Znacaj genotipizacije polimorfizma angiotenzin I-
konvertiraju¢eg enzima kao molekularnog biljega
trudnodom potaknute hipertenzije

Stipoljev, Feodora

Doctoral thesis / Disertacija
2006

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: University of
Zagreb, School of Medicine / SveuciliSte u Zagrebu, Medicinski fakultet

Permanent link / Trajna poveznica: https://um.nsk.hr/urn:nbn:hr:105:027344

Rights / Prava: In copyright /Zasticeno autorskim pravom.

Download date / Datum preuzimanja: 2024-12-01

Repository / Repozitorij:

Dr Med - University of Zagreb School of Medicine
Digital Repository

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORILII


https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:105:027344
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repozitorij.mef.unizg.hr
https://repozitorij.mef.unizg.hr
https://repozitorij.unizg.hr/islandora/object/mef:5902
https://dabar.srce.hr/islandora/object/mef:5902

Sredisnja medicinska knjiznica

Stipoljev, Feodora (2006) Znacaj genotipizacije polimorfizma angiotenzin
I-konvertirajuceg enzima kao molekularnog biljega trudnocom potaknute
hipertenzije [ The significance of angiotensin I-converting enzyme gene
polymorphism as a molecular marker of pregnancy-induced hypertension
J- Doktorska disertacija, Sveuciliste u Zagrebu.

http://medlib.mef.hr/223

University of Zagreb Medical School Repository
http://medlib.mef.hr/



SVEUCILISTE U ZAGREBU
MEDICINSKI FAKULTET

Feodora Stipoljev

Znacaj genotipizacije polimorfizma
angiotenzin I-konvertirajuc¢eg enzima kao
molekularnog biljega trudnoéom
potaknute hipertenzije

DISERTACIJA

Zagreb, 2006.



Disertacija je izradena u Klinici za ginekologiju i porodnistvo Opcée bolnice
“Sveti Duh” u suradnji s Laboratorijem za molekularnu dijagnostiku
Klinickog zavoda za laboratorijsku dijagnostiku Klinickog bolni¢kog centra

Zagreb Medicinskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu.

Voditelj rada: Prof. dr. sc. Ana Stavljeni¢-Rukavina

Zahvaljuiem mojoj mentorici, Prof. dr. sc. Ani Stavljeni¢-Rukavina na
nesebi¢noj pomoci koju mi je pruzila tijekom izrade disertacije.

Svim ¢&lanovim Laboratorija za molekularnu dijagnostiku, posebice
Prof. dr. sc. Jadranki Serti¢ i mojim kolegama s Klinike za ginekologiju i
porodnistvo posebno sam zahvalna za iznimnu stru¢nu potporu.

Mojoj obitelji, jer su cijelo vrijeme bili uz mene.



SADRZA]J

POPIS OZNAKA I KRATICA

1. UVOD

1.1 Angiotenzin I-konvertirajuéi enzim

1.11. Somatski oblik angiotenzin I-konvertirajuceg enzima

1.12. Germinativnii oblik angiotenzin li-konvertirajuceg enzima

1.2. Alu slijedovi

1.3. Insercijsko-delecijski polimorfizam

1.31. Povezanost insercijsko/delecijskog polimorfizma i preeklampsije

1.4. Monogenski oblici hipertenzije

1.5. Posteljica i reninsko-angiotenzinski sustav

2. CILJEVI ISTRAZIVANJA

3. ODABIR ISPITANICA I METODE ISTRAZIVANJA

3.1. Odabir ispitanica

3.2 Metode istrazivanja

3.21. DNA analiza angiotenzin I-konvertirajuceg enzima
3.211.Lancana reakcija polimerazom (PCR)
3.212.Analiza PCR-produkata

3.22. Statisticka rasc¢lamba

4. REZULTATI

4.1. Raspodjela D i I alela

4.2. Pojavnost insercijsko-delecijskih genotipova

4.3. Raspodjela genotipova prema porodnoj gestacijskoj dobi

4.4. Rizik ponavljanja preeklampsije

10

12

15

16

21

23

27

30

35

36

36

37

37

37

39

42

43

48

49

52

55



4.5. Zastupljenost insercijsko-delecijskih genotipova kod intrauterinog zastoja

rasta ploda 57
5. RASPRAVA 61
6. ZAKLJUCCI 69
7. SAZETAK 71
8. SUMMARY 73
9. POPIS LITERATURE 75
10. ZIVOTOPIS 89



POPIS OZNAKA I KRATICA
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1. UVOD

Krvni tlak je multifaktorijelno svojstvo koje se regulira mnogim genskim
mehanizmima 1 okoliSnim ¢imbenicima. Malo se zna o genima koji su ukljuceni u
mehanizme regulacije krvnog tlaka, a time 1 razvoja humane hipertenzije.
IstraZivanja na obiteljskom modelu 1 modelu blizanaca, koja su ispitivala svezu
izmedu vrijednosti krvnog tlaka medu srodnicima, pokazala su da se oko 30%
promjena vrijednosti krvnog tlaka pripisuje genetickim, dok oko 50% otpada na
okolisne ¢imbenike'. Otkriée pozitivne sveze izmedu odredenog genskog lokusa i
visokog krvnog tlaka moZe usmjeriti istraZivanja ka odredivanju funkcionalnih
genskih varijanti, koje definiraju fenotipske osobitosti nositelja specificnih
promjena2.

Hipertenzija u trudno¢i javlja se u oko 5-7% Zena 1 uzrokuje poviSen
maternalni i perinatalni pobol i pomor’. Ovaj pojam obuhvaca tri oblika bolesti:
povecanje arterijskog krvnog tlaka bez proteinurije u trudnoci, preeklampsiju i
eklampsiju. Minimalni kriteriji za preeklampsiju su povecanje krvnog tlaka iznad
140/90 mmHg nakon 20 tjedana trudnoce, kod dva uzastopna mjerenja u razmaku
od 6 sati, uz istodobnu proteinuriju >300mg tijekom 24 sata. Patogeneza
preeklampsije joS je uvijek nedovoljno poznata. Opcenito su prihvaceni stavovi da
je preeklampsija povezana s abnormalnom implantacijom i razvojem posteljice
tijekom prvog tromjeseja trudnoce, dok se klinicki znaci ove bolesti javljaju u
kasnom drugom ili treCem tromjesecju trudnoée”. Uzimajuéi u obzir sloZenost
preeklampsije na hemodinamskoj, biokemijskoj i imunoloSkoj razini, malo je
vjerojatno da se radi o djelovanju jednog gena. Pretpostavlja se da se radi o skupini

polimorfizama koji udruZeni s okoliSnim ¢imbenicima pridonose razvoju ovog



stanja. Predispozicijski geni mogu povecati rizik razvoja hipertenzije pod
djelovanjem odredenih vanjskih ¢imbenika.

Geni reninsko-angiotenzinskog sustava su dobar primjer kandidatnih gena,
jer je poznata njihova uloga u kontroli krvnog tlaka i patogenezi nekoliko oblika
eksperimentalne i humane hipertenzijez. Sustav sadrZi Cetiri glavna proteina: renin,
angiotenzinogen, angiotenzin I-konvertiraju¢i enzim 1 receptor tipa 1 za
angiotenzin II (slika 1). SniZenje krvnog tlaka potic¢e luCenje renina, prvog enzima
kaskadnog slijeda uzrokujuéi oslobadanje aldosterona, vazokonstrikciju i povisenje
krvnog tlaka. Renin kida angiotenzinogen i nastaje angiotenzin I. Angiotenzin I-
konvertiraju¢i enzim hidrolizira razgradnju dekapeptida angiotenzina 1 u
oktapeptid angiotenzin II. Angiotenzin II ciljno djeluje putem svojih receptora.
Angiotenzin II moZe kidati aminopeptidaza A (angiotenzinaza) u angiotenzin III,
peptid koji izrazito potice koru nadbubrezne Zlijezde na luCenje aldosterona.
Genske varijjante svake komponente ovog sustava mogle bi imati ucinak na
nastajanje razlicitih klini¢kih fenotipova hipertenzije.

Istrazivanja mehanizama nastanka preeklampsije mogu se provesti tek
tijekom kasnog drugog ili treceg tromjesecja trudnoce, kada majka pokaze klinicke
simptome ove bolesti. Smatra se da predispoziciju razvijanja klinicke slike
preeklampsije odreduju vedinom majcinski geni, ¢iju ekspresiju moduliraju,
djelujuci sinergisticki, geni trofoblasta i prisutni okoliSni ¢imbenici. NalaZenje
predispozicijskih gena u ovom slucaju predstavlja tezak problem, medutim
otkrivanje genetskog profila visokog rizika za preeklampsiju omogucilo bi
preventivni probir populacije trudnica i provodenje terapijskih postupaka u svrhu

e . . . .5
lijeenja ove bolesti u veoma ranoj fazi".



Slika 1. RENINSKO-ANGIOTENZINSKI SUSTAV

ANGIOTENZINOGEN
(jetra)
RENIN >
(bubreg; aktivira se u plazmi)
v
ANGIOTENZIN 1
(dekapeptid)
ACE > ApA, ACE
(vaskularni endotel;
plazmatski i membranski-vezan oblik)
ANGIOTENZIN II
(oktapeptid)
v
RECEPTORI ANGIOTENZINA 11 ANGIOTENZIN I1I
AT-1 (heptapeptid)
-vazokonstrikcija
-glomerularna filtracija
-tubularna reapsorpcija
-simpaticka stimulacija (adrenalin) ALDOSTERON

mineralokortikoidni receptori
ACE, angiotenzin I-konvertiraju¢i enzim; ApA, aminopeptidaza A; AT-1, receptor tipa 1

angiotenzina II
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1.1 ANGIOTENZIN I-KONVERTIRAJUCI ENZIM

Angiotenzin  I-konvertiraju¢i  enzim (ACE) odnosno  dipeptidil
karboksipeptidaza 1 (EC 3.4.15.1) je cinkova metaloproteaza koja hidrolizira
angiotenzin I u angiotenzin II, snaZan vazokonstrikcijski hormon 1 stimulator
lu¢enja aldosterona. ACE moZe inaktivirati djelovanje vazodilatacijskog peptida
bradikinina. Angiotenzin II 1 bradikinin djeluju na moduliranje tonusa Zila,
proliferaciju glatkih miSi¢nih stanica i porast sinteze izvanstani¢nog kolagenskog
matriksa. ACE je kljuéni enzim reninsko-angiotenzinskog (RA) i kalikreinskog
sustava’. Ima veoma vaznu ulogu kod reguliranja krvnog tlaka, elektrolitske
ravnoteze 1 proliferacije mati¢nih stanica. ACE moze kidati 1 mnoge druge
supstrate, pokazuju¢i endopeptidaznu ili aminopeptidaznu aktivnost. Enzimska
aktivnost ovog enzima ovisi o prisutnosti kloridnih iona, §to ga ¢ini jedinstvenim u
obitelji metaloproteinaza.

ACE gen se nalazi unutar kromosomske regije 17q23, duZine je 21 kb i
sadrzi 26 egzona koji variraju u veli¢ini od 88 pb do 481 pb (slika 2). Kodirajuca
DNA sastoji se od 4020 pb. Zreli transkript sadrzi samo 25 egzona, jer se egzon 13
procesiranjem (engl. splicing) izdvaja iz primarnog transkripta. Struktura gena
pokazuje visoki stupanj podudarnosti izmedu dviju velikih domena, ukazuju¢i na
mehanizam postanka udvostru¢enjem ancestornog gena. ACE gen nalazi se u samo
jednoj kopiji u humanom haploidnom genomu’. Prisutna su dva ACE promotorska
mjesta: somatski promotor koji se nalazi na 5’ kraju prvog egzona i germinalni
intragenski promotor smjeSten na 5’ kraju specifiCne testikularne glasnicke ACE
RNA (slika 3). Dva alternativna promotora pokazuju visoku stani¢nu specifi¢nost.
Somatski promotor aktivan je u endotelnim, epitelnim i Ziv€anim stanicama, dok je
germinalni promotor aktivan samo u odredenom stadiju razvoja muskih spolnih

