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Wykaz najwazniejszych skrotow i symboli

BL

BSA

BW

CaM

Cn/CaN

CnA

CnB

DNA

GWAS

HWE

IVST

LVID

LVH

LVM

LVMI

LVPWT

NFAT

PCR

ang. Body Length — dlugo$¢ ciata

ang. Body Surface Area — parametr powierzchni ciala

ang. Birth Weight — masa urodzeniowa

ang. Calcium-Modulated protein — Kalmodulina

ang. Calcineurin — Kalcyneuryna

Podjednostka A kalcyneuryny

Podjednostka B kalcyneuryny

ang. Deoxyribonucleic Acid — kwas deoksyrybonukleinowy

ang. Genome-Wide Association Studies — badanie asocjacyjne calego
genomu

ang. Hardy-Weinberg Equilibrium — Prawo (rownowaga) Hardy'ego-
Weinberga

ang. Interventricular Septal Thickness- grubo$¢ przegrody
migdzykomorowej

ang. Left Ventricular Internal Diameter — §rednica wewngtrzna lewej
komory serca

ang. Left Ventricular Hypertrophy — przerost mi¢$nia lewej komory serca
ang. Left Ventricular Mass — masa lewej komory

ang. Left Ventricular Mass Index — wskaznik masy lewej komory serca
ang. Left Ventricular Posterior Wall Thickness - grubos¢ tylnej $ciany
lewej komory serca

ang. Nuclear Factor of Activated T-cells — Czynnik jadrowy
aktywowanych komorek T

ang. Polymerase Chain Reaction — reakcja fancuchowa polimerazy



PPP3RI1 ang. Protein Phosphatase 3 Regulatory subunit B, alpha (1) — gen
podjednostki regulatorowej B (izoformy alfa lub izoformy 1) fosfatazy
biatkowej 3

RFLP ang. Restriction Fragments Length Polymorphism — polimorfizm

dhugosci fragmentow restrykcyjnych
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Wprowadzenie

1.1.Rozw0j serca

Serce ssakéw jest zmodyfikowanym naczyniem, ktére w trakcie rozwoju
embrionalnego rozwija si¢ od etapu prostej rurki (cewy) miesniowej z wySciotka
wsierdzia do stadium organu bedacego podwdjna pompa pozostajaca pod stalg kontrolg
elektryczng 1 neuroendokrynng. Kluczowa cecha rozwoju serca ssakow jest
przegrodzenie pojedynczej cylindrycznej cewy w celu utworzenia czterech przedziatow
o réznych rolach i przeznaczeniu tj. dwdch przedziatow zbierajacych krew (przedsionki)
1dwoch przedzialdow, ktore t¢ krew pompuja (komory). Rozwoj serca ptodu jest ztozonym
1 dynamicznym procesem pozostajacym pod kontrolg sieci licznych i jeszcze nie do konca
poznanych czynnikow, wérdd ktorych bardzo istotng role odgrywaja ,,sercowe” czynniki
transkrypcyjne, w tym GATA4/6, ISL1, NKX2-5, MEF2C, SRF, TBXS5 i TBX20 (1).

Rozwoj serca cztlowieka rozpoczyna si¢ w trakcie gastrulacji pod koniec drugiego
tygodnia po zaptodnieniu, réwnolegle z tworzeniem krwi oraz naczyn krwiono$nych.
Stad tez na poczatku czwartego tygodnia rozwoju cewa sercowa wypetnia si¢ ptynem
1 zaczyna si¢ kurczy¢ (2,3). Rozrasta si¢ ona takze na dlugo$¢ oraz wygina w ksztatt litery
S, a nastepnie litery U (tzw. ,,cardiac looping”). W fizjologicznym rozwoju skret cewy
sercowe] wokot wilasnej osi zachodzi w prawo (dzigki temu ostatecznie koniuszek serca
utozy si¢ w worku osierdziowym po lewej stronie). W gornej czesSci cewy sercowej
znajdujg si¢ pien tetniczy i uszka przedsionkow, natomiast jej czg$¢ dolng stanowi
komora pierwotna. Miedzy czwartym a pigtym tygodniem zycia plodowego (zarodek ma
wtedy ok. 5-6 mm dlugos$ci) dokonujg si¢ podziaty wewnetrznych fatdow wsierdzia. I tak
w czesci gornej tworzy sie przegroda pierwotna (pierwsza) zamykajaca stopniowo otwor
pierwszy, a nastgpnie gorna jej czg¢$¢ na skutek zaniku tworzy otwdr wtdrny, ktéra

umozliwia zgodny z gradientem ci$nienia przeptyw krwi z prawego do lewego



przedsionka. Po narodzinach ci$nienie w lewym przedsionku wzrasta, prowadzac do
zamknigcia (poczatkowo czynno$ciowego, a nastepnie anatomicznego) przeptywu krwi
z prawego przedsionka. Z kolei, przegrode pierwotnej komory tworzy wyrastajaca ku
gorze wypustka faldu migsniowego znajdujacego si¢ w jej dnie. Pomigdzy jej gorng
czesdcig 1 Srodkiem pierwotnej cewy sercowej tworzy si¢ otwor taczacy tak utworzone
dwie komory. Otwor ten zostaje w kolejnym etapie rozwoju ostonigty btoniasty blaszka.
Ztaczenie si¢ tej blaszki z przegroda migsniowa i1 zamknigcie potaczenia miedzy
komorami serca nast¢puje okoto 7 tygodnia zycia ptodowego. Do 35 dnia od zaptodnienia
rozw6] serca zarodka uwazany jest za zakonczony, a dalsze zmiany
w sercu po zakonczeniu organogenezy polegaja gléwnie na rozroscie (hiperplazji)
miocytow (2). Natomiast u niemowlat zachodzi zaré6wno rozrost (do 6 miesigca po
urodzeniu utrzymuje si¢ aktywno$¢ mitotyczna kardiomiocytéw i ich potencjalna
zdolno$¢ do rozrostu), jak i przerost (hipertrofia) kardiomiocytow. Po tym czasie
wszystkie miocyty serca staja si¢ komorkami ostatecznie zréznicowanymi zachowujac
jednak zdolno$¢ do przerostu m.in. w odpowiedzi na zwigkszajaca si¢ objetos¢ krwi
krazacej. Przerost miocytow charakteryzuje si¢ ich wydluzeniem i pogrubieniem, co
moze przetozy¢ si¢ nawet na 30-40-krotne zwigkszenie ich objetosci w czasie rozwoju
postnatalnego i1 dojrzewania (2).

Zmiany stezenia jonOw wapnia w cytoplazmie miocytow odgrywaja kluczowa
role w regulacji m.in. ich kurczliwosci i apoptozy. Zmiany wewnatrzkomodrkowego
stezenia Ca®* regulujg rowniez ekspresje genow i/lub aktywno$¢ produktow tych gendow
zaangazowanych w przerost kardiomiocytow (4,5). Gtéwnym ,,sensorem” tych zmian
stezenia jondw wapnia jest kalmodulina (CaM). Bialko to po przytaczeniu Ca®" aktywuje
szereg enzymdOw powigzanych ze $ciezkami sygnalizacji komorki, takich jak kinazy

i fosfatazy biatkowe, fosfolipazy, syntaza tlenku azotu oraz endonukleazy. Trzy
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najwazniejsze dla funkcji miocytow serca enzymy aktywowane w tym mechanizmie to:
kinaza zalezna od wapnia i1 kalmoduliny (CaMK), kinaza lekkiego tancucha miozyny

(MLCK) i kalcyneuryna (CaN) (4,6).

1.2.Kalcyneuryna

Kalcyneuryna (CaN) jest zalezng od Ca?" i kalmoduliny fosfatazg
serynowo/treoninow3, ktora ulega aktywacji przy zwigkszeniu wewnatrzkomorkowego
stezenia jondw wapnia. CaN jest enzymem wystepujacym w kardiomiocytach
1 w komorkach migéni szkieletowych, a takze m.in. w limfocytach i neuronach oraz
wykrywanym w plucach, w §ledzionie i1 w watrobie. Jej struktura jest bardzo
konserwatywna, z duzym stopniem homologii mi¢dzy gatunkami, zar6wno na poziomie
nukleotyddw, jak i aminokwasow (6,7).

Kalcyneuryna jest heterodimerem zlozonym z katalitycznej podjednostki A
(CnA) o masie 60 kDa i regulatorowej podjednostki B (CnB) o masie 19 kDa. CnA oprocz
domeny katalitycznej (aminokwasy od pozycji 71 do 342) ma rowniez domene
regulatorowg dla podjednostki B (aminokwasy od pozycji 348 do 370), domeng wiazaca
kalmoduling (aminokwasy od pozycji 391 do 414) i domene¢ autoinhibitorowg
(aminokwasy od pozycji 457 do 482) (7-9). Konstytutywna aktywacja CnA nastepuje
poprzez usuni¢cie dwoch ostatnich domen, co zachodzi niezaleznie od sygnalizacji
zwigzane] z wewnatrzkomorkowym Ca?* (10). Podjednostka regulatorowa CaN
wykazuje strukturalng homologie z kalmoduling (oba te biatka sg zalezne od Ca*"). CnB,
ktora bierze udziat w aktywacji CnA, ma dwa platy wigzace Ca®" polgczone krotkim
facznikiem zawierajacym cztery tzw. motywy re¢ki EF (EF-hands motifs) (aminokwasy
od pozycji 22 do 50, od 54 do 82, od 91 do 119 i 132 do 160

w tancuchu polipeptydowym CnB) (7,8,10,11).
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Obecnie znane s3 trzy izoformy podjednostki katalitycznej kalcyneuryny: CnAa,
CnAb i CnAg oraz dwie izoformy podjednostki regulatorowej CaN tj. CnB1 i CnB2 (10).
Warto zaznaczy¢, ze CnAa i CnAb wykazuja az 81% podobienstwa (11), a roézni je
gléwnie zwigzana z rozpoznawaniem substratu powtarzajaca si¢ sekwencja proliny na
koncu N izoformy CnAb. Z kolei, sekwencje CnB1 1 CnB2 majg az 83% homologii (7).

