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Summary
Endothelial nitric oxide synthase gene polymorphism
in patients with acute coronary syndrome

The aim was to examine the effect of polymorphism of the endothelial nitric oxide synthase
(eNOS) gene, located in the 4a/4b VNTR (variable number of tandem repeats) minisatelit marker
of eNOS in patients with acute coronary syndrome. The career of the intron- 4a/4b and 4b/4b
polymorphism of the eNOS gene was associated with atherosclerotic coronary lesion and
increased risk of myocardial infarction. Larger studies are needed to understand the importance
of eNOS gen in the coronary heart disease.

Rezumat

Scopul studiului a fost examinarea rolului polimorfismului genei sintetazei endoteliale de
oxid nitric (eNOS), localizate pe markerul polimorf minisatelit eNOS-4a/4b VNTR (variable
number of tandem repeats) la pacientii cu sindrom coronarian acut (SCA). Portajul de alelele
intron-4a/4b si 4b/4b VNTR ale eNOS s-a asociat cu lezare ateroscleroticd coronariand si risc
crescut de infarct miocardic. Sunt necesare studii largi pentru a intelege importanta
polimorfismului genei eNOS 1n boala coronariana.

Obiective

Boala coronariand (BC) este o patologie multifactoriala, reprezentdnd o cauzd majora de
morbiditate §i mortalitate. Interactiunea factorilor genetici si mediu precipitad susceptibilitatea la
BC. Studii recente au ardtat ca disfunctia endoteliald cu scaderea bioactivititii oxidului nitric
(NO), moleculd importantd de semnalizare, care actioneaza in calitate de mediator a mai multor
functii biologice, se asociazd cu o ratd crescutd de evenimente CV la pacientii coronarieni,
diabet zaharat, hipertensiune arteriala [1,10,13,16]. Elucidarea rolului genetic in formarea si
degradarea mediatorului ateroprotector NO are o semnificatie majora.

Scopul

Evaluarea rolului polimorfismului genei sintetazei endoteliale de oxid nitric (eNOS),
localizate pe intronul eNOS-4a/4b VNTR (variable number of tandem repeats) la pacientii cu
sindrom coronarian acut (SCA).

Materiale si metode

Am inclus in studiu 20 de pacienti cu sindrom coronarian acut, 18 barbati si 2 femei, varsta
medie a carora a fost 47,1+ 0,4 ani (diapazonul de varsta fiind cuprins intre 37 si 55 de ani).
Criteriul de includere in studiu a fost diagnosticul clinic la internare de sindrom coronarian acut.
Diagnosticul clinic final a fost confirmat prin prezenta acceselor de dureri toracice sugestive
ischemiei acute de miocard confirmate prin modificari electrocardiografice caracteristice
evolutive, nivelul enzimelor cardiace. In baza variantei de evolutie clinici la pacienti s-a
confirmat: angor pectoral instabil- la 17 si infarct miocardic acut (IMA)-nonQ- la 3 pacienti.
Semnele insuficientei cardiace gr.II-IIl NYHA au fost prezente la 12 (60,0%) pacienti. Valoarea
medie a indicelui masei corpului a constituit 28,0+ 0,4, indicand o supraponderabilitate generala.

Infarct miocardic in antecedente au suportat 14 (70,0%) pacienti. Istoric medical de
hipertensiune arteriald au prezentat 9 (45,0%) pacienti, durata medie a bolii a fost 10,99 + 0,37
de ani, la barbati fiind mai lung decat la femei 12,0+0,6 ( p<0,01), cu diapazonul- 1-25 ani.
Diabet zaharat in istoricul bolii au prezentat 5 (25,0 %) dintre pacienti. Statutul de fumator am
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apreciat la 7 (35,0%) pacienti. Examenul de laborator a inclus colectarea probelor biochimice
pentru aprecierea lipidogramei si glucozei serice. Leziunea ateroscleroticd coronariand a fost
apreciatd prin angiocoronarografie efectuatd in laboratorul de -cateterizare a Institutului
Cardiologie.

Investigatia molecular-geneticd a fost efectuatd in Laboratorul de Genetica al USMF
“Nicolae Testemitanu”. Polimorfismul genei eNOS a fost stabilit prin metoda de analizd a
lungimii fragmentelor amplificate (ampliconi) prin PCR (polymerase chain reaction).

