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Wykaz stosowanych skrotow

ABPM - ambulatory blood pressure monitoring — automatyczny calodobowy
pomiar ci$nienia tgtniczego krwi

Alx - augmentation index - wskaznik wzmocnienia ci$nienia skurczowego

Alx,, - aortalny wskaznik wzmocnienia

AlXopw - obwodowy wskaznik wzmocnienia

CO - cardiac output — pojemnosé minutowa

CTK - cisnienie tetnicze krwi

CTKR - rozkurczowe cisnienie tetnicze krwi

CTKSs - skurczowe cisnienie tetnicze krwi

CYP11B2 - gen syntazy aldosteronu

GTF - general transfer function — uniwersalna funkcja przejscia

HDL - high density lipoprotein — lipropoteiny o wysokiej gestosci

IMT - intima-media thickness - grubosé kompleksu blona wewngtrzna — blona
srodkowa

LDL - low density lipoprotein — lipropoteiny o niskiej gestosci

MAP - mean arterial pressure — $rednie cisnienie tetnicze

MHS - Milan hypertensive strain - szczep mediolanski z nadcisnieniem tetniczym

PCR - polymerase chain reaction - reakcja tancuchowa polimerazy

PP - pulse pressure - ci$nienie t¢tna

PP,, - aortalne cisnienie tetna

PPobw - obwodowe cisnienie tetna

PWA - pulse wave analysis - analiza fali tetna

PWV - pulse wave velocity - predkosé fali tetna

QTDT - transmission disequilibrium test for quantitative traits - test nieréwnowagi
transmisji dla zmiennych ilosciowych

R - peripheral resistance - opér obwodowy

SHEP - Systolic Hypertension in Elderly Program

SYST-EUR - Systolic Hypertension in Europe

TDT - transmission disequilibrium test - test nierbwnowagi transmisji

USG - ultrasonografia



Wstep

Choroby ukladu sercowo - naczyniowego sa najczgstsza przyczyng zgonow w
Polsce. Sposrod glownych czynnikéw ich ryzyka pierwotne nadcis$nienie tgtnicze z
uwagi na rozpowszechnienie i powiklania, oraz koszty leczenia, stanowi jeden z
najwazniejszych probleméw zdrowotnych i spolecznych w naszym kraju (3). W
zakresie powiklan nadcisnienia w minionym dziesigcioleciu wzrosta czgstosé
wystepowania udaru mézgu, zwigkszyla si¢ zapadalnos$¢ na schytkowsa niewydolnosé
nerek oraz czgsto$¢ wystgpowania niewydolnosci serca, a tendencja spadkowa
zapadalnos$ci na chorob¢ wiencowa ulegla zahamowaniu. Za te niekorzystne trendy
w duzej mierze odpowiedzialne jest pdzne rozpoznawanie nadcis$nienia tetniczego i

niewystarczajaca jego kontrola (34).

Uwarunkowania genetyczne ci$nienia t¢tniczego

Etiologia pierwotnego nadci$nienia tetniczego jest nadal przedmiotem badan.
Rozklad normalny - zgodny z krzywa Gaussa - cisnienia t¢tniczego w populacji
wyraznie wskazuje na wieloczynnikowe uwarunkowanie tego schorzenia (118).
Cisnienie tetnicze zalezy od udzialu zaréwno czynnikdéw genetycznych
(uwarunkowanie poligeniczne), co manifestuje si¢ predyspozycja do wystgpowania
rodzinnego, jak i $rodowiskowych (38). W badaniach po$wigconych patogenezie
nadci$nienia tg¢tniczego bardzo wcezesnie zwroécono uwage na rolg czynnikdw
dziedzicznych (53, 141). O wplywie gendw na wysokos¢ cisnienia tetniczego
$wiadczy szereg badan rodzinnych, ktére wykazaly zwigzek miedzy cisnieniem
tetniczym u rodzicdw 1 dzieci oraz w obrebie rodzenstwa (90). Na podstawie badan
epidemiologicznych stwierdzono, ze im blizszy stopien pokrewienstwa
genetycznego, tym bardziej sa zblizone wartosci cisnienia t¢tniczego. Szacuje sie, ze
zmiennos$¢ cisnienia t¢tniczego przypisana wszystkim czynnikom genetycznym waha
si¢ od 25% w badaniach rodzin wielopokoleniowych do 65% w badaniach blizniat
(75). Za pozostala czg¢s¢ zmiennosci odpowiedzialne sa czynniki srodowiskowe, co
wskazuje na istotna rol¢ w patogenezie nadcisnienia tetniczego nie tylko interakcji

miedzy genami, ale rowniez interakcji genéw z czynnikami srodowiska (118).