Natywna forma CaN jest nieaktywna enzymatycznie, a analiza jej struktury
krystalicznej ujawnia zablokowanie centrum katalitycznego przez domeng
autoinhibitorowg. W sytuacji zwigkszenia stezenia jonéw wapnia w cytoplazmie
dochodzi do ich zwigzania z CnB, co powoduje oddzielenie domeny wigzacej
kalmoduling od domeny regulatorowej dla podjednostki B. Nastepnie, kalmodulina taczy
sic z domeng wigzaca kalmoduling powodujac przemieszczenie domeny
autoinhibitorowej z centrum katalitycznego, co skutecznie aktywuje kalcyneuryne. Przy
braku kalmoduliny, samo zwigkszone st¢zenie jonéw wapnia w cytozolu prowadzi do ich

zwigzania z CnB, prowadzac do czesciowej aktywacji kalcyneuryny (Rycina 1) (6).
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Legenda:

— A -

domena katalityczna domena regulatorowa domena wiazania domena podjednostka B kalmodulina
dla podjednostki B kalmoduliny autoinhibitorowa
CnB
CnB
ee
CnA Ca?t o0 L]
1. czeiciowa aktywacja 7~ - oo CnA -
Kalcyneuryny ' \ 7~ )

\/
CnB
2 -
: CnA Vel ()
2. petna aktyw: © .
il o ) L . o &
A ~—
\_/

Rycina 1. Mechanizm cz¢éciowej i petnej aktywacji kalcyneuryny (6).
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Po aktywacji kalcyneuryna katalizuje defosforylacj¢ wielu docelowych substratow,
w tym m.in. ré6znych czynnikow transkrypcyjnych i receptorow. Dla przyktadu, pierwsza
poznana o$ sygnalizacyjna kalcyneuryna-NFAT zostata odkryta jako kluczowa $ciezka
aktywacji limfocytow T (12), ale obecnie wiadomo juz, iz jest ona zaangazowana w wiele
procesow komorkowych w réznych typach komorek u rozmaitych gatunkow, od roslin
do cztowieka (13). U cztowieka szlak sygnalizacyjny CaN poprzez regulacje réznych
proceséw komodrkowych bierze udziat w procesie rozwoju embrionalnego nie tylko serca,
ale takze nerek, mieg$ni szkieletowych, uktadu immunologicznego i uktadu nerwowego
oraz w procesie rdznicowania m.in. miesni, skory, kosci, chrzastek i tkanki thuszczowej
(6). Wskazuje si¢ rowniez, ze w sercu, oprocz tej funkcji, sygnalizacja za posrednictwem
kalcyneuryny jest takze wspdlnym dla wielu czynnikow (w tym patogennych) szlakiem
wewnatrzkomorkowym prowadzacym do przerostu migsnia sercowego 1 jego
przebudowy (14). Rola kalcyneuryny jako kluczowego mediatora przerostu miocytow,
sprowadza si¢ gtownie do regulowania przez t¢ fosfataze aktywnosci zaleznych od niej
czynnikow transkrypcyjnych, w tym m.in. NFAT, MEF2, GATA4, NF-xB i Drpl, jak
réwniez innych wewnatrzkomorkowych $ciezek sygnatowych, w tym $ciezki Wnt oraz
Sciezek powigzanych z kinaza biatkowa C (PKC), z kinaza biatkowa aktywowang
mitogenem (MAPK), z kinaza biatkowa zalezng od kalmoduliny II (CaMKII) lub
z 3-kinaza fosfatydyloinozytolu (6). Warto wspomnieé, ze u myszy transgenicznych
konstytutywna aktywacja kalcyneuryny lub zwigkszona ekspresja aktywowanej przez
CaN formy NFAT indukuja przerost migénia sercowego prowadzacy do niewydolnos$ci
serca w ciggu pierwszych tygodni zycia (15). Z drugiej strony, wykazano takze, iz delecja
genu dla CnBl w kardiomiocytach zapobiega indukowanej przez angiotensyng II
niewydolnosci serca m.in. poprzez redukcje masy migé$nia sercowego oraz zmniejszenie
pole przekroju poprzecznego kardiomiocytow 1 grubosci $ciany lewej komory.

Stwierdzono rowniez, ze konstytutywny niedobdr podjednostki katalitycznej CnAb,
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a takze NFATc2 lub NFATc3 zmniejszaja indukowany przez angiotensyne Il przyrost
masy serca (16). Z kolei, wyniki do$wiadczen zogniskowanych na genetycznym
(zwigkszona ekspresja endogennych inhibitorow kalcyneuryny) lub farmakologicznym
hamowaniu sygnalizacji zaleznej od kalcyneuryny wskazuja, ze dzialania te zmniejszaja

stopien przerostu i dysfunkcji migénia sercowego (13,17,18).

1.3. Polimorfizm genu PPP3R1

Potozony na chromosomie 2p14 gen PPP3R1 koduje podjednostke regulatorowa
B1 kalcyneuryny (CnB1). W 2005 roku Tang i wsp. odkryli w promotorze genu PPP3R1
nowy polimorfizm insercyjno-delecyjny polegajacy na obecnosci (allel 51) lub braku
(allel 5D) pigciu nukleotydow (TTTAA) w pozycji od -1063 do -1059 od miejsca inicjacji
transkrypcji  (19). Autorzy ci analizowali rowniez zwigzek tego polimorfizmu
z przerostem lewej komory serca u 368 pacjentow (53% badanej grupy stanowili
Afroamerykanie) z projektu Hypertension Genetic Epidemiology Network.
I chociaz w badanej grupie chorych nie stwierdzono istotnego zwigzku pomig¢dzy
polimorfizmem 5I/5D PPP3RI 1 przerostem mig¢snia sercowego zdefiniowanym
arbitralnie jako LVM/wzrost*’ >47 (g/m*’) u kobiet i LVM/wzrost>’ >50 (g/m>7)
u mezezyzn, to odkryto, ze polimorfizm 51/5D byt zwigzany z ,,niewtasciwie duza masa
lewej komory (inappropriately high LV mass) definiowang jako wigkszy niz 128% iloraz
rzeczywistej 1 oczekiwanej masy lewej komory. Zwiazek ten byt niezalezny od wieku,
ptci, wskaznika masy ciala, czgsto$ci akcji serca, choroby niedokrwiennej serca, cukrzycy
oraz stosowanych lekéw hipotensyjnych (19).

Trzy lata pdzniej Akhmetov i wsp. na podstawie badan przeprowadzonych
w kohorcie 673 dorostych Rosjan uprawiajagcych wyczynowo sport stwierdzili, ze
zaréwno u kobiet, jak i u m¢zczyzn allel 5D byt zwigzany z wigkszym wskaznikiem masy

lewej komory serca (LVMI, Left Ventricular Mass Index) (20).
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W 2017 roku Maddhuri i wsp. wykazali u Hinduséw zwiazek allelu delecyjnego
PPP3RI z predyspozycja do choroby wienicowej, a takze z podwyzszonym stezeniem
kalcyneuryny w surowicy (21). Z kolei, rok p6zniej Cao 1 wsp. odkryli u Chinczykow
z nadci$nieniem tetniczym dodatnig korelacje pomiedzy aktywnos$cig (ale nie stgzeniem)

kalcyneuryny w surowicy i przerostem mig¢$nia sercowego (22).
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. Cele pracy
Na podstawie powyzszych przestanek wyznaczono nastgpujace cele pracy:
Opracowanie metody PCR-RFLP identyfikacji polimorfizmu insercyjno/delecyjnego
promotora genu PPP3R].
Ocena rozpowszechnienia polimorfizmu insercyjno/delecyjnego promotora genu
PPP3RI w grupie zdrowych noworodkoéw urodzonych o czasie.
. Analiza zwigzku pomiedzy polimorfizmem insercyjno/delecyjnym promotora genu

PPP3RI 1 masa lewej komory serca u zdrowych donoszonych noworodkow.
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3. Material i metody

3.1. Noworodki

Materiat do badan stanowily probki genomowego DNA z krwi pepowinowej 162
zdrowych noworodkow (71 dziewczynek i 91 chtopcdéw), urodzonych po zakonczeniu 37
tygodnia cigzy (od 38 do 40 tygodnia). Probki DNA zostaty w sposob losowy wybrane z
banku DNA noworodkéow Zakladu Biochemii Klinicznej i Molekularnej PUM. To
repozytorium probek DNA zostalo utworzone w roku 2005 w ramach wspolpracy
naukowej z Klinikg Patologii Noworodka PUM (projekt uzyskal zgode Komisji
Bioetycznej Pomorskiego Uniwersytetu Medycznego w Szczecinie, uchwata
nr BN-001/57/05 z dnia 21.02.2005 r.). Do projektu witaczono probki wytacznie od
noworodkow, u  ktorych  dostegpne byly podstawowe dane  kliniczne
tj. pte¢, masa urodzeniowa (BW) 1 dlugo$¢ ciala (BL) oraz wskazniki oceny
ultrasonograficznej serca w trzeciej dobie po urodzeniu (kryteria wiaczenia). Natomiast
kryteria wytaczenia obejmowaty: cigze mnogie, cukrzyce cigzarnych, wewnatrzmaciczne
zahamowanie wzrostu ptodu (ang. Intrauterine Growth Retardation, [IUGR), aberracje
chromosomowe i/lub wady wrodzone. Dla kazdego noworodka obliczono powierzchni¢
ciata (BSA, Body Surface Area) stosujac wzor Mostellera (23):