Pentru amplificarea portiunii de ADN, ce contine secventa nucleotidica polimorfa eNOS-
4a/4b am utilizat primerii sens (s) si antisens (as) cu secventele urmatoare [3]:

1) NOS3 (s) 5'-AGGCCCTATGGTAGTAGTGCCTTTT -3";

2) NOS3 (as) 5'-TCTCTTAGTGCTGTGGTCAT-3".

Amplificarea fragmentului ADN, ce contine markerul polimorf minisatelit ecNOS-4a/4b, s-a
efectuat in 50 pl solutie: Master Mix (2x) - 25 ml, praimer sens — 1 pM/ul — 5 pl, praimer
antisens — 1 pM/ul — 5 ul, ADN genomic — 5 ng/ul — 10 pl, H,O ultrapura — 5 pl.

Compozitia solutiei Master Mix (2x), (echivalent Fermentas) este urmatoarea: Taq
polimeraza (recombinatd) cu solutie tampon — 0,05 unitati/ul, MgCl, — 4 mM; dNTP (dATP,
dCTP, dGTP, dTTP) — 0,4 mM fiecare tip al dezoxinucleozidtrifosfatilor.

Reactia PCR s-a realizat cu ajutorul termociclerului Crocodil-III (echivalent Appligene, SA,

Franta) prin programul automat de amplificare cu regimul urmator:
Primul ciclu — 94 °C/3 min, urmatoarele 35 cicluri — 94 °C/1 min, 60 °C/1 min, 72 °C/1 min,
ultimul ciclu- 72 °C — 6 min. Identificarea alelelor s-a executat dupa separarea fragmentelor
ADN amplificate in gel de agaroza de 2% si s-au colorat cu solutie bromurd de etidiu (0,5
nug/ml). Ampliconul alelei 4a are lungimea 393 pn (perechi de nucleotide), iar cel al alelei 4b—
420 pn.

Rezultate si discutii

Rezultatele investigatiei lipidogramei a permis estimarea fractiilor lipidice, care au aratat
cresterea nivelului de colesterol total cu media 6,27 £ 0,3 mmol/l, nivel ridicat de glicemie (>
5,5 mmol/l) a fost depistat la 5 (25,0%) pacienti. Modificari ecocardiografice aterosclerotice: ca
induratia peretilor si valvelor aortei, valvelor mitrale au fost depistate la 13 (65,0%) pacienti, din
care la 4 s-au asociat cu calcificarea valvelor. Hipokinezie sau akinezie tranzitorie a segmentelor
peretilor ventriculului sting au fost apreciate la 9 (45,0%) pacienti, fractia de ejectie a fost
afectata la 7(35,0%) persoane.

Angiocoronarografia a pus 1n evidentd datele afectarii aterosclerotice coronariene
monovasculare la 6 (30,0%) pacienti, la care a predominat lezarea la nivelul arterei descendentei
anterioare in comparatie cu alte artere coronariene (60.0% vs 40,0%, p<0,05)). Din afectiunile
bicoronariene, afectarea predominantd s-a observat la nivelul arterei coronariene drepte si arterei
descendentei anterioare— in 9(45,0%) cazuri. Leziuni aterosclerotice plurivasculare s-au depistat
la 3 (15,0%) pacienti.

Genotipul si frecventele alelelor ale markerului polimorf minisatelit ecNOS-4a/4b la pacientii
investigati au avut distributia: 4a/4a-10,0%, 4b/4b-45,0%, 4a/4b-35,0%. Genotipul 4a/4b la fel ca
si 4a/4b s-a inregistrat de 2 ori mai des decat portajul 4a/4a.

Analiza relatiei polimorfismului NOS4ab cu evenimentele cardiovasculare majore ale SCA,
nu a evidentiat diferentd in privinta ponderii pacientilor cu angor pectoral sau IM. Ponderea
pacientilor cu IM suportate, dislipidemie si tabagism nu prevala in lotul purtatorilor genotipului
4a/4b si1 versus celor cu 4b/4b. Numarul pacientilor cu IM suportat era statistic semnificativ mai
mare printre purtitorii genotipurilor 4a/4b si 4b/4b, in comparatie cu purtitorii genotipului
4a/4a (30,0% vs. 0,0%, respectiv, p<0,005). Pacientii cu portajul genotipurilor 4a/4b si 4b/4b au
prezentat diferite grade de obezitate (IMC 32, 4+ 3.4 ) si hiperglicemie (6,8+ 2,4 mmol/l) —in 5
cazuri.