Cisnienie tetnicze jest wypadkowg dziatania ztozonych i $cisle zwiazanych ze soba
mechanizmoéw regulujacych srednice naczyn, objetos¢é minutowa serca oraz sklad i
objetos¢ przestrzeni plynowych w organizmie. Poszczegélne skiadowe tego
zlozonego ukladu podlegajg wptywom czynnikéw srodowiskowych i genetycznych
(38). Nie wiadomo dotychczas, ile genetycznych Jloci sklada si¢ na wypadkowa,
ktora wyraza si¢ predyspozycja do nadcisnienia tetniczego, z wyjatkiem rzadkich
jednogenowych form nadcisnienia tgtniczego, dziedziczonych zgodnie z prawami
Mendla (108). W uwarunkowaniach wielogenowych allele w réznych loci genowych
moga powodowac chorobg niezaleznie od siebie (ryc. 1. cz. I), albo tez efekt alleli z
dwéch lub wiecej miejsc genowych jest konieczny do wywolania choroby (ryc. 1. cz.
II) (147).

Ryc. 1. Schemat genetycznych mechanizméw warunkujacych fenotyp w

dziedziczeniu wielogenowym

I - niezalezny wplyw genéw (heterogeneity)
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Bez wzgledu na mechanizm, staje si¢ oczywiste, ze efekty mutacji indywidualnych
gendw bez rozpatrywania wplywu innych gendéw i/lub srodowiska maja tylko
umiarkowane znaczenie. Stad tez wynikajg ogromne trudno$ci w poszukiwaniu
genetycznych uwarunkowan nadcisnienia tgtniczego. Wspotczesna nauka postuguje
si¢ szeregiem metod analizy dziedziczenia wielogenowego. Najczgsciej sg
prowadzone badania w odniesieniu do gldwnej cechy fenotypowej (fenotyp
koncowy), jaka jest nadcisnienie tetnicze. Sa to badania poréwnawcze (association
study lub case control study) w populacji niespokrewnionych oséb z nadcisnieniem
tetniczym z grupa kontrolng z prawidlowymi warto$ciami cisnienia i oceniajg
czestosé wystepowania roznych cech genetycznych w obu grupach. Tak wigc, jesli

okreslony allel istotnie cz¢scie] wystgpuje w populacji osoéb chorych uwaza sie, ze



jest on zasocjowany z badang cecha. W sytuacji, gdy okreslona cecha jest dos¢ czgsta
w badanej populacji, zwigksza si¢ prawdopodobienstwo uzyskania wynikow
falszywie dodatnich, co jest podstawowa niedogodnoscia tej metody (168).
Wykorzystywane s3 rowniez badania rodzin nuklearnych, ktére bazuja na
genotypach rodzicéw i dzieci oraz fenotypach dzieci. Klasyczny test nier6wnowagi
transmisji (TDT - Transmission Disequilibrium Test) polega na analizie réznic w
dziedziczeniu od heterozygotycznego rodzica badanego allelu pomiedzy probantem
(dziecko dotknigte choroba) a jego zdrowym rodzenstwem (7). Z uwagi na duzg
czuto$¢ tej metody, ugruntowal si¢ poglad, iz stwierdzona asocjacja okre$lonego
genu z badang cecha w populacji niespokrewnionych osob, winna by¢ potwierdzona
w badaniu rodzin przy zastosowaniu testu TDT. Coraz szersze zastosowanie w
badaniach genetycznych i epidemiologicznych znajduje test nierbwnowagi transmisji
dla zmiennych ciagtych (QTDT - Transmission Disequillibrium Test for Quantitative
traits) (7), ktory umozliwia ocen¢ stopnia dziedzicznosci zmiennych ilosciowych, jak
na przyklad ciénienie tgtnicze czy cisnienie tgtna. QTDT jest rdwnie czulym testem
jak klasyczny test nierownowagi transmisji, a réwnoczesnie nie wymaga tak
rygorystycznego doboru rodzin, co potencjalnie zwigksza liczebno$¢ populacji
badanej, a co za tym idzie - moc statystyczna testu. Pozwala on na wykrycie zwigzku
konkretnego polimorfizmu genu kandydata z istotng zmiana badanego fenotypu (np.

wyzszymi wartosciami cisnienia tetniczego) (7, 8).