BSA (m?) =0.01666667 x BL (cm)*> x BW (kg)®

Ocena ultrasonograficzna serca zostata wykonana u kazdego noworodka w 3.dobie po
porodzie przez tego samego kardiologa dziecigcego aparatem Acuson Sequoia 512
(USA), wyposazonym w glowice obrazujaca 2-4 MHz wedtug protokotu szczegdtowo
opisanego we wczesniejszych artykutach naszego zespotu badawczego (24-27).
Mase lewej komory serca (LVM) obliczono na podstawie echokardiograficznej oceny
wymiarow lewej komory stosujagc tzw. Penn Convention Protocol z réwnaniem

zmodyfikowanym przez Huwez 1 wsp. (28) Ww nastgpujacy  sposob:
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LVM [g] = 1.04[AIVST+LVPWT-+LVID)? — LVID?]
gdzie: IVST — koncoworozkurczowa grubos¢ przegrody migdzykomorowej (w mm)
LVPWT - koncoworozkurczowa grubo$¢ tylnej $ciany lewej komory (w mm)
LVID — koficoworozkurczowy wymiar wewngtrzny lewej komory (w mm)
Wyliczone wartosci LVM (g) byly nastepnie standaryzowane wzgledem masy
urodzeniowej (BW, kg), wzgledem dlugosci ciata (BL, m) oraz wzgledem powierzchni
ciata (BSA, m?) i wyrazane w postaci wskaznikow, odpowiednio: LVM/BW, LVM/BL

1 LVM/BSA.

3.2. Identyfikacja polimorfizmu insercyjno/delecyjnego genu PPP3R1
Polimorfizm 5I/5D genu PPP3RI identyfikowano metoda PCR-RFLP (ang.
Polymerase Chain Reaction — Restricion Fragment Length Polymorphism), a wyniki
uzyskane tg metoda byly sprawdzone poprzez sekwencjonowanie losowo wybranych 16
(10%) probek DNA. Startery do tancuchowej reakcji polimerazy zostaty zaprojektowane
przy pomocy oprogramowania PrimerSelect DNASTAR® Lasergene v8.0 (DNAStar) na
podstawie sekwencji NC 000002.12 (Homo sapiens chromosome 2, GRCh38.p12

Primary Assembly) pochodzacej z bazy NCBI (http://www.ncbi.nlm. nih.gov/). Startery

te zostaly zsyntetyzowane przez firm¢ TIB MOLBIOL (Poznan, Polska), a pozostate
odczynniki do PCR  pochodzity =z firmy MBI  Fermentas (Litwa).
W amplifikacji metoda PCR fragmentu genu PPP3RI obejmujacego polimorfizm
insercyjno/delecyjny starterem sensownym byl oligonukleotyd: 5’-GAGTTT
AAAAGCCAGCCAGTCAT-3’, a antysensownym: 5’-AAAACAGTAATATCTCAA
GTAGTA-3".

Poprzez zastosowanie tej pary starterow uzyskano amplikon o dtugosci 304 par zasad

(pz) dla allelu 51, a dla allelu 5D amplikon o dtugosci 299 pz.
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Sktad mieszaniny do PCR byt nast¢pujacy (objetosé =20 pl):

- 2 ul DNA (80 ng)

- 10 pul 2x PCR Master Mix

- 0,2 pl startera sensownego [20 pmol/ul]

- 0,2 pl startera antysensownego [20 pmol/pl]

- 7,6 ul H,0
Zoptymalizowany we wstepnych do$wiadczeniach profil temperaturowo-czasowy PCR
w aparacie Mastercycler Pro S (Eppendorf) byt nastepujacy:

- poczatkowa denaturacja: 94°C - 5 min.

- 38 cykli: 94°C —20's, 53°C — 40 s, 72°C — 40s

- konicowa elongacja: 72°C — 10 min
Otrzymane produkty PCR poddano inkubacji w temp. 37°C przez 24h z enzymem
restrykcyjnym Vspl (4sel) (10 U/uL) (Fisher Thermo Scientific™).

Mieszanina reakcyjna zawierala:

- 8,0 ul produktu PCR,

- 0,5 wl enzymu restrykcyjnego Vspl (4Asel) (10 U/uL) (Fisher Thermo
Scientific™)

- 1,0 pl Bufor O (Fisher Thermo Scientific™).
Produkty PCR po trawieniu enzymem restrykcyjnym rozdzielano elektroforetycznie
w 3% zelu agarozowym z barwnikiem Midori Green (Nippon). Rozdziat ten
prowadzono w buforze 1xTBE (0,089 M Tris, 0,089 M kwas borowy, 2 mM EDTA),
w temp. 20°C, przy napigciu 75V. Dhugosci fragmentow restrykcyjnych okre§lano
w oparciu o marker dlugo$ci DNA — pUC Mix Marker 8 (MBI Fermentas). Koncowym
etapem PCR-RFLP byta dokumentacja rozdzialu w zelu agarozowym przy pomocy
zestawu G:BOX Biolmaging System (SYNGENE). Poprawno$¢ identyfikacji

genotypéw PPP3RI metoda PCR-RFLP oceniano poprzez sekwencjonowanie losowo
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wybranych 16 sposrod 162 (10%) analizowanych probek genomowego DNA. W tym celu
na wstepie poddano je amplifikacji metoda PCR wedlug protokotu opisanego powyze;j,
a nastgpnie otrzymane produkty PCR oczyszczono z nadmiaru nukleotydow i starterow
W nastepujacy sposob:
Do 5 pl produktu PCR dodawano:
- 0,5 pl enzymu Exonuclease I (10U)
- 1 pl FastAP™ Thermosensitive Alkaline Phosphatase (1U) (Applied Biosystems,
USA).
Probki te inkubowano w termocyklerze w 37°C przez 15 min., a nastepnie przez kolejne
15 min. w 85°C.
Reakcje sekwencjonowania przeprowadzono w oparciu o odczynniki z zestawu BigDye®
Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, USA),
a mieszanina reakcyjna (10 pl) zawierata:

- 2 pl Terminator Ready Reaction Mix,

- 1 pl Sequencing Buffer,

- 1,6 pl startera [20 pmol/ul],

- 4,4 ul H>O wolnej od nukleaz

- 1 pl produktu PCR.
Protokot tej reakcji przeprowadzonej w termocyklerze Mastercycler gradient (Eppendorf)
obejmowat wstepng inkubacje w temp. 96°C przez 1 minute, a nastepnie: 25 cykli: 96°C
przez 10s, 50°C przez 5s, 60°C przez 4 minuty. Otrzymane produkty reakcji oczyszczono
metoda  EtOH/NaOAc w  nastepujacy  sposob: do  kazdej  probdwki
z jej produktami dodawano 26 pl roztworu EtOH/NaOAc (1 ul 3M NaOAc, pH 5.2, 25
ul 99,9% EtOH), a nastepnie po wymieszaniu zawartosci probéwki wirowano ja przez 20
min. (5305xg) w wirdéwce Centrifuge 5415 D (Eppendorf), potem po usunigciu roztworu

do probowek dodano 75 ul 70% EtOH i wirowano je przez 5 min. (5305xg),
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a po delikatnym usunigciu roztworu odwrocong probowke ponownie wirowano przez
I min. przy obrotach 1326xg. Do tak oczyszczonych produktow dodawano 10 pl
dejonizowanego formamidu (Applied Biosystems).

Analize sekwencji wybranego fragmentu przeprowadzano w aparacie ABI
PRISM® 3130 (Applied Biosystems), a jej wyniki odczytywano przy pomocy

oprogramowania Sequencing Analysis v5.1 (Applied Biosystems).

3.3. Analiza statystyczna

Wartosci zmiennych ilosciowych przedstawiono w postaci mediany podajac
réwniez warto$¢ minimalng 1 maksymalng, a zgodno$¢ rozktadu tych zmiennych
z rozkladem normalnym oceniano za pomocg testu Kolmogorowa-Smirnowa i testu
Lillieforsa. Poréwanie tych zmiennych pomiedzy grupa noworodkow plci zenskiej
i grupa noworodkoéw ptci meskiej oraz pomiedzy grupami noworodkéw o réznych
genotypach PPP3R1 przeprowadzono za pomocg testu U Manna-Whitney’a. Za pomoca
testu 2 przeprowadzono ocene zgodnosci rozktadu genotypow polimorfizmu 51/5D genu
PPP3RI (rs3039851) z prawem Hardy’ego-Weinberga (HWE, ang. Hardy-Weinberg
equilibrium) zar6bwno w calej badanej grupie, jak i odrgbnie kazdej z plci. Test ten
zastosowano rowniez przy porownaniu rozkladow czgstosci genotypow 1 alleli
polimorfizmu rs3039851 u noworodkow pfcei zenskiej z jego rozktadami u noworodkow
ptci meskiej, a takze w poroéwnaniu rozktadu czgstosci genotypow PPP3R1: rs3039851
pomiedzy noworodkami o najwigkszych (gérny tertyl) i najmniejszych (dolny tertyl)
warto§ciach wskaznikow masy lewej komory serca. Analizy statystyczne zostaty
przeprowadzone w programie STATISTICA (Dell Inc. 2016, wersja 13). Za poziom

istotnosci statystycznej przyj¢to wartos¢ p<0,05.
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4. Wyniki
Polimorfizm 5I/5D PPP3RI identyfikowano metoda PCR-RFLP. Dla kazdej
z 162 probek genomowego DNA badanych noworodkéw uzyskano amplikony dobre;j
jakos$ci pozwalajace na jednoznaczng identyfikacj¢ genotypow polimorfizmu 51/5D genu
PPP3RI (Rycina 2). Sekwencjonowanie losowo wybranych 16 sposréd 162 probek DNA
wykazalo pelng zgodno$¢ =z wynikami identyfikacji polimorfizmu PPP3RI

przeprowadzonej metoda PCR-RFLP (Ryciny 3-5).