La ora actuald este cunoscut, ca endoteliul regleaza tonusul vascular prin eliberare de factori
vasodilatatori sau vasoconstrictori si moduleaza activitatea contractila a celulelor netede

58



musculare. Oxidul de azot este vasodilatatorul de baza, care este sintetizat de endoteliul vascular,
contracarand vasoconstrictia de origine neuronala, endocrind sau locald. In endoteliu NO este
sintetizat de izoforma eNOS, care este codatd de gena cu 26 exoni de pe cromozomul 7q35-36
[10]. In intronul 4 al genei NOS3 existi polimorfismul 4a/4b, care contine patru sau cinci
repetari de 27 pb (numite a si b, respectiv). Acest polimorfism se asociaza cu concentratii diferite
de NO in plasma [22]. In exonul 7, polimorfismul unui singur nucleotid G/T in pozitia 894 duce
la substituirea aminoacizilor Glu-Asp in pozitia 298 a proteinei mature (rs1799983). Aceasta
substitutie faciliteazd potential clivajul enzimei in acest site, diminuand functionalitatea eNOS.
Acest polimorfism, numit NOS4A/G, se asociazd cu hipertensiunea arteriala si infarctul de
miocard in populatiile japoneze [23].

Rolul NO a fost descoperit de diverse grupe de cercetatori, in Incercarea de a depista agentul
responsabil pentru relaxarea vaselor de sange si reglarea tonusului vascular. Acest agent a fost
initial denumit factor de relaxare derivat din endoteliu (EDRF) si s-a presupus a fi o proteina, ca
majoritatea moleculelor de semnalizare. Descoperirea ca EDRF este de fapt oxidul nitric- o
moleculd de gaz inalt reactiva - a condus la un interes deosebit in domeniu [23].

In sistemele biologice oxidul de azot rezulti din reactia de transformare a L-argininei in L-
citrulind 1n prezenta oxigenului si a NADPH, proces catalizat de catre sintetazele de oxid nitric.
Ele constituie o familie din cel putin trei izoforme principale: endoteliala (eNOS, NOS 3),
neuronald (nNOS, NOS1) si inductibila (iNOS, NOS 2). Primele doud izoforme sunt constitutive
in celulele mamiferelor in timp ce, cea de-a a treia, este indusa In conditii inflamatorii prin
citokine si endotoxine. eNOS si nNOS sintetizeaza NO ca raspuns la cresterea Ca®+ intracelular,
iar in situatiile de stres, isi indeplinesc functia si independent de Ca®+ intracelular. iNOS are o
activitate independentd de concentratia Ca®+ intracelular. Toate cele trei enzime sunt
independente de legarea calmodulinei. In timp ce eNOS este mai mult de 90% particulat, nNOS
si iNOS sunt predominant solubile. Enzimele producatoare de NO au o structurd asemanatoare,
fiind formate din doud subunitati identice. Fiecare subunitate are trei domenii distincte: un
domeniu de reductaza, unul de oxigenaza si unul de legare a calmodulinei. Distributia
intracelulard a NOS este una dintre caile importante de reglare si control a productiei de oxid de
azot. Deoarece NO are o viatd scurtd, este important ca el sa fie sintetizat in apropierea
substratului-tinta [1,6,10].

Reactiile NO difera in sistemele in vitro de cele in vivo. In sistemele in vitro, principalul
derivat al NO este nitritul (NO2), pe cand in vivo principalul este nitratul (NO3), ca urmare a
reactiei dintre NO si hemoglobina. Tintele NO depind de mediu si de cantitatea produsa: cand
concentratia este scazutd (sintezd catalizatd de enzime constitutive), principala sa tinta este
modularea activitatii proteinelor continind grupdri hem. NO regleaza si activitatea anumitor
factori de transcriptie (factorului de inducere a hipoxiei). In concentratii mai mari, NO poate
nitrozila reziduurile de cisteind sau poate produce nitrarea tirozinei in diferite proteine. In
anumite cazuri poate determina deaminarea ADN [10].