W ocenie wplywu czynnikdéw genetycznych na ztozone fenotypy, jakim jest cisnienie
tetnicze krwi, kluczowym elementem jest precyzyjna charakterystyka fenotypowa.
W wigkszosci dotychczasowych badan wykorzystywano sfigmomanometryczne
pomiary cisnienia tetniczego w gabinecie lekarskim. W poréwnaniu z tymi
tradycyjnymi pomiarami, catlodobowa rejestracja ci$nienia tgtniczego uwzglednia
jego dobowg zmiennos¢é, umozliwiajac poszerzenie zakresu badan nad aspektami
genetycznymi uwarunkowania cisnienia tetniczego krwi. Srednie cisnienie z okresu
dnia lub nocy uzyskiwane w pomiarach calodobowych w poréwnaniu do wartosci
mierzonych tradycyjng metoda, znacznie lepiej koreluje z subklinicznymi
powiklaniami narzadowymi nadcisnienia (112). Mozliwo$¢ oceny rytmu dobowego
cisnienia te¢tniczego krwi stala si¢ podstawa badan nad znaczeniem klinicznym
porannego wzrostu cisnienia tgtniczego i jego spadku w godzinach nocnych.

Zagrozenie rozwojem powiklan nadcisnienia wzrasta u 0séb pozbawionych nocnego



spadku ci$nienia (176). Podkresla si¢ réwniez warto$¢ zmiennosci cisnienia jako

parametru okreslajacego wielkosé ryzyka sercowo - naczyniowego (177).

Udziat naczyn w warunkowaniu ci$nienia tetniczego

Obecnie, w miejsce oceny fenotypu koncowego, jakim jest wysokos$¢ ci$nienia
tetniczego, coraz czegsciej przedmiotem badan jest analiza fenotypow powiazanych,
warunkujacych wartos¢ cisnienia tetniczego. Sg one zbiorem wszystkich mierzalnych
zmiennych stanowiacych wykladniki ekspresji okreslonych gendw, tzw. genéw
kandydatow, ktérych produkty maja udowodniony molekularny i biochemiczny
wplyw na patomechanizm nadcisnienia tg¢tniczego (39). Fenotyp taki mozna
zdefiniowaé jako ogniwo laczace fenotyp koncowy (cisnienie tetnicze) z ekspresja
genowa, ktéry na kolejnych poziomach (molekularnym, subkomérkowym,
komoérkowym, tkankowym 1 ustrojowym) miedzy genotypem a fenotypem
koncowym podlega modyfikacji pod wpltywem czynnikow srodowiskowych (50).
Fenotypy takie (np. napigcie uktadu wspolczulnego, sodowrazliwos¢, uktad renina-
angiotensyna-aldosteron, czynniki $rédbtonkowe, reaktywno$¢ $ciany naczyniowej i
kurczliwo$¢ migsnia sercowego) ulatwiajg wyodrebnianie poszczegdlnych zespotow
warunkujacych wzrost cisnienia tgtniczego. Podobnie jak nadci$nienie samoistne,
rowniez 1 one nie sa jednorodne przyczynowo, ale stanowig wyktadnik
oddzialywania poszczegdlnych wariantow genéw i okreslonych czynnikow
srodowiskowych, co moduluje stopien ujawniania si¢ (ekspresji) fenotypu. Analiza
zmian zachodzacych na poszczegéinych poziomach zwigzanych przyczynowo-
skutkowo z ci$nieniem tetniczym i ekspresja genéw moze si¢ przyczynié do odkrycia
patomechanizmu nadci$nienia tgtniczego. Zastosowanie analizy fenotypow
powigzanych wydaje si¢ mie¢ szereg zalet w pordwnaniu z oceng tylko ci$nienia
tetniczego jako fenotypu konicowego. Taka analiza pozwala bowiem na wlaczenie do
badania 0s6b mtodych, bez cech klinicznych choroby, u ktérych mozemy stwierdzic¢

genetyczne ryzyko rozwoju choroby w przysziosci (168, 188).