Rycina 2. Identyfikacja polimorfizmu insercyjno/delecyjnego genu PPP3RI metoda

PCR-RFLP

Sciezki:

M - marker dtugosci DNA - pUC 19 DNA/Mspl (Hpall) Marker 23 [MBI Fermentas]
1-10, 12-18, 20-21 — genotyp 5I/51 (fragmenty restrykcyjne: 201pz + 103pz)

11 - genotyp 5D/5D (fragmenty restrykcyjne: 299pz)

19 — genotyp 51/5D (fragmenty restrykcyjne: 299pz + 201pz + 103pz)
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Rozktady genotypéw polimorfizmu insercyjno/delecyjnego PPP3RI w calej
badanej grupie 162 noworodkdéw, jak réwniez w podgrupie noworodkéw plci zenskiej
i1 w podgrupie noworodkow ptci meskiej byly zgodne z rozktadami teoretycznymi
wynikajagcymi z rownowagi Hardy’ego-Weinberga (odpowiednio: p=0.834, p=0.907
1 p=0.501). W calej badanej grupie zidentyfikowano 135 homozygot 51/51 (83.3%),
26 heterozygot 51/5D (16.1%) i 1 homozygote SD/5D (0.6%). Czestos¢ allelu ST PPP3R1
wynosita 91.4%, a allelu 5D 8.6%. Wsrod 71 noworodkow pici zeniskiej zidentyfikowano
56 homozygot 51/51 (78.9%), 14 heterozygot 51/5D (19.7%)
i 1 homozygote 5D/5D (1.4%). Czestos¢ allelu 51 w tej podgrupie wynosita 88.7%,
a allelu 5D 11.3%. Z kolei, wéréd 91 noworodkow pitci meskiej stwierdzono
79 homozygot 5I/51 (86.8%) i 12 heterozygot 5I/5D (13.2%), a czesto$ci alleli PPP3R1
wynosity 93.4% dla 51 1 6.6% dla 5D. Pomiedzy noworodkami plci zenskiej
1 noworodkami ptci meskiej nie stwierdzono istotnych réznic w rozktadzie czgstosci
genotypow (p=0.178) i alleli (p=0.137) polimorfizmu 51/5D genu PPP3RI.

Przeprowadzona przy zastosowaniu testu Kotmogorowa-Smirnowa i testu
Lillieforsa analiza zmiennych ilo§ciowych wykazata dla wiekszos$ci z nich przynajmnie;j
w jednym z tych testow brak zgodnosci ich rozktadu z rozktadem normalnym (Tabela 1),
w zwigzku z czym w ich dalszej analizie zastosowano nieparametryczny test Manna-

Whitneya.
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Tabela 1. Analiza normalno$ci rozktadu badanych zmiennych ilo§ciowych.

Zmienna P K-S pL

BW [kg] >0.05 >0.05
BL [m] >0.05 <0.01
BSA [m?] >0.05 >0.05
IVST [mm] <0.01 <0.01
LVPWT [mm] >0.05 <0.01
LVID [mm] >0.05 <0.05
LVM [g] >0.05 <0.01
LVM/BW [g/kg] <0.01 <0.01
LVM/BL [g/m] >0.05 <0.01
LVM/BSA [g/m?] <0.05 <0.01

p k-s — istotnos¢ statystyczna w tescie Kotmogorowa-Smirnowa

p L — istotno$¢ statystyczna w tescie Lillieforsa

Wyniki poréwnania tych zmiennych pomig¢dzy grupa noworodkow plci zenskiej i grupa
noworodkow plci meskiej (Tabela 2) wskazuja, ze jedynie masa ciata (BW) i pole
powierzchni ciata (BSA) roznily si¢ istotnie pomigdzy dziewczynkami i chtopcami.
Zard6wno BW, jak i BSA u noworodkéw plci zenskiej byly istotnie mniejsze

w porownaniu do warto$ci tych zmiennych u noworodkow ptci meskie;.
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Tabela 2. Charakterystyka badanych noworodkow w zaleznosci od pfci.

Noworodki ptci zenskiej ~ Noworodki ptci meskiej
Zmienna P M-w
(n=71) (n=91)
BW [ke] 3.32 3.56 0.014
2.64-4.30 2.65-5.09
BL [m] 0.55 0.56 0311
0.51-0.63 0.47-0.63
BSA [m’] 0.230 0.234 0.037
0.195-0.270 0.199-0.289
IVST [mm] 3:9 37 0.139
2.4-6.3 24-5.1
LVPWT [mm)] 2.7 2.8 0.307
1.1-5.8 2.0-4.0
LVID [mm] 18.3 181 0.402
16.0-25.0 15-23.2
LVM [g] 04 27 0.552
4.9-21.9 5.4-17.6
LVM/BW [g/kg] 28 2.9 0.962
1.5-6.4 1.8-5.6
LVM/BL [g/m] 16.8 17.8 0.790
9.0-35.9 10-32.1
LVM/BSA [g/m?] 533 359 0.869
29.0-116.0 34.5-106.3

29



Nie stwierdzono natomiast istotnych réznic w zakresie wszystkich analizowanych

zmiennych ilo§ciowych pomigdzy noworodkami z genotypem typu dzikiego (135

homozygot 5I/51 PPP3R1) a noworodkami z przynajmniej jednym allelem delecyjnym

PPP3RI (j. 26 heterozygot 5I/5D + 1 homozygota 5D/5D) (Tabela 3).

Tabela 3. Charakterystyka badanych noworodkéw w zaleznosci od polimorfizmu

PPP3RI.
_ I ID+DD
Zmienna P M-w
(n=135) (n=26+1)
3.37 3.47
BW [kg] 0.432
2.64-4.48 2.84-5.09
0.56 0.56
BL [m] 0.572
0.47-0.63 0.50-0.60
0.230 0.232
BSA [m?] 0.643
0.195-0.276 0.203-0.289
3.8 3.8
IVST [mm] 0.955
2.4-6.1 2.8-6.3
2.8 3.0
LVPWT [mm] 0.317
1.1-5.8 1.6-5.0
18.4 18.1
LVID [mm] 0.579
15.0-25.0 15.0-22.0
9.7 9.4
LVM [g] 0.946
4.9-21.9 6.0-19.5
LVM/BW 2.8 3.0
0.590
[g/kg] 1.5-6.4 1.9-5.2
17.4 18.3
LVM/BL [g/m] 0.794
9.0-35.9 11.0-33.3
LVM/BSA 42.0 44.7
0.650
[g/m?] 22.3-90.6 27.9-78.8
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Ostatnim etapem analizy statystycznej byto poréwnanie czestosci rozktadu genotypow
polimorfizmu 5I/5D PPP3R1 pomi¢dzy dolnymi i gérnymi tertylami warto$ci trzech
wskaznikow LVM tj. LVM/BW, LVM/BL i LVM/BSA. Czgsto$ci genotypow PPP3R1
z co najmniej jednym allelem 5D (5I/5D i1 5D/5D) w gornych tertylach warto$ci
LVM/BW i LVM/BSA bytly istotnie wigksze w porownaniu do ich rozpowszechnienia w
dolnych tertylach tych zmiennych. Jedynie dla dolnego i gérnego tertyla LVM/BL nie
stwierdzono roznicy istotnej statystycznie (p=0.056) w rozpowszechnieniu genotypow

polimorfizmu 51I/5D promotora PPP3RI (Tabela 4).

Tabela 4. Dolny i gérny tertyl wskaznikow masy serca noworodkow w zaleznosci od

polimorfizmu PPP3R1.
II ID+DD Pehi®
Zmienna Tertyle
n (%) n (%)
DT:<2.6 49 5
LVM/BW [g/kg] 0.007
GT:>3.1 38 16
DT:<15.5 47 7
LVM/BL [g/m] 0.056
GT:>194 39 15
DT:<38.4 48 6
LVM/BSA [g/m?] 0.029
GT:>45.8 39 15
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5. Dyskusja

Zwigkszenie masy lewej komory serca (LVM) oraz arbitralnie zdefiniowany
przerost lewej komory (LVH) s3 istotnymi czynnikami ryzyka chorob uktadu sercowo-
naczyniowego (29). Masa lewej komory jest cechg ciagla, ktéra moduluje ztozona
interakcja pomiedzy czynnikami genetycznymi i Srodowiskowymi. W oparciu o wyniki
badan blizniat, jak rowniez o wyniki badan populacyjnych szacuje si¢, ze czynniki
genetyczne warunkujg od 30% do 70% zmiennosci masy serca (30-34).

Wedtug Han i wsp. (35) zdrowe donoszone noworodki, ze wzgledu na brak
oddziatywania czynnikow srodowiskowych takich, jak dieta, styl Zycia, palenie tytoniu,
wspolistniejace choroby lub przyjmowanie lekéw, utrudniajacych wtasciwa ocene roli
czynnikow genetycznych w determinowaniu fenotypdéw klinicznych uktadu sercowo-
naczyniowego sa optymalng grupa populacyjna do identyfikacji tych czynnikow. Jednak
mimo tego, w pismiennictwie naukowym dostepne sa tylko pojedyncze doniesienia
poswigcone temu zagadnieniu w odniesieniu do cechy fenotypowej, jaka jest masa lewe;j
komory serca (24-27).

Wedhug mojej wiedzy niniejsza rozprawa jest pierwszym w $wiecie doniesieniem
zogniskowanym na analizie zwigzku polimorfizmu rs3039851
w promotorze genu PPP3RI kodujacego podjednostke B kalcyneuryny (CnB) z masa
lewej komory serca u zdrowych noworodké6w urodzonych o czasie.

W wersji genomu GRCh38.p14 (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC0000

02.12) gen PPP3R1 zlokalizowany jest na chromosomie 2p14 w pozycji od 2:68178857
do 2:68256237. W roku 2005 Tang i wsp. przeprowadzili sekwencjonowanie genu
PPP3RI w probkach genomowego DNA pobranych od 25 niespokrewnionych osob
o roznym pochodzeniu etnicznym i w jego promotorze odkryli polimorfizm insercyjno-
delecyjny (5I/5D, rs3039851) stanowiacy obecnie przedmiot analiz w mojej pracy.