Efectul NO asupra celulelor musculaturii netede vasculare este deosebit de complex. NO este
considerat un agent care scade motiltatea celulelor musculare netede vasculare crescute in
subcultura celular, la fel ca si in cazul celulelor izolate din aortele sobolanilor nou-nascuti. in
vivo, nivelele inductibile de eNOS sunt semnificativ crescute aproape imediat dupa injuria
vasculard in celulele mediale si ulterior in celule neointimei. Administratea de NO exogen sau
supraexprimarea eNOS scade formarea de neointima indusa prin injurie vasculara. Formarea de
neointimd indusa prin injurie este crescutd in soarecii eNOS knockout, iar administrarea de
arginind, substartul pentru eNOS, atenueaza in mod semnificativ formarea de neointima la
sobolan dupa injuria vasculara indusa pe calea cateterizarii cu balon [21].

Oxidul nitric este un mediator important pentru fiecare dintre functiile principale ale celulelor
endoteliale. Pierderea NO endotelial bioactiv se produce prin douda mecanisme fundamentale:
reducerea sintezei sau cresterea inactivarii oxidative si reprezintd mecanismul central in
dezvoltarea disfunctiei endoteliale. Disfunctia endoteliald reprezintd calea comuna responsabila
pentru manifestarile vasoconstrictorii, inflamatorii §i trombotice ale aterosclerozei. Reducerea
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sintezei si eliberdrii de oxid nitric este asociatd cu scaderea inhibitiei agregarii plachetare.
pentru sinteza oxidului nitric; administrarea de sepiapterind, care este un substrat pentru
tetrahidrobiopterind, amelioreaza disfunctia endoteliald. La pacientii cu insuficientd cardiaca,
reducerea sintezei NO poate rezulta din scaderea transportului L-argininei la nivelul celulelor
endoteliale, ducand la depletia substratului intracelular pentru sintaza NO[6].

In conditii fiziologice oxidul de azot este inclus in adaptatrea sistemului vascular la
necesitdtile metabolice crescute la efort fizic. Excesul de NO in conditii patologice induce
vasodilatarea periferica in sincopa, iar insuficienta oxidului nitric contribuie la asa patologii ca
hipertensiunea arteriald, ateroscleroza si boala ischemica a cordului [10].

Studiul efectuat recent in Moldova pe un lot vast de pacientii cu sindrom metabolic a aratat,
ca purtatorii genotipurilor 4a/4b si 4b/4b aveau tendintd de a face mai frecvent IM, iar purtatorii
genotipului 4a/4a- accident vascular cerebral. Portajul genotipului NOS 4a/4a s-a dovedit a fi
legat de grade mai avansate ale hipertensiunii arteriale, iar portajul genotipurilor 4a/4b si 4b/4b-
de grade avansate de obezitate, In special cea viscerald, valorile glicemiei mai mari de nivele
optime si diabet zaharat tipllI [4].

Rolul patofiziologic a polimorfismului eNOS 4a/4b la pacientii cu SCA afost elucidat in 31
articole pe 9925 pacienti coronarieni §i 9407 subiecti sdndtoti. Studiile axate pe evaluarea
asocierii intre polimorfismul 4a/4bVNTR 1n intronul 4 si BC au inclus diferite popoare asiatice
si neasiatice, predominant japoneze, caucaziene, britanice, ruse, coreene $i ucraunene
[1,5,9,13,14,15,18,19,22]. Metanalizele acestor studii clinice au evidentiat o mare heterogenitate
a rezultatelor genetice, care se explica prin caracteristici etnice, metodele genotiparii $i numarul
de pacienti investigati [2,9,10,12]. Autorii au subliniat riscul crescut la indivizii homozigoti cu
alelele intron-4a comparativ cu purtatorii de alelele b (bb si ba), dar numai intr-un studiu datele
nu au fost statistic veridice. Purtatorii homozigoti cu alelele Asp298 si intron-4a s-au asociat cu
risc crescut si moderat de BC. Aceste date suporta ipoteza ca variatiile genetice ale eNOS
contribuie la susceptibilitate la ateroscleroza, probabil prin efectele de reglare a NO endotelial.

Alt studiu mic corean [16] pe 164 patients a aratat ca portajul genei eNOS 4a/4b este un
factor protectiv impotriva SCA, iar polimorfismul genotipului GG a eNOS Glu298Asp exercitd
un beneficiu aditiv antiaterosclerotic in populatia coreiana.