s a8
stanica .
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1.11. SOMATSKI OBLIK ANGIOTENZIN I KONVERTIRAJUCEG ENZIMA
Endotelni tip ACE molekule sadrzi dvije homologne domene od kojih
svaka ima aktivho mjesto za vezivanje jednog atoma cinka. Endotelni oblik
angiotenzin I-konvertirajueg enzima nalazi se u obliku membranski-vezanog
ektoenzima 1 kao slobodni plazmatski enzim. Primarno se nalazi kao stani¢ni
integralni transmembranski glikoprotein s amino-krajem i katalitickim mjestom na
izvanstani¢noj strani, posebice na luminalnoj povrSini svih vaskularnih endotelnih
stanica, koje luce 1 slobodni oblik ove molekule. Posebno bogate enzimom su
mikrovaskularne i kapilarne stanice plu¢a i mozga. ACE se takoder nalazi u
sjemenim 1 epididimalnim kanali¢ima, 1 lu¢i se u spermu. Plazmatski enzim
imunoloski je istovjetan membranski-vezanom enzimu, ali za razliku od
endotelnog oblika nema hidrofobno sidro na svom karboksi-terminalnom kraju.
Prve postavke o nastanku topivog oblika ukljucivale su mehanizme post-
translacijske modifikacije ovog enzima proteolitickim cijepanjem membranski
vezanom hidroksilazom®’. Medutim, Sugimura 1 suradnici'® izolirali su dvije vrste
endotelne glasnicke RNA razliite veli¢ine: jedna veli¢ine 4.3 kb koja odgovara
somatskoj ACE i druga 800 nukleotida kraca. Postupak sekvenciranja pokazao je
da je kraca glasnicka RNA istovjetna endotelnoj do pozicije 3432 iza koje slijedi 3’
netranslatirajuci slijed testikularne glasnicke ACE RNA od nukleotidne pozicije
2386 do 3’ kraja. Alternativnim procesiranjem endotelne glasnicke RNA izrezuje
se 3’ slijed koji kodira karboksi-terminalnu hidrofobnu transmembransku domenu.
Alternativno mjesto kidanja predloZzeno ovim istrazivanjem zadovoljava osnovna
pravila pre-glasnickog RNA procesiranja, jer sadrzi GT dinukleotide na
donorskom mjestu 1 pirimidinom bogate regije iza kojih slijede AG ponavljajuci

slijedovi na akceptorskom intronskom mjestu. Ova molekula sadrzi dva kataliti¢ka
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mjesta 1 prema tome je funkcionalna. ProteolitiCkim post-translacijskim
procesiranjem moZe se osloboditi topivi oblik djelovanjem metaloproteinaze iz
ADAM obitelji (engl. A Disintegrin And Metalloproteaze) usidrenoj u membrani
endotelnih stanica. Treba istaknuti da su mehanizmi kontrole ekspresije jo$
nedovoljno poznati, te veoma vjerojatno moze biti prisutno viSe razina regulacije

sinteze topivog oblika ACE molekule.
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Slika 3. Shematska struktura angiotenzin I-konvertirajuéeg enzma; tijekom
transkripcije dolazi do alternativnog procesiranja i stvaranja dvije vrste glasnicke
RNA, jedna specifi¢na za somatski, a druga za testikularni oblik ovog enzima;
transkripcijom glasniCke RNA stvaraju se nezreli oblici enzima; tijekom
translacijskog koraka skracuju se peptidni lanci i cijepa se signalni peptid; na kraju
procesa sazrijevanja atom cinka vezuje se za aktivno mjesto, te dolazi do sidrenja

zrelog izoenzima u plazmatskoj membrani i tkivno-specifi¢ne glikozilacije'.

Endotelni somatski ACE gen Testikularni germinativni ACE gen
DNA 3 5 3 b ——] — 5
E1 E13 E14 E26 E12 E13 E14 E26
RNA 51 12114 26| 3 5'11214 26 3
: - LI R
43kb 3kb
Nezreliprotein Ny 4 N C N i%@o_m‘ c
vOOO 000
150 kDa 85 kDa
Membranski N Y Y C
zreli protein QO A @ }) o
146 kDa 80 kDa
=150-160 kDa" =90 kDa"*
Endotelni ACE izoenzim Testikularni ACE izoenzim

E-egzon; AAA- poliadenilni rep; gRNA- glasnicka RNA;

15



1.12. GERMINATIVNI OBLIK ANGIOTENZIN I-KONVERTIRAJUCEG ENZIMA
Testis sadrzi dvije izoforme angiotenzin I-konvertirajueg enzima.
Testikularni izoenzim nastaje samo tijekom spermatogeneze, a nalazi se u
postmejotiCkim spermatogenim stanicama i spermatozoidima. Njegova razina raste
tijekom procesa daljnje diferencijacije, oslobada se tijekom kapacitacije, i ima
vazan ucinak na pokretljivost spermija. Somatski oblik se eksprimira u
Leydigovim stanicama, endotelnim stanicama testikularnog intestinuma, duz
luminalne povrSine epitelnih stanica ductusa deferensa, epididimisa 1 vas
deferensa'?. Ehlers i suradnici® sekvencirali su testikularni izoenzim i utvrdili
istovjetnost amino kiselina od pozicije 37 do karboksi-terminalnog kraja drugoj
polovici karboksi-terminalne domene endotelnog ACE slijeda. Amino-terminalni
kraj ove izoforme sadrzi testis-specificni egzon. Howard i suradnici'* otkrili su
vlastitu promotersku regiju testikularnog oblika duZine 91 bp unutar introna 12.
Testikularni transkript se prepisuje od egzona 13 do egzona 26. Zreli polipeptid
ima molekularnu tezinu 80 073 daltona, sadrZi jedno od dva cink-vezuju¢a mjesta
prisutna u endotelnoj ACE. Kataliticka uloga ove dvije izoforme je sli¢na. Od
nukleotidne pozicije 222, testikularna DNA postaje istovjetna drugoj polovici
endotelne ACE DNA, osim u promjeni timidina na poziciji 3409 endotelnog oblika
s citidinom na nukleotidu 1687 testikularne ACE DNA. Testikularni izoenzim

hormonski se regulira, $to nije slu¢aj s endotelnim oblikom".

16



1.2. ALU SL1JEDOVI

Transpozonski elementi nalaze se u kodirajucoj regiji 4% humanih gena, 1
oko trecina njih pripada Alu obiteljil(’. Alu ponavljajuci slijedovi zauzimaju oko 5%
haploidnog humanog genoma, dugi su od 150 do 300 pb, i najraSirenija su vrsta
kratkih DNA ponavljajucih slijedova prisutnih u oko 700.000 kopija (engl. SINE-
short interspersed nuclear element). Naziv dolazi od imena enzima koji cijepa
DNA unutar specificnih slijedova smjeStenih unutar Alu elementa. Tipicni Alu
slijed ima 282 nukleotida i sadrZi dvije homologne, ali razli¢ite podjedinice nastale
od 7SL RNA gena internim delecijama i totkastim mutacijama'’. Veéina Alu
slijedova ima unutarnje promoterske elemente za RNA polimerazu III'®,
Podjedinice sadrze veliki broj GC elemenata i povezane su regijom bogatom
adeninom. Slijed zavrSava poliadenilnim repom. Kada se jednom ugrade u
specificnu kromosomsku regiju postaju stabilni genski biljezi veoma korisni u
populacijskim istraZivanjima.

Alu slijedovi se nalaze u intronima mnogih strukturnih gena. Njihova prava
bioloSka uloga nije jo$ uvijek poznata. Dosadasnja istraZivanja pokazuju da
inicijacijska mjesta DNA replikacije sadrze evolucijski veoma ocuvane slijedove
koji su prisutni i u Alu obitelji. Stoga, Alu elementi mogu predstavljati evolucijski
oCuvane kandidatne regije za incijaciju DNA replikacije i regulaciju genske
aktivnosti. Tome u prilog ide Cinjenica da se transkripcija oko polovine Alu
elemenata odvija pomocu RNA polimeraze IIl. Kratki RNA transkripti mogli bi
djelovati kao RNA pocetnice (engl. primer) u procesu pocetka DNA replikacije.
Alu elementi sadrze slijedove duge 14 pb, koji su takoder prisutni u mjestima
inicijacije replikacije velikog broja DNA virusa. Neki od Alu elemenata se
prepisuju kao male RNA molekule koje mogu djelovati kao pocetnice sinteze

DNA. Novija istrazivanja pokazuju da se plazmidi koji sadrZe prepisane Alu
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slijedove repliciraju u kultiviranim stanicama majmuna, dok se isti plazmidi kada

im se isjeku Alu elementi ne repliciraju .

Slika 4. Dva mogu¢a mehanizma umetanja transpozonskih elemenata (TE) u
kodirajucu regiju:

a) direktno umetanje gdje dolazi do ruSenja strukture egzona i delecijskog ucinka
transpozonskog elementa koji sadrZi viSestruke stop kodone;

b) umetanje u intronsku regiju gdje dolazi do formiranja novog egzona iz dijela
transpozonskog elementa. Novi egzon se alternativno procesira, i dolazi do

D . - < . 20
nastajanja viSe vrsta glasnicke RNA, ¢ime se ¢uva funkcionalnost gena™.

(@) (b)

TE insercija TE insercija

Nakon insercije Nakon insercije
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Mutageneza posredovana Alu slijedovima pridonosi otprilike u oko 0.4%
slucajeva nastajanju novih humanih genetskih bolesti. Dokazana je kod karcinoma
dojkeﬂ, akutne mijeloidne leukemijezz, neurofibromatoze®, hipertenzije%’25 1
Ehlers-Danlosovog sindroma tipa VI%. Umetanje Alu sljeda u zrelu glasni¢ku
RNA moZe uzrokovati genetsku bolest, ali isto tako moZe pridonijeti i proteinskoj
razliitosti (slika 4)*. Primjerice, alternativnim procesiranjem gena koji kodira
bilijarni glikoprotein, nastaju tri oblika glasnicke RNA koji sadrze Alu fragmente
egzona ili jednog od dva skoro istovjetna intronska Alu elementa®®. Ugradivanje
Alu elementa u zrelu glasnicku RNA moguce je, jer oba Alu lanca sadrze
konsezusna mjesta kidanja. Nekoliko genskih bolesti uzrokuju mutacije koje vode
nastajanju jakog mjesta kidanja u intronskom Alu elementu. U genu za ornitin 0-
aminotransferazu (OAT), mutacija aktivira kripti¢ko donorsko mjesto unutar desne
podjedinice intronskog elementa. G—C mutacija u Alu slijedu unutar introna 3
vodi konstitutivnoj inserciji novog Alu egzona izmedu treceg i Cetvrtog egzona.
Insercija uzrokuje pomak okvira ¢itanja s preranim nastankom stop kodona
uzrokujuéi OAT deficijenciju®.

U pravilu, Alu egzoni koji se konstitutivno umecu u transkript imaju
negativan ucinak na funkciju proteina, dok egzoni nastali alternativnim
procesiranjem proizvode slabo akceptorsko mjesto, te se toleriraju, pogotovo ako
je retencijski omjer nizak (broj glasnickih RNA koje sadrZe alternativno procesiran
egzon/ ukupan broj glasni¢kih RNA) *°. Osim $to mogu postati dio struktrurnog
gena integriraju¢i se u egzon, Alu slijedovi mogu sudjelovati u razli¢itim
regulacijskim mehanizmima. Mogu modulirati replikaciju DNA kao pozitivni ili
negativni pojacivaci, regulatori pojacivac¢a, modulatori alternativnog procesiranja

ili imati ulogu u genomskom imprintingu31.
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Alu slijedovi sadrZe izrazito metilirane CpC otoke koji su mjesta visokog
rizika nastajanja tockastih mutacija procesom deaminacije 5 metil-deoksicitidina.
Bogati su CpG dinukleotidima koji predstavljaju 30% svih metilacijskih mjesta u
humanom genomu. GpC dinukleotidi su ukljueni u gensku regulaciju, kao i
regulaciju imprinting gena, 1 sadrZe funkcionalne promoterske elemente za
nekoliko steroidnih hormonskih receptora3 2,

Alu slijedovi se nalaze u blizini nekoliko razli¢itih gena koji su ukljuceni u
patogenezu humanih bolesti*. Ugestalost umnoZzavanja Alu elemenata u humanom
genomu dogada se jednom na 200 poroda, medutim ona moZe biti puno ve¢a nego
Sto postoje¢i podaci govore, zbog njihovog delecijskog ucinka tijekom rane
embriogeneze3 2. To ipak predstavlja znacajno visoku vrijednost ukazujuci na Alu
slijedove kao vazan ¢imbenik rizika humane mutageneze (tablica 1). Alu elementi
mogu posredovati mehanizmima nejednake homologne rekombinacije koji
rezultiraju delecijom ili duplikacijom odredenih slijedova, ¢ime mogu nastati nove
proteinske varijante. Ugradivanje novog Alu elementa moZze dovesti do promjene
regulacije genskog transkripta uvodenjem novog transkripcijskog ¢imbenika za
vezujuc¢e mjesto. S obzirom na njihovu zastupljenost, Alu slijedovi smatraju se
potencijalnim mjestima rekombinacije i1 prema tome prijetnja genomskoj

stabilnosti>”.

20



Tablica 1. Alu ponavljajuci slijedovi i humane bolesti.