Autorzy ci w identyfikacji genotypow SI/SD PPP3RI w badaniu grupy 368 osob
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z ciezkim nadci$nieniem tetniczym zastosowali metode PCR-RFLP z enzymem
restrykcyjnym Asel. Miejsce restrykcyjne dla tego enzymu (AT. TAAT/TAAT..TA) jest
obecne tylko w allelu 51, a w przypadku inkubacji z Asel amplikonu allelu 5D pozostaje
on niestrawiony. Metoda PCR-RFLP z Asel zostala zastosowana w analizie rs3039851
we wszystkich znanych mi publikacjach (19-21,36). W swojej rozprawie réwniez
zastosowatam t¢ metode¢ identyfikacji genotypdéw polimorfizmu rs3039851 PPP3RI,
z tym, ze do amplifikacji DNA w PCR zaprojektowano inne startery niz w pracy
Tang i wsp. (19). Dodam tez, ze w odroznieniu od tych autorow, ktorzy w analizach jako
tzw. kontrole pozytywne zastosowali probki DNA o znanym genotypie (uprzednio
zidentyfikowanym przez sekwencjonowanie), w swoich badaniach wiarygodno$¢
genotypowania metoda PCR-RFLP weryfikowatam poprzez sekwencjonowanie losowo
wybranych probek DNA.

Na podstawie dostgpnego mi pisSmiennictwa sadze, ze moja rozprawa doktorska
jest nie tylko pierwsza w $wiecie praca poswiecong analizie powigzania polimorfizmu
5I/SD PPP3RI z masa lewej komory serca u zdrowych noworodkow, ale takze
pierwszym doniesieniem opisujacym czgsto$¢ tego polimorfizmu u Polakow. Zbadang
przeze mnie grupg stanowily 162 noworodki urodzone w Szczecinie tj. bedace
potomkami osob, ktore po II wojnie §wiatowej przenioslty si¢ na Pomorze Zachodnie
z wielu zakatkow dawnej II Rzeczpospolitej (37,38). Migracja ta uwazana jest za
gléwna przyczyne tego, iz wspotczesni mieszkancy naszego regionu sg uznawani za
probe reprezentatywna dla catej polskiej populacji (39,40). Stad tez okreslona przeze
mnie czesto$¢ allelu 5D genu PPP3RI u szczecinskich noworodkéw, ktora wynosi
8.6% moze by¢ traktowana jako warto$¢ odpowiadajaca rzeczywistemu
rozpowszechnieniu tego wariantu genetycznego wsrdod Polakoéw. Warto zauwazyc,
ze bardzo zblizong cz¢stos¢ wariantu 5D (8.8%) stwierdzili Akhmetov 1 wsp. w innej

grupie Stowian tj. w grupie ztozonej z 1073 mtodych (Srednia wieku ok. 18 lat)
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zdrowych Rosjan (20). Z kolei, w artykule Tang i wsp., odkrywcow polimorfizmu
rs3039851, czestos¢ allelu delecyjnego PPP3R1 u 0s6b biatych (n=171) wynosita 7.6%,
awsrod Afroamerykanow (n=197) az 23.9% (19). Na r6znice w rozpowszechnieniu allelu
5D w réznych grupach etnicznych zwrdécili uwage rowniez Hand i wsp., ktorzy w grupie
osob biatych w USA (n=95) okreslili czgstos¢ tego wariantu na 7.0%, a w grupie
Afroamerykanow (n=33) az na 24.0% (36). W 2017 roku Maddhuri i wsp. w grupie 300
zdrowych dorostych Hindusow stwierdzili, ze czgstos$¢ allelu 5D PPP3RI wynosita
28.3% (21). Warto rowniez poréwnac te dane z wynikami przeprowadzonej w ramach
projektu 1000 Genomoéw (ensembl.org) identyfikacji polimorfizmu 51I/5D PPP3RI
u ponad 2500 oso6b (Tabela 5). Rozpowszechnienie polimorfizmu rs3039851
w cytowanych powyzej doniesieniach dotyczacych oséb pochodzenia europejskiego
(19,20,36), w tym i noworodkoéw badanych w mojej rozprawie, oséb pochodzenia
afrykanskiego (19,36) oraz Hindusow (21) wykazuje duza zbieznos$¢ z czestoscia tego
polimorfizmu w odpowiadajacych im grupach etnicznych analizowanych w projekcie
1000 Genomow. Dla przyktadu, rozpowszechnienie allelu 5D PPP3RI u badanych
przeze mnie polskich noworodkéw byto identyczne z czestosScig tego wariantu
w populacji CEU tj. u wspolczesnych mieszkancéw stanu Utah, ktérych przodkowie
przybyli na kontynent amerykanski z krajow potnocnej i zachodniej Europy oraz bardzo
zblizone do wartosci (8.2%) stwierdzonych u mieszkancoéw wielkiej Brytanii. Z kolei,
stwierdzenie braku zmiennosci polimorfizmu rs3039851 u Chinczykéw Han z Pekinu
oraz bardzo matlej czgstosci tego polimorfizmu (od 0.5% do 1.5%) w pozostatych 4
populacjach z Azji Wschodniej objetych badaniami w tym projekcie uzupeinia nasza
wiedz¢ na temat roznic w rozpowszechnieniu polimorfizmu 5I/5D promotora PPP3R1
zaleznych od pochodzenia etnicznego i1 lokalizacji geograficznej poszczegdlnych

populacji.
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Tabela 5. Czestos¢ alllelu 5D PPP3R1 w populacjach z projektu 1000 Genoméw

Populacja (liczba oséb) Allel 5D
Populacje europejskie (503): 7.3
CEU * (99) 8.6
FIN, Finowie (99) 5.6
GBR, mieszkancy Wielkiej Brytanii (91) 8.2
IBS, Hiszpanie (107) 9.3
TSI, Wtosi (107) 4.7
Populacje amerykanskie (347): 10.1
CLM, Kolumbijczycy (94) 8.5
MXL, Meksykanie (64) 9.4
PEL, Peruwianczycy (85) 53
PUR, Portorykanie (104) 15.9
Populacje wschodnioazjatyckie (504): 0.6
CDX, mniejszo$¢ Dai w Chinach (93) 0.5
CHB, Han z Pekinu (103) 0.0
CHS, Han z potudniowych Chin (105) 0.5
JPT, Japonczycy (104) 0.5
KHV, Wietnamczycy (99) 1.5
Populacje potudniowoazjatyckie (489): 9.8
BEB, Bengalczycy (86) 93
GIH, Gudzaratowie (103) 14.1
ITU, Telugowie (102) 4.9
PJL, Pendzabczycy (96) 11.5
STU, Tamilowie (102) 9.3
Populacje afrykanskie (661) 25.7
ACB, Afrokaraibowie z Barbadosu (96) 22.9
ASW, Afroamerykanie z USA (61) 31.1
ESN, Esan z Nigerii (99) 28.3
GWD, Gambijczycy (113) 25.2
LWK, Luhja z Kenii (99) 28.3
MSL, Mende z Sierra Leone (85) 22.9
YRI, Jorubowie z Nigerii (108) 23.1

* CEU — wspolczesni mieszkancy stanu Utah, ktorych przodkowie przybyli

do USA z poétnocnej i zachodniej czgéci Europy.



Bez watpienia najwazniejszym i oryginalnym spostrzezeniem w mojej pracy jest
potwierdzenie u donoszonych, zdrowych noworodkéw zwigzku pomigdzy
polimorfizmem insercyjno-delecyjnym genu PPP3RI i masa lewej komory serca
wyznaczong metoda nieinwazyjng (ultrasonografia serca) tuz po urodzeniu.

W 1998 roku Molkentin i wsp. (14) w badaniach myszy transgenicznych
odkryli, ze zwigkszona aktywno$¢ kalcyneuryny jest wystarczajacym czynnikiem
indukcji przerostu migsnia sercowego. Od tego czasu opublikowano wiele badan,
ktorych wyniki dostarczytly kolejne dowody potwierdzajace, ze to kalcyneuryna jest
kluczowym mediatorem w patogenezie przerostu mig¢snia sercowego. W badaniach
doswiadczalnych wykazano m.in., ze u szczuré6w 1 u myszy czynniki takie jak:
przeciagzenie ci$nieniowe, katecholaminy lub trening fizyczny zwigkszaly aktywnosc
kalcyneuryny w miokardium i indukowaly przerost mig¢$nia sercowego, a obu tym
zmianom mozna bylo zapobiec lub zlagodzi¢ ich przebieg za pomoca farmakoterapii
lub droga hamowania transgenicznego (41-44). Z kolei, u ludzi odnotowano
podwyzszong aktywno$¢ kalcyneuryny w kardiomiocytach w réznych typach przerostu
migénia sercowego, w tym rowniez i tym bedacym powiktaniem nadcis$nienia tetniczego
(45,46). U ludzi 1 u myszy wykazano takze, ze aktywno$¢ kalcyneuryny i jej ekspresja
sa wicksze w hipertroficznym miokardium w pordwnaniu do zdrowego migsnia
sercowego bez cech przerostu (44-47). Warto dodaé, ze Cao i wsp. stwierdzili silng
dodatnig korelacj¢ migdzy aktywnoscia kalcyneuryny w surowicy i wskaznikiem masy
lewej komory u Chinczykoéw z nadci$nieniem tetniczym (22). Ponadto, wyniki badania
przeprowadzonego u Hinduséw z choroba wiencowa sugeruja zwigzek allelu 5D
polimorfizmu PPP3RI analizowanego w mojej rozprawie z wyzZszym stezeniem
kalcyneuryny w surowicy (21). Wedlug Tang i wsp. u Afroamerykanéw silniejsze
powiazanie polimorfizmu rs3039851 z tzw. ,niewlasciwie duza masg lewej komory