Rossi si colab. [17] au raportat impactul eNOS la 1086 pacienti coronarieni cu risc
cardiovascular inalt (Indexul Prognostic Duke modificat apreciat extinderea afectarii
coronariene), recrutati in studiul GENICA GENICA (Genetic and Environmental Factors in
Coronary Artery Disease). Evidente de asocierea polimorfismului eNOS GIlu298Asp cu
extinderea si severetatea aterosclerozei coronariene au publicat si Colombo MG si colaboratorii
in 2002.

Investigatiile axate pe relatia intre polimorfismul genei eNOS si pacientii cu SCA au aratat,
ca polimorfismul genetic al eNOS se asociaza cu bolile cardiovasculare 1n calitate de factor de
susceptibilitate, dar rezultatele sunt diverse. Astfel, Hibi si coautorii [7] nu au gasit asociatii intre
polimorfismul genei eNOS 4a4b si infarctul miocardic acut. Polimorfismul Glu298Asp a fost
demonstrat de a fi asociat cu infarctul miocardic in 3 studii clinice [11,20,25] dar altii n-au gasit
asa asociatie [14]. Ichihara [8] a ardtat, ca alelele eNOS4a sunt un factor independent de risc
pentru BC, Uwabo [23] a evidentiat polimorfismul eNOS ca un marker genetic pentru
hipertensiunea arteriala.

Yoon Y. si colaboratorii au demonstrat, cad polimorfismul NOS 4a/4b se asociaza cu
variabilitatea concentratiilor de NO [22]. Legatura polimorfismului NOS cu afectarea unui sau
altiu bazin vascular se gaseste in interactiunile de tipul gend-gend intre reprezentantii diferitor
sisteme implicate in patogenia aterosclerozei. Publicatiile sustin, cd polimorfismul eNOS este
legat de grosimea complexului intimd-media gratie interactiunilor NOS cu subunitatea proteinei
G. In populatia italiani anume asocierea genotipului AA cu alela C in pozitia 786 al regiunii
promotorii a NOS este legatd cu un risc de 4 ori mai mare de boald coronariand si un grad
semnificativ mai mare de afectare a arterelor coronariene prin ateroscleroza [24].
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Concluzii

Frecventele alotipurilor polimorfe ale eNOS difera de la populatie la populatie, sunt asociate
cu disfunctia endoteliala in cardiopatia ischemica si confera bolilor cardiovasculare grade diferite
de risc. Purtatorii de alelele intron-4a/4b si 4b/4b ale eNOS s-au asociat cu risc crescut de BC.
Sunt necesare studii largi pentru a Iintelege rolul polimorfismului genei eNOS in boala
coronariana.
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EVALUAREA RISCULUI CARDIOVASCULAR LA PACIENTII CU LES
Lucia Mazur-Nicorici
Catedra cardiologie FR si SC USMF , Nicolae Testemitanu

Summary
The evaluation of cardiovascular risk in SLE patients
Cardiovascular mortality is a major cause of death in SLE patients. Several investigators
have convincingly shown that women with SLE under the age of 50 are at substantially increased
risk of ischaemic heart disease. Women with SLE aged 35-44 were over 50 times more likely to
have a myocardial infarction than women of similar age from a population. Longitudinal studies
are required to define optimal preventive strategies for cardiovascular events in SLE.

Rezumat

Studierea manifestarilor cardiovasculare in lupusul eritematos sistemic (LES) — maladie
autoimuna cu afectare multisistemica, de etiologie necunoscutd cu manifestari clinice si
paraclinice variate, asociate cu hiperproductie de autoanticorpi si cu un potential fatal major,
inclusiv prin evenimente cardiovasculare reprezinta un domeniu de interes stiintific sustinut si o
problema cu importante valente medico-sociale.

O cauzd majora de morbiditate si mortalitate in LES este determinatd de ateroscleroza
acceleratd, riscul fatal fiind mai cu seama crescut in cazul pacientilor care dezvoltd patologie
cardiovasculard de geneza aterotrombotica sub varsta de 50 ani. Printre femeile afectate de lupus
incidenta bolii coronariene la varsta de 35-44 ani se estimeaza de 50 de ori mai Tnaltd decat in
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