Lokus Raspodjela Poremecaj Mehanizam
NF1% de novo neurofibromatoza Al
IL2RG™ obiteljski XSCID Al
ACE™ oko 50% predispozicija za srCane Al
bolesti
BRCA2*! de novo karcinom dojke Al
Btk* obiteljski X-vezana Al
agamaglobulinemija
Faktor IX"’ obiteljska hemofilija Al
EYA1® de novo branhio-oto-renalni sindrom Al
C1 inhibitor®  de novo angioedem Al
GK* de novo glicerol-kinazna deficijencija Al
2XFGFR2" de novo Apertov sindrom Al
Antitrombin®”  jedan trombofilija AR
pacijent
DMD* srodnici Duchennova miSicna AR
distrofija
HPRT* jedan Lesch-Nyhanov sindrom AR
pacijent
GALNS® jedan mukopolisaharidoza tip IVA AR
pacijent
Apo B* jedan hipo-betalipoproteinemija AR
pacijent

Al= Alu insercija; AR=Alu/Alu rekombinacija
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1.3. INSERCIJSKO-DELECILJSKI POLIMORFIZAM

Rigat 1 suradnici®’ prvi su identificirali polimorfni DNA biljeg, insercijsko/
delecijski (I/D) polimorfizam, koji se nalazi unutar introna 16 ACE gena.
Prisutnost (I) ili odsutnost (D) 287-pb alu ponavljajuceg slijeda unutar introna 16
odreduje tri razli¢ita genotipa: nositelje DD, II i ID alela. Srednja vrijednost
aktivnosti plazmatskog ACE u osoba s DD genotipom je oko dva puta viSa od
osoba s II genotipom, dok ID nositelji imaju srednju vrijednost izmedu DD i II
homozigota. Oko 50% ukupne individualne razlike aktivnosti cirkuliraju¢eg ACE
u opc¢oj populaciji objaSnjava se genskim ucinkom ACE I/D polimorfizma36.
Razina angiotenzin I konvertiraju¢eg enzima u T limfocitima takoder je znacajno
viS$a u osoba homozigota za D alel®®.

Inhibicija ACE aktivnosti u trudno¢i ima veliku vaZnost u odrZavanju
fizioloske ravnoteze izmedu krvnog tlaka i poveéanog protoka krvi prema
posteljici 1 materiStu. Serumska aktivnost angiotenzin I-konvertiraju¢eg enzima
smanjuje se u normotenzivnih trudnica, u odnosu na vrijednosti prije trudnoce.
Dolazi do dodatnog pada ACE aktivnosti dva dana po porodu. Neposredno nakon
toga, razina serumskog ACE ponovo po¢ima rasti dostizu¢i vrijednosti prije
trudnoce Sest tjedana nakon poroda49.

Razina aktivnosti slobodnog ACE znacajno je poviSena kod hipertenzivnih
trudnica (engl. pregnancy induced hypertension, PIH) u odnosu na trudnice s
normalnim vrijednostima krvnog tlaka. Vrijednost aktivnosti ACE kod trudnica s
kroni¢nom hipertenzijom koje nisu nakalemile preeklampsiju kre¢e se u veoma
slicnom rasponu kao i kod normotenzivnih trudnica. Razlike u aktivnosti ACE
neovisne su o dobi trudnice 1 gestacijskoj dobi™. Znacajno poviSenu serumsku
vrijednost ACE utvrdili su Goldkrand i suradnici’' u trudnica koje su razvile

hipertenziju 1 trudnica s kronicnom hipertenzijom koje su nakalemile
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preeklampsiju u odnosu na trudnice s normalnim vrijednostima krvnog tlaka.
Cugini i suradnici’ utvrdili su cirkadijalni ritam promjene aktivnosti serumskog
ACE u normalnih trudnica i Zena prije trudnoce. Hipertenzivne trudnice nisu
pokazale cirkadijalne promjene, ve¢ su imale stalno poviSene vrijednosti
serumskog ACE u odnosu na trudnice s normalnim vrijednostima krvnog tlaka.
Istrazivanje Li i suradnika® veoma osjetljivom kolorimetrijskom mikrometodom
potvrdilo je znacajno poviSenu aktivnost serumskog ACE u skupini hipertenzivnih
trudnica. Srednja vrijednost arterijskog tlaka pozitivno je korelirala s razinom
serumskog ACE kod svih trudnica neovisno o gestacijskoj dobi.
Insercijsko-delecijski polimorfizam, koji predstavlja nepromjenjivu gensku
osobitost pojedinca, mogao bi direktno ili §to je vjerojatnije posredno putem joS
uvijek nepoznatog molekularnog mehanizma modificirati stabilnost ili efikasnost
izrezivanja prekursora glasnicke ACE RNA. Vjerojatno se genska kontrola razine
serumskog ACE odvija na transkripcijskoj razini, iako polimorfizam ne djeluje
direktno reguliraju¢i transkript, ve¢ ukazuje na neravnotezu medu regulacijskim
mehanizmima ekspresije ACE gena. Do sada nije dokazano diferencijalno
izrezivanje koje bi moglo ugraditi ovaj slijed u primarni transcript, i u tom slucaju
modificirati aktivnost ovog enzima. Postavlja se pitanje da li Alu insercijski slijed
mozZe na neki nacin kontrolirati izrezivanje primarnog transkripta koji vodi
nastajanju zrele glasnicke RNA. Nadalje, polimorfizam moze biti “vezni” biljeg
(engl. linkage), koji moze imati kritican u€inak na konformaciju aktivnog mjesta
enzima, prepoznavanje supstrata, katalizu, ali 1 na joS neprepoznate DNA elemente
koji kontroliraju proces transkripcije. Druga mogucnost ukljucuje postojanje
“pojacivaca” (engl. enhancer) u insercijskom slijedu koji regulira transkripcijsku
aktivnost. Kako se insercijski slijed nalazi u intronu 16 koji zauzima ~1.9 kb DNA,

takav pojaciva¢ mogao bi pogoditi ili proksimalni promoter smjeSten 2.2-4.1 kb,
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uzvodno ili drugi smjeSten 9.9-11.8 kb na 5’ kraju. Ovu hipotezu podrZava otkrice
manjeg oblika ACE prisutnog samo u testisima koji nastaje ukljucivanjem
promotora u intronu 12",

Dosadas$nja istraZzivanja pokazala su zna¢ajno viSu zastupljenost delecijskih
homozigota u skupinama ispitanika s infarktom miokarda®, lijevom
ventrikularnom hipertrofijom™, stanjenom stijenkom karotide®, esencijalnom
hipertenzijom56, dijabetskom nefropatijom i dijabetesom melitusom®’, i

. . 58
cerebrovaskularnim bolestima’™.

1.31. POVEZANOST INSERCIJSKO/DELECIJSKOG POLIMORFIZMA 1
PREEKLAMPSIJE

Nekoliko autora istrazivalo je znacaj insercijsko/delecijskog polimorfizma
u probiru trudnica s rizikom razvoja hipertenzije u trudno¢i (slika 5). Tamura i
suradnici’ prvi su htjeli odrediti zastupljenost ACE 1/D genotipova u opcoj
populaciji trudnica africko-americkog podrijetla i njihov ucinak na ishod trudnoce,
pojavnost hipertenzije 1 promjene vrijednosti krvnog tlaka tijekom trudnoce. Nisu
dobili statisticki znaCajnu razliku koreliraju¢éi ACE genotipove s prethodno
navedenim parametrima. Medutim, treba naglasiti da je od ukupno 191 trudnice
ukljucene u ovo istrazivanje samo njih 12 razvilo hipertenziju Sto je veoma mali
uzorak za donoSenje zakljuaka o svezi ovog polimorfizma i hipertenzije u
trudnoci.

Istrazivanje Zhu 1 suradnika® pokazalo je znaajnu zastupljenost DD
genotipa (65.7%) 1 D alela (0.76) u 35 kineskih trudnica s hipertenzijom u odnosu
na 25 trudnica iz kontrolne skupine (8%, 0.28). Zhou i suradnici®! pokazali su
znacajno povecanu ucestalost DD genotipa (65%) u skupini 60 kineskih trudnica s

preeklampsijom u odnosu na 76 normotenzivnih trudnica (10.5%). Choi i
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suradnici® odredili su znaCajno visSu pojavnost DD genotipa kod 90 korejskih
pacijentica s preeklampsijom (0.36) u usporedbi s 98 zdravih trudnica (0.14).
Wang i suradnici® potvrdili su znacajno vecu zastupljenost DD genotipa u 54
preeklampti¢ne kineske trudnice. Iznijeli su postavku da bi genetska varijabilnost
ACE gena mogla biti ukljuena u patogenezu ove bolesti, a sam gen moZe
predstavljati jedan od ¢imbenika rizika razvoja hipertenzije u trudnoc¢i u populaciji
azijatskog podrijetla.

Za razliku od prethodno navedenih istraZivanja, Bai 1 suradnici® nisu
dokazali svezu izmedu insercijsko-delecijskog polimorfizma i hipertenzije kod
kineskih trudnica, dok je Huang65 dobio znacajno vecu zastupljenost insercijskog
alelotipa kod kineskih trudnica koje su razvile preeklampsiju u trudno¢i. Kim 1
suradnici® takoder nisu dokazali svezu izmedu insercijsko-delecijskog
polimorfizma i preeklampsije kod 104 trudnice iz juzne Koreje.

Nalogowska-Glosnicka i suradnici®” htjeli su ispitati vaZnost insercijsko-
delecijskog polimorfizma kao potencijalnog genetskog biljega za predispoziciju
razvoja hipertenzije kod poljskih trudnica. Istrazivanje su ukljucili 116
hipertenzivnih trudnica, usporeduju¢i ih sa 130 zdravih trudnica. Usporedba
ispitivanih skupina prema raspodjeli genotipova i pojavnosti alela nije se pokazala
statisti¢ki zna¢ajnom. Naprotiv, Seremak-Mrozikiewitz i suradnici® dobili su
znacajno vecu zastupljenost I alela u skupini 87 hipertenzivnih poljskih trudnica, 1
iznijeli postavku o mogucem probirnom znacaju insercijskog alela, naglasivsi
vaznost daljnjeg istraZzivanja. Morgan i suradnici® su u svoje istrazivanje ukljucili
72 preeklampti¢ne trudnice 1 83 zdrave trudnice iz Velike Britanije. Raspodjela 1/D
genotipova i1 pojavnost I 1 D alela nisu se statisti¢ki znacajno razlikovali. Bouba i
suradnici’® nisu dokazali svezu insercijsko-delecijskog polimorfizma i

preeklampsije kod 41 trudnice iz Grcke.
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IstraZivanje Robertsa i suradnika’' uklju¢ilo je 204 trudnice iz Zulu
plemena u juznoj Africi, koje su razvile preeklampsiju. Pojavnost D alela bila je
neznatno viSa, i nije se pokazala statisticki zna¢ajnom. Gurdol i suradnici’® su
dobili znacajno vecu ucestalost D alela u skupini 98 preeklampti¢nih turskih
trudnica (maloazijska populacija), u usporedbi sa 50 zdravih trudnica. IstraZivanje
Kaura i suradnika’ pokazalo je suviiak D alela i DD genotipa (60%) kod 50
hipertenzivnih trudnica u odnosu na kontrolnu skupinu (30%) iz Indije.

Dosadasnja istraZivanja pokazala su kontradiktorne rezultate®! 3687071,
Stoga je naSa namjera bila istraZiti raspodjelu DD genotipa i D alela u
preeklampti¢nih trudnica naSe populacije, 1 utvrditi znacaj insercijsko-delecijskog
polimorfizma u etiologiji preeklampsije. Rezultate treba svakako treba usporediti i

sagledati s aspekta populacijskog (europskog, afro-ameriC¢kog ili azijskog)

podrijetla ispitanica.
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Slika 5. Pojavnost D alela u skupinama preeklampticnih trudnica razli¢itog

populacijskog podrijetla.
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1.4. MONOGENSKI OBLICI HIPERTENZIJE

Molekularna osnova rijetkih monogenskih oblika, u pravilu autosomno
dominantnog tipa nasljedivanja s jakom izraZenom penetrantno$¢u gena, poznata je
kod nekoliko tipova hipertenzije. Genetska varijacija krvnog tlaka u ovakvih
pacijenata moZe biti ukupan zbroj medudjelovanja “hipertenzivnih gena” i
“hipotenzivnih gena”, §to potvrduje i izrazita fenotipska varijabilnost unutar iste
obitelji. Drugi geni, koji su takoder ukljuceni u regulaciju krvnog tlaka, naslijedeni
od nositelja mutacije ili zdravih osoba mogu dodatno modificirati obiteljski
fenotip. Mehanizmi nastanka monogenskih oblika hipertenzije mogu biti modeli
koji ¢e posluZiti razjasnjavanju odredenih oblika hipertenzije veoma slicnog
klini¢kog fenotipa’.