(ang. inappropriately high LV mass) niz z przerostem mig¢$nia sercowego (definicje obu
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tych termindéw podano w podrozdziale 1.3) wydaje si¢ sugerowaé, ze ten polimorfizm
(modulujacy aktywno$¢ kalcyneuryny lub przynajmniej posrednio powigzany
z aktywno$cig tego enzymu) nie odgrywa istotnej roli w fizjologicznych mechanizmach
determinujacych prawidtowa mase¢ serca (19). W mojej opinii dostgpne piSmiennictwo,
w tym i artykuly poswigcone ocenie zwigzku polimorfizmu rs3039851 PPP3R1 z masa
lewej komory serca u ludzi, a takze wyniki mojej rozprawy nie potwierdzajg tej
hipotezy. Po pierwsze, juz w 2002 roku Bueno i wsp. u transgenicznych myszy
pozbawionych genu kodujacego izoforme beta podjednostki katalitycznej kalcyneuryny
(CnAb) odkryli nie tylko znaczne ograniczenie zdolno$ci do przerostu miokardium
w odpowiedzi na przecigzenie ci$nieniowe serca, wlew angiotensyny drugiej lub
izoproterenolu, ale takze wskazali, iz w 8 tygodniu po urodzeniu masa serca u tych
mlodych zwierzat jest istotnie (0 12%) mniejsza w pordwnaniu do bgdacych w tym
samym wieku myszy bez uszkodzenia genu dla CnAb (48). Po drugie, zarowno Tang
1 wsp. (19), jak 1 pozniej Akhmetov i wsp. (20) swoje badania przeprowadzili w grupach
osob dorostych narazonych na wieloletnie dziatanie, odpowiednio, nadci$nienia
tetniczego  lub  treningu  sportowego, tj.  czynnikéw  $rodowiskowych
o udokumentowanej zdolno$ci zaréwno do aktywacji kalcyneuryny, jak i indukcji
przerostu mig¢snia sercowego. Autorzy ci nie przeprowadzili rowniez oceny korelacji
genotypowo-fenotypowej dla wskaznika masy lewej komory serca traktowanego jako
cecha fenotypowa ciagla, a przeprowadzili analiz¢ zwiazku polimorfizmu 5I/5D
PPP3RI z przerostem mig$nia sercowego lewej komory lub z tzw. ,,niewlasciwie duza
masa lewej komory” tj. ze zmiennymi dyskretnymi o $cisle zdefiniowanych punktach
odcigcia. Moje badania za$ zostaty przeprowadzone w grupie zdrowych donoszonych
noworodkow, u ktorych wskazniki masy lewej komory serca miescily si¢ w zakresie
warto$ci fizjologicznych dla tego wieku i1 ktére nie byly narazone na dzialanie

niekorzystnych czynnikéw $rodowiskowych wymienionych powyzej. W ocenie
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zwigzku genotypu PPP3RI z trzema fenotypami klinicznymi tj. z masg lewej komory
standaryzowang wzgledem masy ciata, dlugosci ciala lub powierzchni ciata
(odpowiednio: LVM/BW, LVM/BL i LVM/BSA) stwierdzitam brak istotnego zwigzku
pomiedzy polimorfizmem rs3039851 a kazdym z wyzej wymienionych wskaznikow
masy serca. Warto jednak zauwazy¢, ze w poréwnaniu do noworodkow
homozygotycznych dla allelu typu dzikiego (homozygoty 5I/5I) u noworodkéw z co
najmniej jednym allelem 5D (51/5D lub 5D/5D) kazdy z tych wskaznikéw byt o kilka
procent wigkszy (dla LVM/BW o 7.1%, dla LVM/BL o 5.2%, a dla LVM/BSA 0 6.2%).
Z kolei, wykonane przeze mnie poréwnanie rozpowszechnienia polimorfizmu 51/5D
PPP3RI w grupach noworodkéw o najmniejszych (dolny tertyl) i o najwiekszych
(gorny tertyl) warto$ciach wskaznikdw masy lewej komory wykazalo istotnie wigksza,
w poréwnaniu do dolnego tertyla, czgsto$¢ genotypéw z co najmniej jednym allelem
delecyjnym (5I/5D + 5D/5D) wséréd noworodkéw z goérnego tertyla LVM/BW
1 LVM/BSA (tylko dla LVM/BL wartos¢ p byta wigksza niz 0.05).

Mimo wielu lat, ktére uptyngty od czasu odkrycia przez Tang i wsp.
polimorfizmu 5I/5D promotora genu PPP3RI jego znaczenie funkcjonalne nadal
pozostaje nieznane (19). Jednak juz ci autorzy wskazali, ze delecja 5 nukleotydow (allel
5D) w promotorze PPP3RI powoduje zniesienie miejsca wigzania czynnika
transkrypcyjnego NKX-2, ktory odgrywa bardzo istotng rol¢ w regulacji miogenezy
i w rozwoju miokardium (49,50). U myszy gen Nkx2-5, ktory nalezy do genoéw tej
rodziny czynnikdw transkrypcyjnych, w okresie embriogenezy ulega ekspresji
w mezodermie przedsercowej i w migsniu sercowym, a jego uszkodzenie na tym etapie
rozwoju prowadzi do nieprawidtowej morfogenezy serca, opdznienia wzrostu i $mierci
zarodkow 9-10 dni po zaptodnieniu. Z kolei, Schott i wsp. oraz Benson i wsp. odkryli,
ze mutacje genu NKX2-5 sa przyczyng wrodzonych wad serca u ludzi (51,52).

U chorych z wadami serca spowodowanymi mutacjami tego genu najczesciej
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wystepowaty: blok przedsionkowo-komorowy 1 ubytek przegrody
mig¢dzyprzedsionkowej, ale u niektorych z tych osob stwierdzano roéwniez inne
nieprawidlowos$ci anatomiczne, takie jak: ubytek przegrody mie¢dzykomorowe;,
tetralogia Fallota lub anomalia Ebsteina (51,52). Stad tez Tang i wsp. wysuneli hipotezg,
ze motyw dla NKX-2 jest waznym miejscem wigzania represora lub inhibitora
transkrypcji CnB, a delecja 5 nukleotydow w tym regionie prowadzi do zwigkszenia
ekspresji tego genu i w konsekwencji zwigkszenia aktywnosci kalcyneuryny (19). Mimo
sugerowanego powyzej zwigzanego z motywem wigzania NKX-2 znaczenia
czynno$ciowego polimorfizmu 51/5D ci sami autorzy stwierdzili jednak, iz nie mozna
wykluczy¢, ze wspomniany polimorfizm genu PPP3RI pozostaje jedynie w S$cistej
nierownowadze sprzezenia (linkage disequilibrium) z jakim$, dotad jeszcze
niezidentyfikowanym, wariantem genetycznym o0 rzeczywistym  znaczeniu
funkcjonalnym (19). Hipoteza ta wydaje si¢ by¢ w pelni racjonalna, zwlaszcza
w $wietle opublikowanej w roku 2022 pracy Alsheikh i wsp., ktdrzy wskazali na pilng
potrzebe oceny rzeczywistego znaczenia funkcjonalnego zidentyfikowanych w GWAS
polimorfizméw genetycznych zwigzanych z predyspozycja do okreslonych choréb, gdyz
az 90% z nich to warianty niekodujace (53). Stad tez pod katem ewentualnego sprzezenia
z rs3039851 przeanalizowalam dane z bazy GWAS Catalog

(https://www.ebi.ac.uk/gwas/) dotyczace znajdujacych si¢ w niej polimorfizméw genu

PPP3RI, szczeg6lnie pod katem ich ewentualnego powigzania z takimi fenotypami
klinicznymi, jak przerost lub masa lewej komory serca, ci$nienie tetnicze lub nadci$nienie
tetnicze oraz trening lub wysitek fizyczny. W GWAS Catalog odnalazlam 12
polimorfizméw pojedynczych nukleotydow genu PPP3RI, ale zaden z nich nie byt
zwigzany z wyzej wymienionymi fenotypami. Intrygujace jest natomiast to, ze w locus
na chromosomie 2. obejmujacym 100 tysiecy par zasad w kierunku 5 1 100 tysigcy par

zasad w kierunku 3" od regionu polimorfizmu rs3039851 PPP3RI (insercja potozona
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jest w regionie 2:68218182 — 2:68218190) odnalaztam 3 polimorfizmy zwigzane
z fenotypami ci$nienia tetniczego, a mianowicie: rs6757906 (2:68127595) 1 rs6731373
(2:68275912) powiazane ze skurczowym ci$nieniem tetniczym oraz 152044693
(2:68157965) zwigzany zaréwno ze skurczowym ci$nieniem tetniczym, jak
1 bezposrednio z nadci$nieniem tetniczym. Na koniec warto tez doda¢, ze w 2013 roku
Goracy 1 wsp. w grupie noworodkéw, z ktorych wigkszo$¢ analizowalam réwniez
w mojej pracy, odkryli istotny zwigzek polimorfizmu rs7565161 (2:47267888)
polozonego w poblizu locus genu CALM?2 kodujacego kalmoduline 2 (biatko aktywujace
kalcyneuryne) z masg lewej komory serca okre§long w pierwszych dniach po urodzeniu

si¢ tych dzieci (25).
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. Whnioski

. Zastosowana w niniejszej rozprawie metoda PCR-RFLP pozwala na wiarygodna
identyfikacj¢ polimorfizmu 5I/5D (rs3039851) promotora genu PPP3RI kodujacego
podjednostke B kalcyneuryny.

Czestos¢ allelu 5D polimorfizmu rs3039851 genu PPP3RI u Polakéw, okre$lona
w reprezentatywnej grupie zdrowych noworodkéw urodzonych o czasie, jest zblizona do
rozpowszechnienia tego wariantu genetycznego w innych populacjach pochodzenia
europejskiego.