Szczegdlnie waznymi elementami w regulacji cisnienia systemowego sg aorta i duze
naczynia. Klasyczna definicja cisnienia t¢tniczego, czyli CTK = CO x R, ktoéra
bazuje na o porze o bwodowym (R - peripheral resistance) i pojemnosci minutowe;j

serca (CO - cardiac output), pomija rol¢ duzych tg¢tnic. Badania ostatnich lat oraz



analizy wczesniejszych badan epidemiologicznych i klinicznych wykazaty ze
ci$nienie skurczowe (CTKs) jest lepszym wskaznikiem ryzyka sercowo -
naczyniowego i $miertelnosci anizeli cisnienie rozkurczowe (61, 84, 85). Wyniki
badania SHEP (Systolic Hypertension in Elderly Program) (2) przeprowadzonego u
0sob z izolowanym skurczowym nadcisnieniem tgtniczym dostarczyty dowodow o
wplywie obnizenia CTKs na redukcje¢ $miertelnosci catkowitej oraz $miertelnosci z
powodu incydentéw sercowo — naczyniowych. Wyniki tego badania zostaly
potwierdzone w wieloosrodkowym programie SYST-EUR (Systolic Hypertension in
Europe) (26), ktére dowiodlo istotnosci rokowniczej cis$nienia tgtna (PP - pulse
pressure). Do wzrostu wartosci CTKs i PP dochodzi na skutek uposledzenia
podatnosci aorty i duzych naczyn. Duze tetnice pelniag nie tylko funkcje
przewodzaca, zapewniajac ukrwienie narzadéw i tkanek, ale rowniez funkcje
amortyzujaca. Z uwagi na wigkszy przekré] i duza zawarto$¢ elementéw
sprezystych naczynia te posiadaja zdolno$¢ rozciagania podczas skurczu miesnia
sercowego i gromadza okoto 60% objetosci wyrzutowej lewej komory. Nastepnie w
fazie rozkurczu skumulowana energia sprgzysta powoduje powr6t $cian aorty do
stanu wyj$ciowego ze stopniowym przesunigciem zmagazynowanej krwi na obwad.
Zapewnia to zamiang przeplywu pulsacyjnego na ciagly oraz odpowiednie ci$nienie
rozkurczowe w ukladzie naczyniowym (138). Funkcj¢ amortyzujaca naczyn
znakomicie odzwierciedlaja modele uktadu naczyniowego, najstarszy z nich to tzw.
,»Windkessel” model (74) (ryc. 2).

Ryc. 2. Model ,,Windkessel”

(I-pompa/serce; 2-powietrznia/duze naczynia, 3-wqz gasniczy/naczynia oporowe).

Ty

Wedlug koncepcji Halesa model ten przedstawia duze naczynia jako zbiornik
powietrza nad poziomem plynu w zamknigtym ukladzie (powietrznia) spr¢zanego