Obiteljski  hiperaldosteronizam tipa [ (glukokortikoidima suprimirani
hiperaldosterizam, engl. glucocorticoid-remediable aldosteronism) je autosomno
dominantan oblik hipertenzije uzrokovan pojacanom sekrecijom aldosterona i
urinarnim izlu¢ivanjem 18-hidroksikortizola i 18-oksokortizola, S§to se mozZe
regulirati supresijom kortikotropina deksametazonom. Aldosteron sintetaza
(cytochrome P450, subfamily XIB, polypeptide 2, CYP11B2) je enzim koji
prevodi kortikosteron u aldosteron. Kod pacijenata s ovom bole$¢u prisutan je novi
kimerni gen u kromosomskoj regiji 8q21 nastao nehomolognim sparivanjem 1
nejednakim kriZzanjem (engl. crossing over) izmedu egzona 4 aldosteron sintetaze i
egzona 2 11B-hidroksilaze, pri ¢emu kodirajuca regija aldosteron sintaze dolazi
pod regulaciju promoterske regije hidroksilaze. RazliCite tocke krizanja izmedu
CYPI11BI1 (cytochrome P450, subfamily XIB, polypeptide 1) i CYP11B2 gena
uzrokuju genetsku heterogenost ove bolesti’*. Kimerni gen uzrokuje poveéanu

proizvodnju aldosterona s hipertenzijom kao posljedicom poremecaja ravnoteze
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vode i soli. Promotorska regija hidroksilaze je pod kortikotropinskom kontrolom 1
moze se regulirati egzogenom primjenom glukokortikoida koji suprimiraju ACTH
lu¢enje, a time i ekspresiju mutantnog gena. Aktivnost plazmatskog renina i
angiotenzina II je smanjena, dok aldosteron ostaje pod kontrolom ACTH i nije
suprimiran. Jednostavna primjena glukokortikoida suprimira ACTH lucenje a time
1 ekspresiju mutantnog gena.

Liddleov sindrom (pseudoaldosteronizam) se manifestira ranom pojavom
teSkog oblika hipertenzije s hipokaliemijom, niskom aktivnoS$¢u renina u plazmi i
suprimiranim luc¢enjem aldosterona. Pacijenti imaju mutacije u genima koji
kodiraju ili B ili Y podjedinice amilorid-sensitivnih epitelnih natrijevih kanali¢a
uzrokujuc¢i konstitutivnu aktivaciju i znacajno povecanje reapsorpcije natrija u
distalnim epitelnim natrijevim kanali¢ima’. Najée§¢e se radi o mutacijama
pomicanja okvira €itanja s posljedi¢nim preranim stop kodonom. Geni ukljuceni u
patogenezu ovog sindroma nalaze se u kromosomskoj regiji 16p13-p12.

Deficijencija kortizol 11-p-ketoreduktaze (sindrom ociglednog suviska
mineralokortikoida) je autosomno recesivna bolest sa srednjim do teSkim oblikom
hipertenzije, veoma niskom razinom aldosterona, hipokaliemijom 1 niskom
aktivnoS¢u  plazmatskog  renina.  Hipertenziju = uzrokuje  stimulacija
mineralokortikoidnih receptora kortizolom koji je prisutan u mnogo vecim
koli¢inama nego aldosteron. Izoformni Tip 2 enzima 11-B-hidroksisteroid
dehidrogenaze metabolizira kortizol u kortizon koji ne mozZe stimulirati receptore,
rezultiraju¢i selektivnom aktivacijom aldosteronom. Mutacije u genu za 11-83-
hidroksisteroid dehidrogenazu tipa 2 koji se nalazi u kromosomskoj regiji 16q22

vodi gubitku enzimatske aktivnosti’.
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Pseudohipoaldosteronizam tipa Il (Gordonov sindrom, PHA) je autosomno
dominantni oblik hipertenzije s izraZenom hiperkalijemijom usprkos normalnoj
glomerularnoj filtraciji, koji je osjetljiv na terapiju tiazidnim diureticima. Blago
izrazena hiperkloremija, metaboliCka acidoza 1 suprimirana plazmatska aktivnost
renina mogu varirati. Smatra se da je specificni defekt mehanizma bubreZnog
izlu¢ivanja natrija. PHA tipa IIB moZe biti uzrokovan mutacijama u WNK4
(protein kinase, lysine-deficient 4) genu smjeStenom unutar kromosomske regije
17921 (Wilson, 2001). Kod PHA tipa IIC opisana je 41-kb delecija unutar introna
1 WNKI1 (protein kinase, lysine-deficient 1) gena koji se nalazi na kratkom kraku
kromosoma 12p”’. Obje delecijske tocke loma dogodile su se unutar Alu slijeda.

Dodatni lokus za PHA tipa IIA nalazi se unutar 1q31-g42 kromosomske regije78.
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1.5. POSTELJICA I RENINSKO-ANGIOTENZINSKI SUSTAV

Tijekom trudnoce, uterine spiralne arterije se remodeliraju u dilatirane
materni¢no-posteljicne krvne Zile nepoznatim fizioloSkim mehanizmima i
¢imbenicima koji im posreduju. U trudnica koje su razvile preeklampsiju,
trofoblastna invazija u stijenke spiralnih maternicnih arterija 1 njihovo
remodeliranje je nepotpuno ili izostaje, ¢ime se smanjuje protok materni¢ne i
intravilusne krvi, a time 1 perfuzija posteljice79. Morgan 1 suradnici® prvi su
pokazali na humanom modelu da se sve komponente krvoZzilnog reninsko-
angiotenzinskog sustava eksprimiraju u i oko materni¢nih spiralnih arterija.
Ekspresija renina i angiotenzinskog receptora je stalna izmedu 5. i 13. tjedna
trudnoce, dok ekspresija ACE pada nakon 10. tjedna trudnoce. In situ hibridizacija
pokazuje lokalizaciju renina u stijenci materni¢nih vena i jo§ nepromijenjenih
spiralnih arterija. U prvom tromjesecju trudnoce, aktivni oblik angiotenzin I-
konvertiraju¢eg enzima nalazi se u endotelnim stanicama spiralnih arterija 1
perivaskularnim stromalnim stanicama. Receptori tipa 1 za angiotenzin II
eksprimiraju se na perivaskularnim stromalnim stanicama i1 u miSi¢nom sloju
spiralnih arterija. Nekoliko istraZivanja dokazalo je svezu izmedu poviSene
aktivnosti ACE u plazmi ili serumu 1 razvoja hipertenzije u trudno¢i ili
preeklampsijez’50’51’53.

Djelovanje posteljicnog reninsko-angiotenzinskog sustava je izuzetno
vazno tijekom procesa remodeliranja spiralnih arterija. Decidualizacija zapo€ima
oko spiralnih arterija 1 Siri se kroz endometrij, ¢cime posteljica 1 fetalni ovoji postaju
veoma aktivno mjesto lokalnog djelovanja reninsko-angiotenzinskog sustava u

trudnoc¢i. Korion obilno luci aktivni renin, prorenin i angiotenzin I-konvertirajuci
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enzim. Posteljica je vazno mjesto proizvodnje angiotenzinogena i angiotenzina II i
sadrzi visoke koncentracije tipa 1 receptora za angiotenzin II. Angiotenzin II
stimulira lucenje humanog posteljicnog laktogena (hPL), trudno¢om potaknutog
B1-glikoproteina (engl. pregnancy-specific [l-glycoprotein-SP1) i estradiola (E;)
posredovanjem AT, receptora®. In vivo i in vitro istraZivanja na Stakorima
ustanovila su vaznost angiotenzina Il za decidualizaciju. Inhibicija angiotenzin I-
konvertiraju¢eg enzima sprijeCava, dok lucenje angiotenzina II potice
decidualizaciju®®.

Istrazivanja na primatima pokazala su da infuzija malih doza angiotenzina
IT povecava prostaglandinsku sintezu, dilataciju spiralnih arterija i materni¢no-
posteljicni protok. Hipertenziju u trudno¢i ne uzrokuje povecana razina
angiotenzina II, ve¢ povecana osjetljivost arteriola za angiotenzin II kao posljedica
neravnoteze izmedu komponenti reninsko-angiotenzinskog sustava. Visoke doze
angiotenzina II smanjuju materni¢no-postelji¢ni protok zbog relativnog porasta
otpornosti zilja. Angiotenzin II je snaZan angiogeni ¢imbenik ¢ija abnormalno
povisena razina moze uzrokovati poremetnju procesa angiogeneze remodelirajucih
spiralnih arterija®.

U istraZzivanjima na modelu transgeni¢nog misa s konstitucijski aktiviranim
genima za rennin i angiotenzinogen, Zenke koje nose transgen za angiotenzinogen
su krizane s muzjacima koji nose transgen za rennin. Trudne Zenke razvile su
hipertenziju uzrokovanu konstitucijskom ekspresijom postelji¢nog renina. Takoder
se razvila proteinurija i glomeruloskleroza, Sto ukazuje na ¢injenicu da hipertenzija
moze predstavljati inicijalni dogadaj u patofiziologiji preeklampsije. Veoma je
zanimljivo ista¢i da su transgeni¢ne miSice za reninski i angiotenzinogenski gen

imale proteinuriju i glomerulosklerozu i kada nisu bile trudne®*.
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Aktivnost  korionsko-posteljicnog  reninsko-angiotenzinskog  sustava
terminskih posteljica ostaje u pravilu u okviru normalnih vrijednosti kod
normotenzivnih trudnica i trudnica s blagom hipertenzijomgs. Posteljica luci
vazoaktivne tvari (adrenomedulin, duSikov oksid, prostaciklini) koje sudjeluju u
regulaciji fizioloSkih procesa tijekom trudnoce (slika 6). Posteljica luci i
komponente reninsko-angiotenzinskog sustava, renin koji pokre¢e kaskadni
mehanizam nastanka angiotenzina II, veoma snaznog vazokonstriktora.

Angiotenzin I-konvertiraju¢i enzim predstavlja jedan od najvaznijih
regulatornih Cimbenika prostaglandinskog sustava i kontrola nad njegovom
aktivnoS¢u mogla bi utjecati na pojavu klinickih simptoma hipertenzije u
trudnoéi®®. Ovaj enzim moZe inaktivirati bradikinin koji je snaZan vazodilatator.
Bradikinin predstavlja svezu izmedu reninsko-angiotenzinskog i prostaglandinskog
sustava u fizioloSkim mehanizmima kontrole trudno¢om potaknute hipertenzije
djeluju¢i na metabolizam prostaciklina. Prostaglandin I, je snaZan vazodilatator,
inhibitor agregacije trombocita 1 uterine kontraktilnosti. Kod trudnica koje su
razvile hipertenziju, razina prostaciklina je sniZena uslijed Cega dolazi do
povecanja razine vazokonstrikcijskog hormona tromboksana A, Rezistencije na
vazoaktivne tvari u preeklampsiji nema, te dolazi do vazospazma i oStecenja
endotelnog sloja krvnih Zila. Kod teZih oblika preeklampsije, poremeceni odnosi
medu komponentama reninsko-angiotenzinskog sustava posteljice i fetalnih ovoja
vjerojatno izmicu regulacijskoj sprezig7.

Knock i suradnici® pokazali su znaCajno sniZen kapacitet 1 afinitet
posteljicnog angiotenzinskog (ATI1) receptora za angiotenzin II u trudnica s
preeklampsijom 1 intrauterinim zastojem rasta ploda u odnosu na normotenzivne
trudnice. Smanjena mogucnost vezivanja angiotenzina II na receptorsko mjesto

vjerojatno je posljedica aktivacije posteljiénog reninsko-angiotenzinskog sustava, a
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time i regulacije aktivnosti AT1 receptora. To ukazuje na poremecenu regulaciju
ovog sustava kod preeklampsije, te vaznost posteljice kao kompenzacijskog
sustava u svrhu zaStite ploda. Poremeceno djelovanje aktivnog angiotenzin I-
konvertiraju¢eg enzima na tonus krvnih Zila i stani¢nu proliferaciju moze imati

deletorne posljedice u patoloSkim stanjima kao Sto je preeklampsija.
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Slika 6. Cimbenici koje lu¢i posteljica, a reguliraju vaskularnu funkciju.

POSTELJICNI CIMBENICI
I RENIN ADRENOMEDULIN CITOKINI
DUSIKOV OKSID
PROSTACIKLIN
(vazoaktivne tvari)
\ 4 \ 4
ANGIOTENZIN AKTIVIRANI
ENDOTEL
VAZOKONSTRIKCIJA
v
POVISENI KRVNI TLAK
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Reninsko-angiotenzinski sustav ima veoma vaznu ulogu u regulaciji krvnog

tlaka. Angiotenzin I-konvertiraju¢i enzim zauzima srediSnju ulogu katalizirajuci

hidrolizu angiotenzina I u najjaci prirodni vazokonstriktor angiotenzin II. Oko 50%

ukupne individualne razlike u aktivnosti cirkuliraju¢eg ACE u opc¢oj populaciji

pridaje se genskom ucinku delecijsko-insercijskog polimorfizma unutar introna 16

ACE gena“.

Dosadasnja istraZivanja o povezanosti delecijsko-insercijskog

polimorfizma s pojavno$¢u trudno¢om potaknute hipertenzije pokazala su

kontroverzne rezultate, osobito sagledavajuci ih s glediSta populacijskog podrijetla

ispitanica.

