/Pani lekarzowi catkowicie szczerych informacji na
temat swojego stanu zdrowia. Wszelkie uzyskane od Pana/Pani informacje bedga traktowane
jako poufne zgodnie z obowigzujagcym prawem. Zadne osoby trzecie nie beda mogty dokona¢
identyfikacji Pana/Pani danych medycznych.

Pobranie krwi

Nastepnie zostanie Pan/Pani poproszona/y o oddanie probek krwi do badan naukowych.
Z zyty Pana/Pani ramienia zostanie pobrana krew o objetosci okoto 15 ml (okoto 3 tyzeczki od
herbaty). W przypadku wiekszosci oséb wktucie igty w celu pobrania krwi nie wigze sie
z zadnymi powazinymi problemami zdrowotnymi. Po pobraniu krwi moze u Pana/Pani
wystgpi¢ niewielki bdl, zaczerwienienie lub zasinienie. W rzadkich przypadkach moze
nastgpi¢ zamroczenie, omdlenie lub dojs¢ do infekcji w miejscu wktucia.

Jesli podpisze Pan/Pani oddzielng Swiadomg zgode na badania DNA, wdéwczas pobrane
zostang okoto 2 tyzeczki od herbaty krwi (10 ml).

Pobrane od Pana/Pani probki krwi pozostang w tutejszym osrodku badawczym i beda
przetwarzane i przechowywane w sposéb uniemozliwiajgcy ustalenie Pana/Pani tozsamosci.

Badanie ultrasonograficzne (USG)

W trakcie wizyty zostanie Panu/Pani wykonane badanie ultrasonograficzne (USG) brzusznego
odcinka aorty. Jest to nieszkodliwa i bezbolesna metoda uwidaczniania aorty brzusznej
i pomiaru $rednicy aorty. Podczas badania USG zostanie Pan/Pani poproszony/a o potozenie
sie i odstoniecie brzucha, nastepnie po natozeniu niewielkiej ilosci zelu, lekarz przesuwajac
gtowicg aparatu oceni i zmierzy $rednice Pana/Pani aorty brzusznej. Bezposrednio po
wykonaniu badania otrzyma Pan/Pani wynik pomiaru.

Najprawdopodobniej wynik pomiaru bedzie prawidtowy i nie zostanie u Pana/Pani wykryty
tetniak aorty brzusznej. Jesli jednak okaze sie, ze Pana/Pani aorta jest poszerzona, to
w zaleznosci od rozmiardw poszerzenia zostanie Pan/Pani skierowany na okresowe kontrole
USG (w przypadku niewielkiego tetniaka) lub na powtdrne badanie w Poradni Chirurgii
Naczyniowej, w celu potwierdzenia wyniku i ustalenia dalszego postepowania leczniczego.

- MATERIALY POUFNE - Strona3z4
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Wrovasc Informacja dla pacjenta o projekcie badawczym dotyczqgcym patogenezy tetniaka
aorty brzusznej wraz z formularzem swiadomej zgody na udziat w badaniu

FORMULARZ PISEMNEJ SWIADOMEJ ZGODY

Tytut badania

»Badania nad patomechanizmem rozwoju tetniaka aorty brzusznej z uwzglednieniem analizy

klinicznej stanu pacjentéw oraz stosowanych procedur medycznych w okresie

okotooperacyjnym”

Podpisujac niniejszy formularz Swiadomej zgody potwierdzam, ze:

przeczytatem informacje dla pacjenta — wersja z dnia 27 czerwca 2014 roku
i zrozumiatem jej tres¢,

otrzymatem egzemplarz informacji dla pacjenta i formularza zgody dotyczacy tego
badania,

udzielono mi zadowalajgcej odpowiedzi na wszystkie zadane przeze mnie pytania,

dobrowolnie wyrazam zgode na wziecie udziatu w badaniu, przestrzeganie procedury
badania i udzielenie wszelkich wymaganych i formac;ji lekarzowi, pielegniarkom lub
innym cztonkom zespotu przeprowadzajgcego badanie oraz gromadzenie

i elektroniczne przetwarzanie moich danych osobowych, jak rowniez na archiwizacje
moich zakodowanych danych osobowych,

rozumiem, ze niektore z pobranych ode mnie probek krwi bedg stuzyty do zbadania
mojej krwi pod katem zawartosci sktadnikéw, ktére moga by¢ zwigzane
z wystepowaniem tetniaka aorty brzusznej,

zezwalam na wykorzystanie prébek krwi pozostatych pod koniec badania
w pdzniejszym terminie, do dalszych analiz, ktédre moga pomadc w lepszym

zrozumieniu przyczyn powstawania choréb sercowo-naczyniowych.

Imie i nazwisko uczestnika Podpis Data
(drukowanymi literami)
Imie i nazwisko badacza Podpis Data
uzyskujacego swiadomg zgode
- MATERIALY POUFNE - Stronad4z4
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Zatacznik 6

FORMULARZ SWIADOMEJ ZGODY NA WYKONANIE
MOLEKULARNYCH BADAN GENETYCZNYCH

Dane uczestnika badania

Imie

Nazwisko

PESEL

OSWIADCZENIE

Niniejszym wyrazam zgode na pobranie ode mnie krwi w celu izolacji DNA, zabezpieczenie
materiatu genetycznego i wykonanie molekularnych badan, majgcych na celu identyfikacje
zmian w DNA, ktére mogg wptywac na powstawanie i rozwdj tetniaka aorty brzusznej.

Wyrazam zgode na przechowywanie, z zachowaniem warunkéw anonimowosci, izolowanego
DNA po zakoniczeniu projektu badawczego i wykorzystanie mojego DNA do badan
naukowych, majgcych na celu rozszerzenie wiedzy na temat molekularnego podtoza choréb

genetycznych.

Zgadzam sie na informowanie mnie w przysztosci o wynikach badan naukowych wtedy, gdy

mogtyby one stanowi¢ podstawe do rozpoznania choroby genetycznej, zwiekszonego ryzyka

jej rozwoju lub udzielenia porady genetyczne;.

Czytelny podpis (imie i nazwisko)

(Pieczgtka i podpis lekarza kierujgcego)

WroVasc

Wrovasc — Zintegrowane Centrum Medycyny Sercowo — Naczyniowej
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