cinieniem tloka, a podatno$¢ gazu odzwierciedla podatnos¢ tetnic. W okresie
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rozkurczu i pauzy, kiedy serce chwilowo nie tloczy krwi, aorta dziala na
podobienstwo powietrzni, oddajac zmagazynowana energi¢. Jest to mozliwe dlatego,
ze rozciagnigcie aorty objetoscia wyrzutowg zwigksza w jej Scianach napigcie
sprezyste, ktore nast¢pnie, zgodnie z prawem Laplace’a, podnosi cisnienie wewnatrz
aorty do wartosci cisnienia skurczowego. W chwili przerwania tloczenia krwi przez
lewa komorg serca ci$nienie spada wolno wraz ze zmniejszeniem si¢ napigcia
sprezystego Scian aorty 1 powrotu jej do rozmiar6w wyjsciowych, w miar¢ odptywu
zmagazynowanej poczatkowo objgtosci krwi do naczyn wlosowatych. Model ten stat
si¢ podstawg do opracowania szeregu metod badania wlasnosci naczyn tetniczych
poprzez pomiar ich podatnosci jako ilo$ciowej oceny rozciagliwosci i sprezystosci.
Obecnie mozemy nieinwazyjne w sposob powtarzalny zmierzy¢ lokalng podatnosé
tetnic przy zastosowaniu metody ultrasonograficznej, tzw. ,wall track system”,
wykorzystujacej kodowanie ruchu sciany naczynia jako sygnatu radioczestotliwosci
(80). Metoda ta nie daje jednak, podobnie jak model Windkessel, pelnego obrazu
funkcji aorty 1 jej rozgalezien, pomija bowiem parametr czgstotliwosciowy, czyli
szerzenia si¢ fali tetna. Charakter lepko-spr¢zysty scian tetnic jest bowiem takze
elementem warunkujacym szybkos¢ rozchodzenia si¢ fali tg¢tna oraz moment jej
odbicia. Bardziej realistycznym modelem ukladu naczyniowego jest elastyczny
przewod z lewa komorg na jednym konicu i oporem obwodowym na jego drugim
koncu (128). Fala generowana przez lewg komore rozchodzi si¢ na obwod i powraca
jako fala odbita na skutek drastycznej zmiany predkosci przemieszczania si¢ fali na
granicy dwoch osrodkéw — tetnic systemowych i oporowych (ryc. 3).

Ryec. 3. Model dystrybucyjny

(L.K. — lewa komora)
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Fala cisnieniowa w kazdym punkcie przewodu jest wynikiem nalozenia si¢ na siebie
fali pierwotnej i odbitej. Im bardziej sprezysta jest Sciana przewodu, jak ma to
miejsce w naczyniach mlodych zdrowych o0séb, tym mniejsza jest predkosé fali tetna
(PWV - Pulse Wave Velocity) co skutkuje pézniejszym powrotem fali odbitej. Wraz
ze wzrostem sztywnosci naczynia, jak u osob starszych, fala wedruje szybciej, a fala
odbita powraca w fazie skurczu, powodujac wysokie skurczowe oraz niskie
rozkurczowe cisnienie (122) (ryc. 4 wg (138).

Rye. 4. Wplyw powrotu fali odbitej na amplitud¢ ci$nienia skurczowego w aorcie

zaleznie od wieku badanego

Tetnice
obwodowe

Osoby
w wieku
podeszlym

——="> PWV (predkosc fal tetna)

Mierzona fala cisnienia
—————— fFala postgpowa
-------------- Fala odbita

Cisnieniowa fala tetna odzwierciedla wigc skutki usztywnienia aorty, a zmiany
wlasnosci $ciany naczyniowej przejawiaja si¢ w charakterystycznych ksztattach fali
tetna. Stad wynika mozliwo$¢ analizowania zmian cisnienia pulsacyjnego i odbicia

fali tetna w odniesieniu do przebudowy $ciany naczyniowe;.
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Metody badania naczyn tetniczych

Stosowane od czaséw Galena badanie ‘pulsu’ jest najprostszym, ale jednoczesnie
najtrudniejszym w interpretacji sposobem oceny sztywnosci naczyn, totez w ciagu
wiekoéw starano si¢ ocen¢ tetna zobiektywizowal. Prekursorem sfigmografii byt
Jozef Strus (Struthius) profesor uniwersytetu w Padwie, burmistrz Poznania 1 lekarz
nadworny Zygmunta Augusta. W swoim dziele ,,Sphygmicae artis libri quinque”
jako jeden z pierwszych omoéwil obszernie zagadnienie tgtna u czlowieka zdrowego i
chorego, umial bada¢ puls i na tej podstawie wycigga¢ wiasciwe wnioski
diagnostyczne. A uwazne, umiejetne badanie t¢tna bylo jakby wstepem do pdzniej
powstalego badania fizykalnego serca. Graficzny zapis tetna (sfigmogram)
zapoczatkowany w XIX wieku przez Marey’a byl nastgpnie udoskonalany przez
wprowadzenie nowych czujnikéw piezo-, fotoelektrycznych, pojemnosciowych i
rezonansowych (64). Podstawy teoretyczne sfigmografii zostaly stworzone w XIX
wieku przez Mahomeda, ktory zwrocil uwage na odmienno$é ksztattow fal tetna na
tetnicy promieniowej i1 szyjnej, wplyw wieku i podwyzszonego cisnienia tgtniczego
na uksztaltowanie fal t¢tna oraz opisat réznice w zapisach uzyskanych u chorych z
pierwotnym nadcisnieniem i z niewydolnos$cia nerek (122, 127).