Cilj naSeg istraZivanja je utvrditi:

1.

probirni znacaj genotipizacije delecijsko-insercijskog polimorfizma
unutar introna 16 angiotenzin I-konvertiraju¢eg enzima kao
molekularnog biljega razvoja hipertenzije u trudno¢i u naSoj
populaciji trudnica,

pojavnost I'1 D alela u ispitivanoj 1 usporednoj skupini,

pojavnost delecijsko-insercijskih genotipova u ispitivanoj i
usporednoj skupini

mogucu svezu izmedu pojedinog genotipa i D ili I alela na razvoj
preeklampsije

ucinak pojedinog genotipa i D ili I alela na ishod trudnoce u

ispitivanoj skupini trudnica.
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3. ODABIR ISPITANICA I METODE ISTRAZIVANJA

3.1. ODABIR ISPITANICA

Nakon vaginalnog porodaja ili carskog reza uzeti su uzorci krvi 60
preeklampti¢nih Zena kojima je trudnoca vodena u Odjelu za patologiju trudnoce
Klinike za ginekologiju i porodnistvo OB “Sveti Duh”. Eticko povjerenstvo Opce
bolnice “Sveti Duh” odobrilo je provodenje ovog istrazivanja. Kriteriji definiranja
preeklampsije odredeni su novom klasifikacijom poremecaja u trudno¢i pracenih
hipertenzijom radne skupine Nacionalnog druStva za naucavanje o hipertenziji u
trudnoéi 2000%°. Minimalni kriteriji su krvni tlak visi od 140/90 mm Hg nakon 20
tjedana trudnoe mjeren najmanje dva puta u razmaku od 6 sati u odnosu na
vrijednosti prije trudnoce 1 proteinurija >300mg bjelancevina/24h ili najmanje 1+
na traci za pretragu urina. U istraZzivanje su uklju¢ene samo Zene kod kojih se
bolest razvila nakon 20 tjedana trudnoce, te iSCezla unutar Sest tjedana po porodu.
Iz istraZivanja smo iskljucili trudnice koje boluju od kroni¢nih bubreznih bolesti ili
bolesti jetre, dijabetesa, kroni¢ne hipertenzije, hipertireoze, sarkoidoze i
kolagenskih bolesti. Nadalje, iskljucili smo trudnice s viSeplodnom trudno¢om i
kromosomski abnormalnim plodom.

Usporedna skupina obuhvatila je 50 Zena s normalnim krvnim tlakom i
barem jednim urednim porodom u svojoj anamnezi. Iz usporedne skupine
iskljuene su Zene koje imaju pozitivhu anamnezu za kroni¢nu hipertenziju 1

preeklampsiju u obitelji.
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3.2 METODE ISTRAZIVANJA
3.21. DNA analiza angiotenzin I-konvertirajuéeg enzima

Genotipizacija insercijsko-delecijskog polimorfizma napravljena je u
Laboratoriju za molekularnu dijagnostiku Klinickog zavoda za laboratorijsku
dijagnostiku Klinickog bolni¢kog centra Medicinskog fakulteta SveuciliSta u
Zagrebu.

ACE genotipizacija provela se tehnikom lancane reakcije polimeraze (engl
PCR-polymerase chain reaction) na instrumentu za umnoZavanje DNA (PCR
sustav Gene Amp 2400, Applied Biosystems) 1 elektroforezom u gelu agaroze.
Metoda otkriva DD homozigote (190 pb), II homozigote (490 pb) i ID heterozigote
(190/490 pb). Nalaz heterozigota potvrduje se regenotipizacijom Kkoristeci
insercijsko specifi¢ne pocetnice (335 pb).

Genomska DNA izolirana je iz pune krvi uzete na EDTA (Vacutainer) i

. . . . . 90
izdvojena metodom 1soljavanja9 .

3.211.Lancana reakcija polimerazom (PCR)
Reagensi:
1. 10x PCR pufer s MgCl, (Roche)

2. Deoksiribonukleotidi (ANTP, Roche)

dATP 10mM
dGTP 10mM
dCTP 10 mM
dTTP 10mM

3. DNA Tag/polimeraza, 5 IU/puL (Roche)

4. Sterilna voda (Zavod za transfuzijsku medicinu)
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5. Pocetnice (Tib MolBiol)

ACE-1 5’-CTG GAG ACC ACT CCC ATC CTT TCT -3’
ACE-2 5°-GAT GTG GCC ATC ACA TTC GTC AGA -3’
ACE-IRE 5’-TGG GAC CAG AGC GCC CGC CACTAC-3’

ACE-2RE 5’- TCG CCA GCC CTC CCA TGC CCA TAA-3’

LanCanom reakcijom polimerazom umnoZeni su odsjecci DNA
duljine 490 pb i 190 pb u postupku genotipizacije insercijsko-delecijskog
polimorfizma ACE gena i 335 pb kod regenotipizacije. Reakcija umnaZanja
izvodi se u ukupnom volumenu od 50uL. Sastojci reakcijske smjese

navedeni su u tablici 2 i tijekom pripreme drze se na ledu.

Tablica 2. Sastojci reakcijske smjese.

SASTOJAK KONACNA KONCENTRACIJA
10x PCR pufer s MgCl, 1x pufer, 1,5 mM MgCl,

DNTP 0,2 mM

ACE-pocetnica 0,2 uM

ACE-pocetnica 0,2 uM

Tag-polimeraza 1U

DNA 0,3 ug
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Reakcija se odvija u uredaju za lanCanu reakciju polimerazom
(GeneAmp PCR System 2400, Applied Biosystems). UmnaZanje odsjecaka

odvijalo se u 25 ciklusa prema uvjetima prikazanim u tablici 3.

Tablica 3. Uvjeti umnazanja odsjecaka.

ACE genotipizacija | ACE regenotipizacija
Pocetna 94°C 7 min 94°C 5 min
denaturacija
Denaturacija 94°C 1 min 94°C 1 min
Lijepljenje 58°C 1 min 58°C 1 min
pocetnica
Produzavanje 72°C 2 min 72°C 1 min
Zavrsno 72°C 7 min 72°C 7 min
produzZavanje

3.212.Analiza PCR-produkata
Reagensi:

1. 1,5% agarozni gel

agaroza (Applied Biosystems) 0,75 g
destilirana voda 50 mL
50x TAE-pufer 1 mL
etidijev bromid (10 mg/mL) 1,2 uL
2. 50x TAE-pufer

3. IxTAE-pufer

4. Etidijev bromid (10mg/mL)
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5. Boja za nanoSenje uzoraka
6. Molekularni biljeg

Molecular Weight marker VIII, (MWM VIIL, 19-1114 pb, Roche)

Analiza rezultata umnaZanja lanCanom reakcijom polimeraze
napravljena je elektroforezom na 1,5% agaroznom gelu. Izvagana agaroza
se otopi u destiliranoj vodi zagrijavanjem do vrenja, doda se 50x TAE-
pufer i etidijev bromid. Nakon hladenja do oko 50°C izlije se gel u kadicu
za elektroforezu i ostavi skrutnuti. U jazice gela se nanesu uzorci koji
sadrze 8 uL. PCR-produkata i 3 uL boje za nanoSenje uzoraka. Takoder se u
jazicu nanese 1 WL molekularnog biljega razrijedenog u 3 puL boje 1 6 pL
destilirane vode. Elektroforeza se odvija pri struji jakosti 100 V tijekom 30
minuta. Rezultati se ocitaju pod ultraljubiCastom svjetloS¢u, a gel

fotografira (slika 7).
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Slika 7. Gel elektroforeza: ACE genotipizacija (desno)-DD homozigot
(190 pb, linije 1,4); ID heterozigot (490/190 pb, linije 2,3); 1I
homozigot (490 pb, linija 5) ; biljeg (linija 6)

ACE regenotipizacija (lijevo)- PCR pocetnica unutar I alela (335 pb)

RE genotipizacija ACE gen
12345 678 123456

335 bp
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3.22. Statisticka ras¢lamba

Usporedba ucestalosti alela i raspodjele genotipova izmedu
preeklampti¢nih trudnica i usporedne skupine provela se x* testom. Studentovim t-
testom ispitale su se razlike prema dobi majke, porodnoj teZini djeteta, porodnoj
gestacijskoj dobi, graviditetu, paritetu i indeksu tjelesne teZine izmedu
preeklampti¢ne skupine i usporedne skupine. Vrijednosti su izrazene kao srednja
vrijednost t standardna devijacija (SD). Razlike u redukciji krvnog tlaka izmedu
skupina su analizirane jednosmjernom analizom varijance. Usporedba genotipa s
klinickim parametrima provedena je Mantel-Haenszel xz testom 1li Fisherovim
testom egzaktnosti kada se ocCekivala mala skupina uzoraka. Razlika izmedu
skupina se izraZzava u terminu omjera izgleda i 95% intervala pouzdanosti. Omjer
izgleda (engl. odds ratio) se definira kao omjer vjerojatnosti posjedovanja svojstva
u ispitivanoj skupini i vjerojatnosti posjedovanja svojstva u usporednoj skupini.
Sveze medu genotipovima su izrazene logistiCkim modelom. Rezultati su se
smatrali statisticki znaCajnima ako je P<0.05. Podaci su analizirani koriStenjem

SAS softwera (V8 SAS institute, Cary, NC).
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4. REZULTATI

Klinicke osobitosti trudnica u preeklampti¢noj i1 usporednoj skupini
navedene su u tablici 4. Srednja dob trudnica u preeklampti¢noj skupini iznosila je
32.14£6.1 godina, a u usporednoj skupini 31.38+5.59 godina. Nije bilo statisticki
znacajne razlike kod usporedbe dobi majke (p=0.524), paritetu (x*=3.897, df=3,
p=0.273) i graviditetu (}2=0.509, df=3, p=0.917) izmedu preeklampti¢ne i
usporedne skupine. Trajanje trudnoce (slika 9) i porodna teZina djeteta (slika 10)
kod preeklampti¢nih trudnica bile su statistiCki znaajno manje u odnosu na
usporednu skupinu (p<0.001). Kod dvije preeklampticne trudnice porodna teZina
ploda bila je manja od 1000 g (570g i 700g), pa ovi podaci nisu navedeni u
histogramskom prikazu (slika 10).

Srednja vrijednost sistoliC¢kog/dijastolickog tlaka znatno je viSa i iznosila je
153,05 + 9.45/ 77.13 £ 477 mmHg u preeklampti¢nih trudnica, dok je u skupini
normotenzivnih trudnica iznosio 121.63 + 4.18/ 77.13 *= 477 mmHg. U
preeklampti¢noj skupini sistoli¢ki tlak pri prijemu nije ovisio o genotipu majke.
Kod nositelja DD genotipa srednja vrijednost sistolickog tlaka pri prijemu iznosila
je 151.93+8.92 mmHg, a kod nositelja II 1 ID genotipa 153.58+ 9.74 mm Hg.
Srednja vrijednost dijastolickog tlaka pri prijemu iznosila je 98.16+7.09 mmHg
kod DD nositelja, a 99.59+8.49 mm Hg kod DI i II nositelja. Srednja vrijednost
sistoliC¢kog tlaka po porodu iznosila je 130.44+7.75 mmHg kod DD nositelja, a
130.73+7.12 mmHg kod DI i II nositelja. Srednja vrijednost dijastoli¢kog tlaka po
porodu iznosila je 82.98+4.66 mmHg kod DD nositelja, a 85+6.11 mmHg kod DI i

II nositelja (slika 8).
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Slika 8. Raspodjela srednjih vrijednosti sistolickog/dijastolickog tlaka pri prijemu i

po porodu u preeklampti¢noj skupini s obzirom na genotip majke (mmHg).
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Tri trudnoce u preeklampticnoj skupini zavrSile su intrauterinom smrcu
ploda. Dvije trudnice imale su II genotip, a jedna DD genotip. Dvije trudnice, kod
kojih je doslo do abrupcije posteljice, imaju insercijski genotip. U preeklampti¢noj
skupini 68.3% poroda zavrSilo je carskim rezom, u odnosu na 14% u usporednoj

skupini (x2=32.735, df=1, p<0.001). Udio prvorotkinja iznosio je 38.3% u

preeklampti¢noj i 38% u usporednoj skupini.

Tablica 4. Klinicke osobitosti pacijentica (srednja vrijednost +SD).

Usporedna Preeklampticna
skupina skupina
Broj pacijentica 50 60
Dob trudnica (godine) 31.38 +£5.59 32.1+6.1
[19-45] [19-45]
Porodna gestacijska dob (tjedni)* 39.22 +1.04 36.46 +3.42
[36-41] [26-42]
Porodna tezina djeteta (kg)* 3.59 £0.56 2.50+0.93
Sistoli¢ki tlak pri prijemu (mmHg) 121.63 +4.18 153,05 £9.45
Sistoli¢ki tlak nakon poroda (mmHg) 119.7 £5.19 130.64 +7.26
Dijastoli¢ki tlak pri prijemu (mmHg) 77.13 £4.77 99.14 £ 8.05
Dijastolicki tlak nakon poroda 75.15+5.43 98.72 +7.86
(mmHg)
Proteinurija pri prijemu (g/l) — 1.28 +0.94
Graviditet 2 [1-4] 2 [1-4]
Paritet 0-3 0-3
Nacin poroda (V/CR) 43/7 19/41
Indeks tjelesne mase (kg/m?) 24..51+2.79 26.22+4.31

V-vaginalno;CR- carskim rezom, *P<0.05
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Slika 9. Histogramski prikaz trajanja trudnofe u a) preeklampti¢noj i b)

usporednoj skupini
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Slika 10. Histogramski prikaz porodne teZine djeteta u a) preeklampticnoj i b)

usporednoj skupini.
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4.1 Raspodjela D i I alela

Raspodjela I 1 D alela ACE polimorfizma izmedu usporedne 1
preeklampti¢ne skupine nije se statisticki razlikovala (tablica 5). Ukupna pojavnost
D alela je 0.633 u preeklampti¢noj i 0.54 u kontrolnoj skupini. (X2 =1.273, df=2,

P=0.529).