. Polimorfizm 51/5D (rs3039851) promotora genu PPP3RI jest zwigzany z masg lewej

komory serca u zdrowych donoszonych noworodkow.
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7. Streszczenie w jezyku polskim

Uprzednio stwierdzono, ze polimorfizm insercyjno/delecyjny 5 par zasad (5I/5D,
rs3039851) w promotorze genu PPP3R1 kodujacego podjednostke B1 kalcyneuryny jest
zwigzany z przerostem lewej komory (LVH) u pacjentow z nadci$nieniem tetniczym lub
u sportowcoéw. Brak jest jednak danych dotyczacych zwigzku PPP3RI1: 1rs3039851 ze
zmiennoscig masy lewej komory (LVM) wsrdd zdrowych oséb nienarazonych na
czynniki ryzyka indukujace LVH.

Dlatego celami moich badan byty:

1. Opracowanie metody PCR-RFLP identyfikacji polimorfizmu insercyjno/delecyjnego
PPP3RI.

2. Ocena czestosci polimorfizmu insercyjno/delecyjnego PPP3RI w grupie zdrowych
noworodkow urodzonych o czasie.

3. Analiza zwigzku pomig¢dzy polimorfizmem insercyjno/delecyjnym PPP3RI i mas3
lewej komory u zdrowych noworodkéw urodzonych o czasie.

Grupe badang stanowito 162 zdrowych noworodkéw urodzonych o czasie. Do oceny
LVM zastosowano dwuwymiarowa echokardiografi¢ w trybie M. Polimorfizm 51/5D
PPP3RI w probkach genomowego DNA wyekstrahowanego z leukocytow krwi
pepowinowej noworodkow identyfikowano metoda tancuchowej reakcji polimerazy
z polimorfizmem dlugosci fragmentéw restrykcyjnych (PCR-RFLP) i potwierdzano
przez sekwencjonowanie.

Nie stwierdzono istotnych roznic migdzy noworodkami homozygotycznymi pod
wzgledem allelu typu dzikiego (5I/51, n=135) i noworodkami z co najmniej jednym
allelem 5D (5I/5D+ 5D/5D, n=27) dla LVM znormalizowane] wzglgdem masy ciata,
dlugo$ci ciata lub pola powierzchni ciala (odpowiednio: LVM/BM, LVM/BL lub
LVM/BSA). Jednak czesto$¢ wystepowania genotypow PPP3RI z allelem 5D wsréd

noworodkow z najwickszymi LVM/BM lub LVM/BSA (gorne tertyle) byla istotnie
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wyzsza w poréwnaniu z ich rozpowszechnieniem u noworodkdw z najnizszymi

warto$ciami obu wskaznikéw (dolne tertyle).

Whnioski:

1.

Zastosowana w niniejszej rozprawie metoda PCR-RFLP pozwala na wiarygodna
identyfikacj¢ polimorfizmu S5I/5D (rs3039851) promotora genu PPP3RI
kodujacego podjednostke B1 kalcyneuryny.

Czestos¢ allelu 5D polimorfizmu rs3039851 genu PPP3R1 u Polakow, okre$lona
w  reprezentatywnej  grupie  zdrowych  noworodkéw  urodzonych
o czasie, jest zblizona do rozpowszechnienia tego wariantu genetycznego
w innych populacjach pochodzenia europejskiego.

Polimorfizm 51I/5D (rs3039851) promotora genu PPP3R] jest zwigzany z masg

lewej komory serca u zdrowych donoszonych noworodkow.
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8. Streszczenie w jezyku angielskim

Previously, the 5-base pair insertion/deletion (51/5D, rs3039851) polymorphism in the
promoter of PPP3RI gene encoding calcineurin subunit B1 has been found to be
associated with left ventricular hypertrophy (LVH) in hypertensive patients or in athletes.
However, no data are available concerning the association of PPP3R1: 1s3039851 with
the variation of left ventricular mass (LVM) amongst healthy subjects not exposed to the
risk factors inducing LVH.
Therefore, the aims of my study were:

1. To develop the PCR-RFLP method to identify the insertion/deletion PPP3RI.

2. To assess the prevalence of the insertion/deletion PPP3RI polymorphism in a

group of healthy full-term newborns.
3. To analyze the association between the insertion/deletion PPP3R1 polymorphism
and left ventricular mass in healthy full-term newborns.

The study group consisted of 162 full-term healthy newborns. Two-dimensional M-mode
echocardiography was used to assess LVM. The 5I/5D PPP3RI polymorphism was
identified by polymerase chain reaction-restriction fragment length polymorphism (PCR-
RFLP) and validated by sequencing in samples of genomic DNA extracted from cord
blood leukocytes of the newborns.
No significant differences between newborns homozygous for wild-type allele (51/51,
n=135) and newborns carrying at least one 5D allele (5I/5D+ 5D/5D, n=27) have been
found for LVM normalized for body mass, body length or body surface area (LVM/BM,
LVM/BL or LVM/BSA, respectively). However, the frequency of PPP3RI genotypes
with 5D allele among newborns with biggest LVM/BM or LVM/BSA (upper tertiles) was
significantly higher as compared with their prevalence in individuals with the lowest

values of both indices (lower tertiles).
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Conclusions:

1. The PCR-RFLP method used in this dissertation allows for reliable identification of
the 51/5D polymorphism (rs3039851) in the promoter of the PPP3RI gene encoding the
B1 subunit of calcineurin.

2. The frequency of the 5D allele of the rs3039851 PPP3RI polymorphism in Poles,
determined in a representative group of healthy full-term newborns, is similar to the
prevalence of this genetic variant in other populations of European descent.

3. The 5I/5D polymorphism (rs3039851) in the promoter of the PPP3RI gene is

associated with left ventricular mass in healthy full-term newborns.
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10. Aneks

Polimorfizm PPP3R1, charakterystyka kliniczna, masa lewej komory serca i wskazniki

masy lewej komory serca u noworodkow pici zenskiej, cze$¢ 1.

PPP3RI |BW | BL | BSA |[LVM |LVM/BW | LVM/BL | LVM/BSA
DD |2.88]0.52]10.204| 8.9 2.7 16.1 39.5
ID 3.30]0.55|0.225] 6.0 2.0 11.0 27.9
ID 3.46|0.55/0.230| 14.5 3.4 23.8 53.8
ID 3.64/0.56|0.238| 9.4 24 15.4 36.8
ID 3.6810.54/0.235| 9.2 24 15.5 37.0
ID 4.1410.560.254| 9.9 3.0 18.3 44.7
ID 3.3210.5910.233 | 14.7 3.8 254 59.1
ID 3.26]0.55/0.223| 19.3 52 333 78.8
ID 3.60]0.53/0.230| 17.0 4.7 293 70.6
ID 3.6910.560.240] 12.8 3.5 22.8 53.3
ID 3.45]/0.54/0.227| 8.5 2.7 16.1 39.8
ID 3.51{0.56/0.234| 8.1 2.8 14.8 38.3
ID 3.7710.56 10.242| 7.2 23 14.0 33.8
ID 3.52]10.55]0.232] 10.8 3.1 18.9 45.7
ID 3.39]10.57/0.232| 19.5 4.8 33.1 75.8
II 4.30]0.61|0.270| 19.1 4.4 334 72.8
II 3.7610.5910.248 | 13.9 4.7 25.7 66.1
II 3.7210.5810.245| 12.2 3.4 21.1 50.6
II 3.6810.56/0.239| 11.0 4.0 20.7 54.7
II 2.9410.55|0.212| 16.2 5.8 31.2 80.8
II 3.1710.51|0.212| 14.4 4.5 25.7 64.5
II 3.21]0.56/0.223 | 14.5 4.0 254 60.4
II 2.9810.55|0.213| 15.3 4.6 26.8 66.4
II 3.02] 0.6 10.224| 15.3 3.6 25.1 56.9
II 3.03/0.57|0.219| 8.4 2.8 15.3 39.4
II 3.22]0.55/0.222| 9.7 2.7 17.0 40.6
II 3.30[0.56/0.226| 6.7 2.2 11.1 29.7
II 3.9410.54/0.243| 7.2 1.9 12.2 28.9
II 3.66/0.5810.243| 8.5 2.8 14.9 38.9
II 3.35/0.580.232| 9.3 2.7 16.0 39.8
II 3.57]10.57/0.238| 4.9 1.5 9.0 22.3
II 2.86]10.52/0.203| 6.0 1.9 10.6 27.0
II 3.7910.54/0.238| 7.8 2.7 15.0 38.2
II 3.26]/0.55/0.223 | 8.8 23 14.3 34.5
II 3.2210.54/0.220| 11.2 3.2 21.5 49.7
II 3.7510.5810.246| 13.9 3.8 253 59.0
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Polimorfizm PPP3R1, charakterystyka kliniczna, masa lewej komory serca i wskazniki

masy lewej komory serca u noworodkow pici zenskiej, cze$¢ 2.