Tablica 5. Raspodjela D i I alela i pojavnost I/D genotipova u preeklampti¢noj

i usporednoj skupini.

POJAVNOST GENOTIPOVA  RASPODJELA ALELA

N ppw) m®) 1% D I
PREEKLAMPSIJA 60 26(4333) 24(40) 10(16.67)  0.636 0.364
KONTROLA 50 14(28) 26(52) 10 (20) 0.54 0.46

N, broj trudnica; DD, delecijski homozigot; ID, heterozigot; II insercijski homozigot

Mantel-Haenszelov x* =1.8378; p=0.1752; df=1
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4.2 Pojavnost insercijsko-delecijskih genotipova

Kod genotipske analize, sve ispitanice su podijeljene u tri skupine prema
broju D alela; genotip II koji sadrZi samo insercijske allele, genotip ID koji sadrzi
jedan delecijski 1 jedan insercijski alel i genotip DD koji sadrzi dva delecijska
alela. Cochran-Mantel-Haenszelova statisticka obrada primjenom viSestruke
logisticke regresijske analize, nije pokazala statistiCki znaCajnu razliku u raspodjeli
genotipova izmedu preeklampti¢ne i usporedne skupine (X2 =1.8378; p=0.1752;
df=1). Zastupljenost trudnica sa DD genotipom u preeklampti¢noj skupini iznosi
43,3%, dok 28% normotenzivnih trudnica ima isti genotip (tablica 6). Udio ID
genotipa iznosi 40% u preeklampticnoj 1 52% u usporednoj skupini. Udio II
genotipa u preeklampti¢noj skupini iznosi 16.67%, a kod normalnih trudnica 20%
(slika 11). Iako je ucestalost DD genotipa neSto veca u preeklampti¢noj skupini,
ona nije bila statisticki znaCajna (X2 =2.7458; p=0.0975; df=1, slika 10). Dvije
trudnice kod kojih je trudnoca zavrSila intrauterinom smréu ploda imaju II genotip,

dok jedna trudnica ima ID genotip.
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Slika 11. Pojavnost insercijsko-delecijskih genotipova u preeklampticnoj i

usporednoj skupini.
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Omjer izgleda (engl. odds ratio), koji predstavlja omjer vjerojatnosti da
trudnica nosi DD genotip u preeklampti¢noj skupini u odnosu na ID ili II genotip,
iznosi 1.9664 sa 95% intervalom pouzdanosti od 0.8825 do 4.3813. Stoga, trudnice
koje nose DD genotip imaju skoro dva puta vecu vjerojatnost razvoja
preeklampsije u trudno¢i u odnosu na trudnice s II ili ID genotipom. Vjerojatnost
da trudnica koja je razvila preeklampsiju ima DD genotip iznosi 1.3328 s 95%
intervalom pouzdanosti od 0.9608 do 1.8640. Izgled da trudnica koja je razvila
preeklampsiju ima ID ili II genotip iznosi 0.6806 sa 95% intervalom pouzdanosti

od 0.4212 do 1.0996.

Tablica 6. Raspodjela DD genotipa u preeklampti¢noj i usporednoj skupini.

SKUPINA Ukupno
Pojavnost  preeklampsija usporedna
Udio (%)
DD 26 14 40

43.33 28.00 36.36
DI+II 34 36 70

56.67 72.00 63.64
Ukupno 60 50 110

54.55 45.45 100.00

DD, delecijski homozigot; ID, heterozigot; II insercijski homozigot

Mantel-Haenszelov x* =2.7458; p=0.0975; df=1
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4.3 Raspodjela genotipova prema trajanju trudnoce

Kod trudnica koje su rodile prije 34. tjedna trudnoce (17/110), raspodjela D
alela bila je statistiCki znacajno viSa i iznosila je 0.735 u odnosu na ostale (93/110)
kod kojih je iznosila 0.56. Raspodjela I alela iznosila je 0.265 u usporedbi sa 0.435
kod onih trudnica koje su imale porod nakon 34. tjedna trudnoce (tablica 7). Omjer
izgleda dobiven logaritamskom regresijom za preeklampti¢nu trudnicu da ima DD
genotip 1 porodi se prije 34. tjedna trudnoce iznosi 2.5 sa 95% intervalom
pouzdanosti od 1.0325 do 6.0533 u odnosu na trudnicu koja ima ID ili II genotip.
NaSsi rezultati pokazuju da trudnice koje nose DD genotip i razviju preeklampsiju u
trudno¢i, imaju 2,5x vedi rizik poroda prije 34. tjedna trudnoce, u odnosu na
trudnice s DI i II genotipom koje su takoder razvile preeklampsiju (slika 12).

Raspodjela D alela u preeklampti¢nih trudnica koje su se porodile prije 34.
tjedna trudnoce iznosi 0.735, u odnosu na 0.593 kod ostalih preeklampti¢nih
trudnica. Raspodjela I alela iznosila je 0.265 u odnosu na 0.407 kod
preeklampti¢nih trudnica koje su se porodile poslije 34. tjedna trudnoce. U
preeklampti¢noj skupini, 10 od 17 trudnica koje su se porodile prije 34. tjedna
trudnoce, ima delecijski genotip, njih 5 su heterozigoti, a dvije nose insercijski

genotip (tablica 7).

53



Tablica 7. Raspodjela insercijsko-delecijskih genotipova kod trudnica koje su

rodile prije 34. tjedna trudnoce.

DD porod<34. tjedna trudnoce
POJAVNOST ne Da
UDIO (%)
DA 30 10

32.26 58.82
NE 63 7

67.74 41.18
UKUPNO 93 17

84.55 15.45

DD, delecijski homozigot; x* =4.3833; p=0.0363; df=1
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Slika 12. Raspodjela D 1 I alela kod preeklampti¢nih trudnica koje se rodile prije

34. tjedna trudnoce.
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4.4 Rizik ponavljanja preeklampsije

Od 60 trudnica u preeklampti¢noj skupini, njih 12 imalo je preeklampsiju 1
u prethodnoj trudno¢i. Njih 72.7% nositelj je DD genotipa , a 27.3% 1I ili ID
genotipa (slika 13). Udio D alela iznosio je 0.83, a i alela 0,16. Pojavnost DD
genotipa u skupini trudnica koje su imale preeklampsiju u prosloj trudno¢i bila je
statistiCki znacajna (tablica 8). Oko 41% (5/12) trudnica porodilo se prije 34.
tjedna trudnoce. Omjer izgleda da trudnica koja je imala preeklampsiju u
prethodnoj trudno¢i da je razvije ponovo, a nosi DD genotip iznosi 7.11 sa 95%
intervalom pouzdanosti od 1.4 do 36.117 u odnosu na trudnice koje imaju II ili ID

genotip. Rizik ponavljanja preeklampsije kod trudnice koja nosi DD genotip je oko

sedam puta veci, u odnosu na trudnice koje nose Il ili ID genotip.

Tablica 8. Pojavnost DD genotipa u preeklampti¢nih trudnica koje su i u

prethodnoj trudnoci imale preeklampsiju.

DD Prethodna trudno¢a Ukupno
s preeklampsijom
Pojavnost Da ne
Udio (%)
DD 9 7 16
72.73 27.27 42.42
DI+IT 3 16 21
27.27 72.73 57.58
Ukupno 12 25 37
33.33 66.67 100.00

DD, delecijski homozigot; Xz =6.2030; p=0.0128; df=1
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Slika 13. Zastupljenost DD genotipa u preklampti¢nih trudnica koje su imale

preeklapsiju u prosloj trudnoci.
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4.6 Raspodjela insercijsko-delecijskih genotipova u trudnica s

intrauterinim zastojem rasta ploda

Kod 24 trudnice detektiran je intrauterini zastoj rasta ploda. Njih 12 imalo
je DD genotip, 9 ID genotip, a 3 II genotip (tablica 9, slika 14). Nije nadena
statistiCki znaCajna razlika izmedu pojavnosti odredenog genotipa i intrauterinog
zastoja rasta ploda (y° =0.8894; p=0.6410; df=1). Udio D i I alela u trudnica s
intrauterinim zastojem rasta ploda iznosio je 0.6875 1 0.3125, u odnosu na 0.5972 i
0.4028 kod trudnica koje su rodile normalnu djecu za odredenu gestacijsku dob.
Omjer izgleda da trudnica sa DD genotipom razvije intrauterini zastoj ploda iznosi
1.5714 sa 95% intervala pouzdanosti od 0.5534 do 4.4623, u odnosu na Il i ID
genotip. Udio slucajeva s intrauterinim zastojem rasta kretao se od 12.5% kod
nositelja II genotipa, do 50% kod trudnica koje imaju DD genotip u
preeklampti¢noj skupini.

Kod svih 12 trudnica koje su se porodile prije 34. tjedna trudnoce,
detektiran je intrauterin zastoj rasta ploda (tablica 10). Njih 6 ima DD genotip, tri
insercijski 1 tri ID genotip. Pojavnost D alela iznosi 0.625, a I alela 0.375. Nije
nadena statisticki znacajna razlika izmedu pojavnosti DD genotipa i razvoja
intrauterinog zastoja rasta ploda i poroda prije 34. tjedana trudno¢e. Omjer izgleda
da trudnica koja nosi DD genotip porodi prije 34. tjedna trudnoce plod sa zastojem
u rastu iznosi 1.4 sa 95% intervala pouzdanosti od 0.3937 do 4.979, u odnosu na II
i ID genotip. Vjerojatnost da preeklampti¢na trudnica koja je rodila dijete sa
intrauterinim zastojem rasta prije 34. tjedna trudnoce, ima DD genotip iznosi

1.3077 sa 95% intervala pouzdanosti od 0.4746 do 3.589.
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Tablica 9. Raspodjela genotipova kod preeklampti¢nih trudnica kod kojih je

detektiran intrauterini zastoj rasta ploda.

GENOTIP porodna teZina< 5%o

Pojavnost da ne Ukupno
Udio (%)
DD 12 14 26
50.00 38.89 43.33
ID 9 15 24
37.50 41.67 40.00
11 3 7 10
12.50 19.44 16.67
Ukupno 24 36 60
40.00 60.00 100.00

DD, delecijski homozigot; ID, heterozigot; II insercijski homozigot

Mantel-Haenszelov x2 =0.8894; p=0.6410; df=1
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Tablica 10. Zastupljenost DD genotipa u preeklampti¢nih trudnica koje su rodile

dijete sa zastojem rasta i prije 34 tjedna trudnoce.

DD <5%c<34 tjedna Ukupno
trudnoce

Pojavnost da ne

Udio (%)

da 6 20 26

10.00  33.33  43.33

ne 6 28 34
10.00 46.67 56.67

Ukupno 12 48 60
20.00  80.00  100.00

DD, delecijski homozigot; Mantel-Haenszelov Xz =0.2715; p=0.6023; df=1
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Slika 14. Zastupljenost insercijsko-delecijskih genotipova u preeklampti¢nih

trudnica koje su rodile dijete sa zastojem rasta i prije 34. tjedna trudnoce.
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5. RASPRAVA

U nasSem istraZivanju nismo utvrdili statisti¢ki znacajnu razliku raspodjele
odredenog insercijsko-delecijskog genotipa izmedu preeklampti¢ne i usporedne
skupine, $to je u skladu s autorima koji su svoja istrazivanja ukljucili trudnice
europskog podrijetla®”®.

Medutim pokazali smo statisticki znacajnu svezu izmedu DD genotipa i
trudnica koje su i u prosloj trudno¢i razvile preeklampsiju. Od 12 trudnica koje su
razvile preeklampsiju u prosloj trudno¢i, ¢ak 72.3% njih ima DD genotip. Omjer
izgleda da je trudnica koja je imala preeklampsiju u prethodnoj trudno¢i razvije
ponovo, a nosi DD genotip iznosi 7.11 sa 95% intervalom pouzdanosti od 1.4 do
36.117 u odnosu na trudnice koje imaju II ili ID genotip. Prema tome, rizik
ponavljanja preeklampsije kod trudnice koja nosi DD genotip je oko sedam puta
ve€i, u odnosu na trudnice koje nose II ili ID genotip. U ovakvim sluc¢ajevima
delecijski genotip mogao bi biti dodatni ¢imbenik rizika razvoja preeklampsije,
djelujudi sinergisticki sa drugim Cimbenicima koji pridonose njezinom nastanku.
Razvoj preeklampsije u prethodnoj trudno¢i moZe uzrokovati nepovratne latentne
promjene koje pojacavaju ucinak angiotenzina II, veoma snaZnog
vazokonstrikcijskog peptida.

Nase istrazivanje pokazalo je i povecan broj nositelja delecijskih alela
(0.735) u skupini preeklampti¢nih trudnica koje su se porodile prije 34. tjedna
trudnoce. IstraZivanje Mello i suradnika’' pokazuje slinu pojavnost D alela (0.73)
u skupini preeklamptic¢nih trudnica s intrauterinim zastojem rasta ploda. Od devet
trudnica s DD genotipom, koje su razvile preeklampsiju i intrauterini zastoj rasta
ploda, njih 7 porodilo (77.8%) se prije 34. tjedna trudnoce. U naSoj skupini

preeklampti¢nih trudnica, koje su i u prosloj trudno¢i razvile preeklampsiju, njih
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72.3% nosi DD genotip, a kod 41.7% porod se dovrsio prije 34. tjedna trudnoce.
NasSe istraZivanje u skladu s istraZzivanjem Mello i suradnika”" pokazuje da Zene s
DD genotipom 1 pozitivhom anamnezom za preeklampsiju imaju znacajno povisen
rizik i od prijevremenog poroda. Nasi rezultati pokazuju da trudnice koje nose DD
genotip 1 razviju preeklampsiju u trudnoc¢i, imaju 2,5x veci rizik poroda prije 34.
tjedna trudnoce, u odnosu na trudnice s DI i II genotipom koje su takoder razvile
preeklampsiju.

S obzirom da se pojavnost D alela u populaciji europskog podrijetla krece
izmedu 50%-62%, rezultati naseg istrazivanja mogli bi se Kkoristiti za savjetovanje
Zena, koje su u prethodnoj trudno¢i razvile preeklampsiju u pogledu rizika
ponavljanja i moguc¢ih komplikacija u sljede¢im trudno¢ama. Posebice za probir
onih koje zahtijevaju pozorno pracenje i stalnu procjenu dinamike fetalnog rasta.

Veoma je vjerojatno da ucinak ACE genotipa odreduju neki drugi
mehanizmi neovisni o aktivnosti serumskog ACE. Tome u prilog idu podaci da
terapija ACE inhibitorima ima pozitivan ucinak na dijabetsku retinopatiju koja nije
povezana s povisenim vrijednostima serumskog ACE”".

Abnormalna placentacija je svojstvena hipertenziji u trudnoci.
Abnormalnosti u posteljiénom reninsko-angiotenzinskom sustavu mogle bi biti
povezane s njenim defektnim razvojem. Proliferacija viloznog citotrofoblasta je
povecana, sinciciotrofoblast pokazuje nedostatak sekretorne aktivnosti u
mikrovilima i1 podru¢ja fokalne nekroze. Trofoblastna invazija u uterine spiralne
arterije i njihovo remodeliranje je neodgovaraju¢e’ Klinicki &imbenici rizika i
patogeneze esencijalne hipertenzije 1 hipertenzije u trudno¢i se preklapaju.
Nekoliko polimorfizama unutar gena koji kodiraju reninsko-angiotenzinski sustav
mogu pridonijeti razvoju poviSenog krvnog tlaka, te mogu utjecati na terapeutski

odgovor antihipertenzivnim 11]ek0v1ma93’9 .
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Jedan od glavnih predloZenih mehanizama preeklampsije je utero-
placentarna hipoperfuzija gdje je obskrba hranjivim tvarima i kisikom poremecena.
Jedan od uzroka moze biti deficijencija fizioloSkog remodeliranja uterinih spiralnih
arterija. Bez dovoljno promjena uterine vaskularizacije u ranoj trudnoci, posteljica
moze postati hipoksi¢na kako trudnoca napreduje, s nedovoljnim transportom
kisika na stani¢noj razini. Makris 1 suradnici® ustanovili su svezu ACE DD
genotipa s poremecCajem hemostatske ravnoteze odrazavaju¢i se na
hiperkoagulabilnost i oste¢enje endotelnog sloja u pacijenata s nelijeenom
hipertenzijom.

Ito I suradnici®® ispitivali su da li se ekspresija glasnicke ACE RNA mijenja
u preeklampsiji. Pokazali su da je njena ekspresija trostruko uvecana kod
preeklampti¢nih trudnica u odnosu na normotenzivne trudnice. Razina glasnicke
RNA uvecana je 1.5x , te su izolirana dva oblika glasnicke RNA; jedan somatskog
podrijetla duzine 4.3 kb i drugi duzine 3.5 kb. Primarna glasnicka ACE RNA
lokalizirana je venoznim endotelnim stanicama maticnog tkiva resica. Prema
autorima, endotelne stanice krbnih Zila posteljice 1 pupkovine trebale bi biti glavno
mjesto pretvorbe angiotenzina I u angiotenzin II reguliraju¢i optok ploda i
posteljice, u stanjima kao $to je stresom uzrokovana hipoksija. Sposobnost ploda
da preusmjeri krvni optok kao odgovor na smanjenu koli¢inu kisika je od velike
vaznosti za njegov razvoj 1 prezivljenje. Na modelu ovce pokazano je da razina
angiotenzina II raste tijekom perioda hipoksijeg7. Kod ploda koji pati od hipoksije
uzrokovane stresom, razina angiotenzina II u umbilikalnoj veni raste. Nadalje, kao
odgovor na hipoksi¢ne promjene fetoplacentarni optok krvi ¢e se preusmyjeriti
prema organima koji su jako osjetljivi na nedostatak kisika’®.

Najnovija istraZivanja iznose pretpostavku da Alu elementi reguliraju

translaciju kao odgovor na stani¢ni stres 1 virusnu infekciju adenovirusom, HIV-
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om ili, herpes simplex virusom djeluju¢i kao antagonisti kinaze koju aktivira
dvolanéana RNA%. Ova primarna Alu RNA sadrzi dimernu ponavljajucu strukturu
1 ima citoplazmatsko Zivotno vrijeme od 30 minuta. Dio primarnog transkripta se
procesira u stabilniju, malu citoplazmatsku Alu RNA koja odgovara lijjevom
monomeru dimerne strukture. Virusna infekcija uzrokuje znatno povecanje
primarne Alu RNA. Stani¢ni stres uzrokuje prolazno povecanje koliine primarne
Alu RNA, dok je koli¢ina citoplazmatske, koja je post-transkripcijski regulirana,
neznatno povecana. Mehanizmi djelovanja stani¢nog stresa na pocetak
translacijske su veoma sloZeni. Primarna Alu RNA je potencijalno jaki antagonist,
jer moZze istovremeno vezati dvije molekule proteinske kinaze, inhibirajuci njezino
djelovanje. Virusni geni djeluju kao pojacivaci Alu transkripta. Endogena primarna
Alu RNA potice translacijsku ekspresiju inhibirajuci aktivnost kinaze koju aktivira
dvolantana RNA'®,

Istrazivanja koja govore o povezanosti odredenih DNA polimorfizama s
veCom pojavnoSc¢u neke bolesti predstavljaju vaZan izvor informacija o
kandidatnim genima. Vezna analiza koriStenjem DNA polimorfizama predstavlja
epidemiolosku podlogu istrazivanja genetske osnove humanih bolesti, kao Sto su
predispozicije za odredene bolesti, ucinkovitost medikamentozne terapije te
starenje'’’. Najve¢i broj polimorfizama humanog genoma javlja se kao
polimorfizam u jednom nukleotidu (SNPs-single nucleotide polymorphisms).
Drugi polimorfizmi kao insercijsko-delecijski polimorfizam koji sadrZze promjene
vec¢ih segmenata DNA su rjedi. Prisutno je preko 3 miliona SNP-ova u humanom
genomu, medutim svaka promjena nece rezultirati funkcionalnim poremecajem.
Polimorfizmi koji se razlikuju u jednom nukleotidu, a nalaze se u genima reninsko-
angiotenzinskog sustava, mogu modulirati odgovor na antihipertenzivne lijekove,

odnosno odabir onih koje ce djelovatiloz. Veoma je zanimljivo najnovije
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istrazivanje Mello i suradnika'® koji su pokazali da heparin niske molekularne
tezine smanjuje rizik ponavljanja preeklampsije 1 negativnog ishoda trudnoce, te
djeluje povoljno na odrZavanje vrijednosti krvnog tlaka kod trudnica koje imaju
delecijski genotip 1 pozitivhu anamnezu za preeklampsiju.

Polimorfizmi djeluju kvantitativno u ranom stadiju na gensku ekspresiju,
ACE transkript ili stabilnost glasnicke RNA. Insercijsko-delecijski polimorfizam
se nalazi unutar introna, i ne utjeCe na aktivnost ovog enzima i njegovu topivost
proteolitickim cijepanjem, ali bi mogao biti ukljucen u transkripcijsku regulaciju ili
procesiranje glasni¢ke ACE RNA'".

Alu obitelji podjeljene su u razli¢ite podskupine na osnovu evolucijskog
razdoblja kada su nastale: Alu J (najstarija) koja obiluje Alu elementima, dok Alu
S (srednje razdoblje), i AluY (najmlada) imaju manji broj Alu elemenata. Mali broj
Alu slijedova je joS aktivan 1 umnoZava se u humanom genomu. DosadaSnja
istraZivanja pokazala su da su sloZeni fenotipski poremecaji uzrokovani ne samo
genima 1 okoliSnim ¢imbenicima, ve¢ i1 nasljednim epigenetskim modifikacijama
gena retrotranspozonimaloo. Norris i suradnici'®* opisuju novu podskupinu unutar
Alu obitelji DNA ponavljaju¢ih sljedova koji su se odvojili od poznatih Alu
slijedova 1 stekli sposobnost funkcioniranja kao pojacivaci transkripcije ovisni o
estrogenskim receptorima. Oni mijenjaju estrogensku osjetljivost preko promotora
unutar kojeg su smjesteni, regulirajuci genski transkript. Kako su estrogeni klju¢ni
medustanicni modulatori Zenskog reproduktivnog sustava koji odrZavaju
kardiovaskularni tonus i reguliraju diferenciranje koStanih stanica, ne moze se reci
da su Alu elementi inertni. Samo noviji ¢lanovi klase HS i CS mogu se
retropozicijom kretati po genomu, Sto nije slucaj sa skupinom ovih pojacivaca
(tablica 11). Estrogenski pojacivaci pripadaju staroj klasi i mogu se kretati samo

procesom rekombinacije. S obzirom na sli¢nost slijeda vecine hormonskih
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receptorskih elemenata, mogu postojati druge klase Alu elemenata koje posjeduju
pojacivacke sljedove koji ¢e odgovarati na druge jezgrine hormonske receptore.

Da 1i Alu polimorfizam moze uzrokovati destabilizaciju DNA sparivanja
uzrokujuci nestabilnost ili dodatne mutacije? Brojna istraZivanja pokazala su
ucinak nekodiraju¢ih varijacija na nastajanje mendelijevskih bolesti, kao Sto su

cisti¢na fibroza ili fenilketonurijalOS.

Tablica 11. Alu podskupine i njihova povezanost s mendelijevskim bolestima'®.

Alu podskupina Broj kopija u haploidnom  Umetnuti elementi

humanom genomu vezani uz bolest
J,Sx, Sgl > 1,000,000 0
Y > 200,000 1
Ya5 2640 7
YaSa2 40 1
Ya8 70 0
YbS8 1852 3
Yb9 80 0
Ycl 400 3
Yc2 ND 0

ND=nije detektirano
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Brojna istraZivanja pokazala su egzonizaciju Alu slijedova gdje
procesiranjem dolazi do umetanja djelova Alu slijedova u zrelu glasnicku RNA.
Preko 84% egzona koji sadrze Alu slijedove, a koji se pojavljujuju unutar
kodirajuce regije glasnicke RNA, u pravilu uzrokuju delecijski ucinak. Interni
egzoni koji sadrze Alu slijedove se u pravilu alternativno procesiraju.
Transpozonski elementi se nalaze u 4% kodirajucih regija humanih gena, a Alu
elementi obuhvacaju viSe od treCine tih elemenata. Alu elementi mogu umetanjem
uzrokovati genetske poremecaje, ali i takoder pridonijeti proteinskoj raznolikosti,
cuvajudi na taj nacin integritet molekule DNA'%

Rezultate prethodnih i naSeg istraZivanja treba svakako sagledati u okviru
populacijskog podrijetla ispitanica, zbog ve¢ poznatih razlika u pojavnosti
insercijsko-delecijskih genotipova u razli¢itim demografskim skupinama. Vecina
istraZzivanja na populaciji trudnica azijskog podrijetla pokazuje znacajno viSu
zastupljenost delecijskog genotipa medu trudnicama koje su razvile hipertenziju ili
preeklampsiju u trudno¢i®®®®. IstraZivanje Roberts i suradnika”' na populaciji
trudnica africkog podrijetla nije naslo svezu izmedu delecijskog genotipa i razvoja
preeklampsije. Istrazivanja na populaciji europskog podrijetla nisu takoder uspjela
utvrditi povezanost D alela s razvojem preeklampsije67'69. Jain i suradnici'” su
htjeli utvrditi ucestalost hipertenzije 1 moguc¢ih komplikacija kod Zena afri¢kog 1
europskog podrijetla. Zene africkog podrijetla imaju veéu pojavnost hipertenzije
nego Zene europskog podrijetla. Medutim Zene europskog podrijetla imaju veci
rizik prijevremenog poroda, niske porodne teZine djeteta, razvoja intrauterinog
zastoja rasta 1 perinatalne smrti. Mathew i suradnici'® su htjeli odrediti pojavnost
insercijsko-delecijskog polimorfizma u skupinama razli¢itog populacijskog
podrijetla. Kod ispitanika africko-americkog podrijetla, pojavnost DD genotipa

iznosila je 29%, ID genotipa 60%, a Il genotipa 11%. U ispitanika europskog
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podrijetla, pojavnost DD genotipa iznosila je 29%, ID genotipa 40%, a Il genotipa
31%. Pojavnost D alela iznosila je 0.50 kod ispitanika europskog podrijetla, a 0.59
kod ispitanika africko-americkog podrijetla. Populacijski uvjetovana pojavnost
delecijsko-insercijskog polimorfizma reninsko-angiotenzinskog sustava zasigurno
pridonosi razlikama ucestalosti javljanja nekih bolesti u odredenoj skupini
ispitanica. Rieder i suradnici’ pokazali su visoki stupanj vezne ravnoteZe u 18
variraju¢ih mjesta, ukljucujuci i Alu insercijsko-delecijski polimorfizam. Genetska
podjela u delecijskoj skupini H1 i H7 u Europsko-americkoj populaciji, omogucila
bi generaciju haplotipova i dodatnu analizu genotipsko- fenotipskih odnosa.