PPP3RI |BW | BL | BSA |[LVM |LVM/BW | LVM/BL | LVM/BSA
II 3.36/0.56/0.229| 8.8 2.8 15.5 39.8
II 3.59]0.57/0.238| 11.5 3.0 19.5 45.8
II 3.15/0.55/0.219| 8.7 3.0 15.9 41.2
II 3.34]/0.57/0.230| 7.9 23 14.3 343
II 2.9810.55|0.213| 9.7 2.8 17.1 41.4
II 3.54/0.54/0.230| 8.3 2.0 13.6 30.9
II 2.80]0.51/0.199| 9.0 3.0 17.6 43.6
II 3.13]0.52/0.213| 8.2 2.5 14.3 35.7
II 4.30] 0.6 [0.268| 12.4 3.8 22.1 54.8
II 3.5210.55/0.232| 9.3 2.5 16.0 38.3
II 3.80]0.5810.247| 10.3 2.8 17.4 42.0
II 3.00/0.540.212] 10.1 3.0 19.1 45.6
II 2.7510.53/0.201 | 8.3 2.6 15.1 37.6
II 2.9910.53]0.210| 21.9 6.4 35.9 90.6
II 2.8110.54|0.205| 6.9 1.7 12.7 28.2
II 3.30]0.53/0.220| 15.3 4.2 26.4 63.1
II 2.6410.52|0.195| 6.8 24 13.1 33.8
II 3.30]/0.56/0.227| 9.2 2.7 16.1 39.8
II 2.8210.53/0.204| 11.9 3.0 19.2 45.5
II 3.53/0.57/0.236| 11.3 2.9 19.4 45.3
II 4.09] 0.6 |0.261| 12.9 3.0 20.5 46.9
II 3.4510.560.232] 11.1 2.9 19.4 44.7
II 3.69]0.580.244| 10.1 2.8 17.4 41.7
II 3.14/0.53/0.215| 8.1 2.5 15.2 37.2
II 3.0910.52/0.211| 11.4 3.5 19.6 49.9
II 3.60{0.5810.241| 9.7 2.9 16.8 41.8
II 3.8510.56/0.245| 9.1 2.2 14.7 33.8
II 2.91]0.52|0.205| 104 2.9 18.5 43.6
II 3.2710.63/0.239| 8.3 24 14.1 34.6
II 2.7510.52|0.199| 84 2.0 13.8 31.5
II 3.21{0.52/0.215| 7.9 2.2 13.8 332
II 3.21{0.51/0.213| 7.1 2.2 14.0 32.9
II 2.9410.53/0.208| 6.5 2.0 11.5 28.6
II 3.55]/0.56/0.235| 8.1 23 13.7 33.5
II 3.2810.5910.232] 9.3 2.5 15.4 37.1
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Polimorfizm PPP3R1, charakterystyka kliniczna, masa lewej komory serca i wskazniki

masy lewej komory serca u noworodkow ptci meskiej, cze$¢ 1.

PPP3RI | BW | BL | BSA |LVM | LVM/BW | LVM/BL | LVM/BSA
ID 5.0910.59/0.289| 6.8 24 13.5 344
ID 2.8410.52/0.203| 8.5 3.7 18.1 49.0
ID 3.47]10.56/0.232| 9.0 4.8 18.8 57.1
ID 4.40]10.5910.269| 7.2 2.1 12.8 30.9
ID 3.80] 0.6 10.252| 11.1 2.2 18.8 38.4
ID 3.80/0.560.243| 13.4 4.0 24.4 59.6
ID 3.95/0.57/0.250| 10.3 3.6 19.8 50.6
ID 2.9510.54|0.210| 6.6 1.9 11.8 28.2
ID 3.1810.56/0.222| 7.9 2.0 14.4 324
ID 3.2210.540.220] 11.0 3.0 19.2 45.4
ID 2991 0.5 10.204| 10.7 3.8 19.8 52.3
ID 346/0.51/0.221| 6.9 1.9 12.2 29.2
II 3.26/0.54|0.221| 7.5 2.8 15.1 39.0
II 3.86]0.58/0.249| 10.1 3.0 19.0 45.1
II 3.60/0.5810.241]| 11.4 3.7 20.7 52.8
II 3.49]10.57/0.235| 11.8 3.1 21.8 49.5
II 4.32]10.57|0.262| 14.6 4.0 27.1 62.3
II 2.9510.54|0.210| 7.4 23 13.4 33.1
II 3.6210.5810.241] 11.0 3.9 21.2 54.5
II 2.7410.53|0.201 | 11.8 2.7 20.3 44.7
II 3.64/0.5710.240| 16.4 5.6 32.1 80.6
II 3.33]0.57/0.230| 11.3 3.5 20.9 51.3
II 4.25]10.610.268| 11.0 3.6 20.8 52.0
II 3.59]10.57]0.238] 10.2 3.0 18.9 44.9
II 3.80{0.59/0.250| 15.1 4.0 26.1 61.5
II 3.10{0.57/0.222| 10.1 3.0 18.3 44.9
II 3.84/0.5910.251| 11.4 3.4 20.3 49.7
II 2.9410.55|0.212| 10.1 3.3 18.4 46.7
II 3.30/0.57/0.229| 11.3 2.7 20.2 44.5
II 3.63/0.5810.242| 7.3 3.1 16.5 42.8
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Polimorfizm PPP3R1, charakterystyka kliniczna, masa lewej komory serca i wskazniki

masy lewej komory serca u noworodkow ptci meskiej, cze$¢ 2.

PPP3RI | BW | BL | BSA |LVM | LVM/BW | LVM/BL | LVM/BSA
II 2.81]10.52/0.201 | 10.1 3.2 18.6 46.5
II 3.97]10.62/0.261| 94 2.7 16.9 40.6
II 4.3410.63|0.276| 13.1 3.0 22.2 48.8
II 3.87]10.57/0.247| 10.8 2.8 18.6 43.0
II 3.65/0.5810.242| 10.4 2.9 18.2 43.5
II 3.51[0.5910.240| 12.3 3.4 21.6 51.7
II 3.31[0.51/0.217| 6.9 2.2 12.1 30.8
II 3.4510.56/0.232| 7.8 2.0 13.9 31.9
II 3.3210.550.225] 9.1 2.9 16.2 41.2
II 3.5210.56/0.234| 7.0 2.2 13.1 323
II 3.8910.5510.244| 17.6 5.6 32.0 80.3
II 3.56]0.57/0.237| 11.8 3.1 19.7 46.9
II 3.39]10.53/0.223| 9.3 2.8 16.3 40.3
II 4.33]10.5810.264| 8.7 2.6 16.3 38.8
II 2.9210.51]0.203| 7.2 24 13.1 33.7
II 3.05/0.53/0.212| 8.2 23 15.2 35.7
II 3.06/0.55/0.216| 7.8 2.0 13.5 31.2
II 3.1210.54/0.216| 7.3 2.1 13.0 31.4
II 3.92]10.5810.251]| 11.9 2.7 19.8 44.1
II 3.580.57/0.238| 12.5 2.8 20.6 45.8
II 3.17]0.57/0.224 | 11.1 2.9 18.8 44.0
II 3.8310.56/0.244| 9.2 3.3 18.0 46.0
II 3.10{0.56/0.220| 6.4 1.8 12.3 27.9
II 3.15/0.53/0.215| 8.3 2.6 15.9 38.9
II 3.37]10.53/0.223| 9.6 2.6 16.2 38.6
II 3.91]0.580.251| 10.4 2.9 19.6 45.4
II 4.36] 0.6 |0.270| 9.6 3.1 18.1 44.8
II 3.86/0.5910.252| 9.5 2.2 15.9 35.6
II 3.64[0.52/0.229| 9.1 3.1 17.1 43.5
II 3.7410.5910.248 | 11.8 3.4 21.5 50.9
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Polimorfizm PPP3R1, charakterystyka kliniczna, masa lewej komory serca i wskazniki

masy lewej komory serca u noworodkow ptci meskiej, cze$¢ 3.

PPP3RI | BW | BL | BSA |LVM | LVM/BW | LVM/BL | LVM/BSA
II 3.56]/0.5310.229] 12.9 3.4 22.2 52.1
II 3.13/0.53/0.215| 8.3 2.2 14.8 34.1
II 2.95]10.53/0.208 | 11.1 3.0 19.6 45.7
II 3.7510.57/0.244| 6.9 23 12.8 325
II 3.8610.59/0.252| 7.6 23 12.9 32.7
II 4.26]0.55|0.255| 7.7 2.8 14.6 38.4
II 3.06/0.55/0.216| 9.7 3.0 17.6 43.5
II 3.03{0.47/0.199| 8.7 2.6 16.2 39.3
II 4.26]0.59|0.264 | 10.1 3.4 19.4 48.6
II 3.9210.560.247] 11.9 3.0 20.9 47.6
II 4.00] 0.6 |0.258| 10.5 2.7 17.8 41.6
II 4.0910.620.265| 7.2 24 13.6 34.2
II 3.29]10.5310.220| 8.5 2.0 15.5 335
II 3.21]0.51)0.213] 10.2 3.4 18.8 48.3
II 3.30{0.54/0.222| 5.4 1.9 10.0 26.2
II 3.88] 0.6 10.254| 10.8 2.8 17.6 41.9
II 3.97[10.59/0.255| 94 3.0 16.9 42.5
II 4.37]10.53/0.254| 14.0 3.3 24.1 53.5
II 3.3710.54/0.225| 13.3 4.0 25.0 60.2
II 2.7310.53]0.200| 10.6 3.1 18.5 45.5
II 3.9410.55/0.245| 9.2 2.6 17.3 39.9
II 3.05/0.52/0.210| 8.8 2.9 16.0 40.7
II 3.04{0.52/0.209| 8.6 2.2 16.5 36.1
II 3.3210.53/0.221| 5.6 24 12.1 32.1
II 4.4810.56|0.264| 7.3 24 15.5 36.7
II 4291 0.6 |0.267| 11.6 3.5 20.7 51.2
II 3.6810.610.250] 13.0 3.1 22.0 49.2
II 3.6210.52/0.229| 9.8 3.4 17.1 45.9
II 3291 0.5 10.214| 8.5 3.0 16.0 41.6
II 2.6510.54|0.199| 9.6 2.7 17.9 42.0
II 2.8410.54|0.206| 8.3 2.6 15.4 37.9

Legenda:

PPP3RI — genotyp polimorfizmu rs3039851; BW — masa ciata [kg]; BL — dlugos$¢ ciala
[m]; BSA — pole powierzchni ciata [m?]; LVM — masa lewej komory serca [g];
LVM/BW, LVM/BL i LVM/BSA — wskazniki masy lewej komory znormalizowane
wzgledem, odpowiednio: masy ciala [g/kg], dlugos$ci ciata [g/m] i pola powierzchni

ciata [g/m?].
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