Malo je vjerojatno da postoji jedan gen odgovoran za preeklampsiju, vec
vjerojatnije da se radi o skupini razliitih polimorfizama koji u medudjelovanju s

o e e .. . . 109,110
okoliSnim ¢imbenicima predonose razvoju ovog stanja 5

. Veoma je teSko
odrediti pravilnu fenotipizaciju, jer do razvoja klinicke slike dolazi najceSce tek
krajem drugog tromjesecja trudnoce. Takoder, poznata je vaznost genetskog profila
trofoblasta u etiopatogenezi preeklampsije. Rezultati naSeg istrazivanja pokazuju
da bi u odredenim podskupinama preeklampti¢nih trudnica, genotipiziranje
insercijsko/ delecijskog polimorfizma moglo imati vaznu klinicku i1 znanstvenu
vrijednost. Takoder, nas usmjeravaju ka razvijanju novih istraZzivackih modela
razjaSnjavanja etiopatogeneze preeklampsije zasnovanim na dobivenim
rezultatima, i moguceg testiranja odredenih terapijskih postupaka. Odredivanje
genetskih ¢imbenika razvoja preeklampsije zahtijeva fenotipiziranje velike baze
podataka. Uvodenje Cip tehnologije omoguditi ¢e genomsko pretrazivanje
odabranih uzoraka. Sakupljanje podataka u jedinstvenu bazu razli¢itih fenotipova
preeklampsije omoguc¢ilo bi bolje razumijevanje genetskih uzroka ovog
poremecaja, te vjerojatno jednog dana uvodenja Cip tehnologije za genomsko

pretrazivanje predispozicijskih gena.
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6. ZAKLJUCCI

U naSem istrazivanju htjeli smo utvrditi probirni znacaj insercijsko/delecijskog
polimorfizma angiotenzin I-konvertiraju¢eg enzima kao moguceg ¢imbenika rizika
razvoja hipertenzije u trudno¢i, odrediti pojavnost I 1 D alela 1 delecijsko-
insercijskih genotipova angiotenzin I-konvertirajueg enzima u preeklampti¢noj i
usporednoj skupini trudnica, te pokuSati povezati raspodjelu genotipova u
preeklampti¢noj skupini s ishodom trudnoca. Rezultati upucuju na sljedece

zakljucke:

1. Raspodjela I 1 D alela izmedu usporedne i1 preeklampti¢ne skupine nije se
statistiCki razlikovala. Ukupna pojavnost D alela iznosila je 0.633 u

preeklampti¢noj 1 0.54 u usporednoj skupini.

2. Zastupljenost trudnica s DD genotipom u preeklampti¢noj skupini je veca,
ali ne statisticki znaCajna, i1 iznosi 43.3%, dok 28% normotenzivnih

trudnica ima isti genotip (p=0.096).

3. Srednje vrijednosti sistolickog/dijastolickog tlaka pri prijemu i po porodu

nisu se znacajno razlikovale ovisno o genotipu majke u preeklampti¢noj

skupini.

4. Trajanje trudnoce i porodna teZina djeteta bile su statisticki zna¢ajno manje

u preeklampti¢noj odnosu na usporednu skupinu.
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5. Kod preeklampti¢nih trudnica koje su rodile prije 34. tjedna trudnoce,
raspodjela D alela bila je statisticki znacajno visa i iznosila je 0.735 u

odnosu na ostale kod kojih je iznosila 0.56 (p=0.036).

6. Preeklampti¢ne trudnice koje nose DD genotip, imaju oko 2.5x veci rizik

poroda prije 34. tjedna trudnoce, u odnosu na trudnice s DI 1 II genotipom.

7. Pojavnost DD genotipa u skupini trudnica koje su imale preeklampsiju u
prethodnoj trudno¢i bila je statisticki znaCajna, a udio D alela iznosio je

0.83 (p=0.01).

8. Rizik ponavljanja preeklampsije kod trudnice koja nosi DD genotip je oko

sedam puta veci, u odnosu na trudnice koje nose Il ili ID genotip.

9. Nismo nasli statisticki znacajnu svezu izmedu pojavnosti odredenog

genotipa i intrauterinog zastoja rasta ploda u preeklampti¢noj skupini.

Delecijski polimorfizam angiotenzin I-konvertiraju¢eg enzima nema
direktnu znacajnu ulogu u razvoju preeklampsije, medutim odredene pozitivne
sveze se ne mogu u potpunosti iskljuciti. NaSe istraZivanje pokazalo je statisticki
znacajnu pozitivnu svezu izmedu pojavnosti D alela i1 delecijskog genotipa i rizika
razvoja opetovane preeklampsije 1 poroda prije 34. tjedna trudnoce kod
preeklampti¢nih trudnica. U ovakvim slu¢ajevima delecijski genotip mogao bi biti
dodatni Cimbenik rizika, koji djeluje sinergisticki s drugim genskim

polimorfizimima, povecavajuci rizik razvoja preeklampsije.
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7. SAZETAK
ZNACAJ]  GENOTIPIZACUE POLIMORFIZMA  ANGIOTENZIN I-
KONVERTIRAJUCEG ENZIMA KAO MOLEKULARNOG BILJEGA

TRUDNOCOM POTAKNUTE HIPERTENZIJE

Uvod. Abnormalni procesi nastajanja i modeliranja krvnih Zila vode
razvoju preeklampsije. Moduliranje genske ekspresije mogu uzrokovati
polimorfizmi kandidatnih gena koji sudjeluju u reguliranju krvnog tlaka, kao $to su
geni reninsko-angiotenzinskog sustava. Insercijsko/delecijski polimorfizam
angiotenzin I-konvertirajueg enzima, ima znacajnu ulogu u patogenezi velikog
broja poremecaja funkcije endotelnih Zila i1 patogenezi nekoliko oblika
eksperimentalne i humane hipertenzije.

Cilj istraZivanja bio je utvrditi probirni znacaj insercijsko/delecijskog
polimorfizma angiotenzin I-konvertirajueg enzima kao moguceg ¢imbenika rizika
razvoja hipertenzije u trudno¢i; odrediti pojavnost I i D alela u preeklampti¢noj i
usporednoj skupini trudnica i usporediti ove dvije skupine prema ishodu, trajanju
trudnocCe, paritetu, dobi, indeksu tjelesne teZine, porodnoj gestacijskoj dobi i
porodnoj tezini djeteta.

Metode. Genomska DNA izolirana je iz pune krvi 60 preeklampti¢nih
trudnica i 50 normotenzivnih trudnica. Preeklampsija se definira kao krvni tlak visi
od 140/90 mmHg u odnosu na vrijednosti prije trudnoce i proteinurija >300mg/1
tijekom 24 sata nakon 20 tjedana trudnoce. Genotipizacija insercijsko/delecijskog
polimorfizma unutar introna 16 ACE gena provela se metodom lancane reakcije
polimeraze i vizualizacijom elektroforezom u gelu agaroze. Usporedba genotipova

i pojavnosti alela provela se Mantel-Haenszelovim y” testom.
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Rezultati. Raspodjela 1 1 D alela ACE polimorfizma izmedu usporedne i
preeklampti¢ne skupine nije se statisticki razlikovala. Zastupljenost trudnica s DD
genotipom u preeklampti¢noj skupini je vec€a, ali ne statisticki znacajna, i 1znosi
43.3%, dok 28% normotenzivnih trudnica ima isti genotip (p=0.096). Kod
preeklampti¢nih trudnica koje su rodile prije 34. tjedna trudnoce, raspodjela D
alela bila je statisticki znacajno viSa 1 iznosila je 0.735 u odnosu na ostale
(p=0.036). U preeklampti¢noj skupini trudnica koje su i u prethodnoj trudnoci
imale preeklampsiju udio D alela iznosio je 0.83 (p=0.01). Nismo naSli statisticki
znacajnu razliku izmedu pojavnosti odredenog genotipa i intrauterinog zastoja
rasta ploda u preeklampti¢noj skupini.

Zakljucci. Delecijski  polimorfizam nema direktnu ulogu u razvoju
preeklampsije, medutim odredene pozitivne sveze se ne mogu u potpunosti
iskljuciti. NaSe istraZivanje je pokazalo statisticki znaCajnu pozitivnu svezu izmedu
pojavnosti D alela I rizika razvoja preeklampsije u sljedecoj trudno¢i kod trudnica
koje su u prethodnoj trudno¢i imale preeklampsiju i poroda prije 34. tjedna
trudnoce kod preeklamptic¢nih trudnica. U ovakvim slu€ajevima delecijski genotip
mogao bi biti dodatni ¢imbenik rizika, koji djeluje sinergisticki s drugim genskim

polimorfizimima, povecavajuci rizik razvoja preeklampsije.
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8. SUMMARY
THE SIGNIFICANCE OF ANGIOTENSIN I-CONVERTING ENZYME GENE
POLYMORPHISM AS A MOLECULAR MARKER OF PREGNANCY-

INDUCED HYPERTENSION

Introduction. Abnormal process of formation and remodeling of
uteroplacental blood vessels contribute to the development of preeclampsia.
Deficient placentation can be caused by polymorphism-induced altered expression
in renin-angiotensin system genes, which are the main factors regulating blood
pressure and fluid and electrolyte balance. Insertional/deletional polymorphism of
angiotensin I-converting enzyme has an important role in pathogenesis of wide
variety of diseases that exhibit endothelian function and several forms of
experimental and human hypertension.

Aim of this study was determine the significance of insertion/deletion
polymorphism of angiotensin I-converting enzyme as a contributing factor in the
development of preeclampsia, the D and I allele frequencies in preeclamptic and
control group, and to compare them according to the pregnancy outcome, duration
of pregnancy, parity, maternal age, body mass index, gestational age at delivery
and birth weight.

Methods.  Genomic DNA was extracted from whole blood of 60
preeclamptic and 50 normotensive pregnant women. Preeclampsia was defined as
the development of blood pressure exceeding 140/90 mmHg in a previously
normotensive women with proteinuria >300mg/1 in a 24-hour collection after 20

weeks of pregnancy. Gene polymorphism was studied by the polymerase chain
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reaction followed by the agarose electrophoresis. Genotype and allele frequencies
were compared by Mantel-Haenszel y” testing.

Results. The D and I allele frequency between preeclamptic and control
group was not statistically significant. The rate of DD genotype was slightly
increased but not significantly in preeclampsia (43.3%) compared with 28% in
controls (p=0.096). The D allele frequency was 0.735 in preeclamptic patients who
required delivery before 34 weeks of pregnancy, which was statisticaly significant
compared to the women in whom obstetric complications took place after 34
weeks of pregnancy (p=0.036). The D allele prevalence was 0.83 in women who
had both in the previous and successive pregnancy preeclampsia (p=0.01). There
was no significant difference between genotype distribution and observed fetal
growth retardation in preeclamptic group.

Conclusions. Deletion polymorphism is unlikely to play a major role in the
development of preeclampsia, although moderate positive associations cannot be
rule out. This study found a significantly positive correlation between D allele
frequency and risk of recurrent preeclampsia and required delivery before 34
weeks of pregnancy in preeclamptic women. In such cases, the deletion genotype
could be an additional risk factor, acting synergistically with other gene

polymorphisms to increase the risk of preeclampsia.
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