Uznanie sfigmogramu za miarodajny wskaznik zmian naczyniowych stalo sie
mozliwe, gdy wykazano, ze zewnetrzny zapis tgtna dobrze koreluje z zapisem
cisnieniowym uzyskanym z wnetrza aorty. Wynik wstgpnych prac nad
morfologicznymi zmianami arteriograméw tetnicy szyjnej w roznych stanach
chorobowych przedstawil przed okolo 50 laty Donzelot i wsp. (54) W Polsce w
latach 60-tych Chlebus (37) wprowadzil do analizy zapisu tgtna szereg parametrow
matematycznych umozliwiajacych bardziej obiektywna jego oceng. Problemem bylo
jednak ciagle otrzymanie dokladnego 1 powtarzalnego zapisu. Mechaniczne
urzadzenie, pozwalajace na uzyskiwanie ksztaltu obwodowej fali tgtna zostalo
skonstruowane przez MacKenzie. Przyrzad jednak byl niewygodny w uzytku, a
ksztalt uzyskiwanej fali zaburzony licznymi artefaktami.

Wspolczesne piezo-elektryczne systemy tonometryczne sa bardzo dokladne i
niezawodne. Nazwa tonometrii aplanacyjnej (manometria ze splaszczeniem)
wywodzi si¢ od greckiego slowa ,tonos” oznaczajacego ,,miejsce” oraz stowa
.applanate”, k tére o znacza ,, splaszcza¢” . W medycynie poczatkowo znalazta ona

szerokie zastosowanie w okulistyce do pomiaréw cisnienia wewnatrzgatkowego. Do
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oceny fali t¢tna zostata po raz pierwszy zastosowana przez Pressmana i Naugarda w
1963 roku (122). Drzewiecki i Millar, wykorzystujac zasady tonometrii aplanacyjne;j
1 doswiadczenia MacKenzie, skonstruowali rejestrator, dajacy dokladne i
powtarzalne wykresy tetna obwodowego, ktére po opracowaniu komputerowym 1
wlgczeniu do analizy wartosci ci$nienia skurczowego i rozkurczowego uzyskanych
w pomiarze nieinwazyjnym, stuza do odtworzenia ksztattu fali tgtna aortalnego i
wyliczenia wielu wskaznikow (122, 127). Ksztalt fali t¢tna jest zrodlem szeregu
informacji dotyczacych wiasnosci elastycznych naczyn te¢tniczych, podatnosci $cian
oraz fal odbitych, a ponadto moze stuzy¢ do uzyskania wskaznikdw
odzwierciedlajacych czynnosé skurczowa lewej komory 1 opisujacych interakcje
sercowo-naczyniowe (93) (ryc. 5).

Ryec. 5. Fala tetna

Fala tetna zarejestrowana na tetnicy promieniowej (po stronie lewej) oraz aortalna
(po prawej), ekstrapolowana na podstawie matematycznej funkcji przejscia.
Promieniowa fala tetna jest kalibrowana na podstawie pomiarow cisnienia
tetniczego metodq konwencjonalng (obwodowe skurczowe - CTKs irozkurczowe -
CTKr cisnienie tetnicze krwi), aortalna fala tetna jest kalibrowana na podstawie
Sredniego cisnienia tetniczego, uzyskiwanego jako catka fali tetna, zakladajqc, iz
Srednie cisnienie tetnicze jest identyczne w obydwu miejscach.

Ao-CTKs, Ao-CTKr, aortalne skurczowe i rozkurczowe cisnienie; ED, ejection
duration - czas trwania wyrzutu z lewej komory serca; P1, P2, odpowiednio pierwszy
i drugi skurczowy szczyt na ramieniu wstepujqcym fali tetna; CAP, centralne
wzmocnienie fali — stopien wzrostu cisnienia ponad P1 spowodowany powrotem fali

odbitej; TP2, czas do szczytu fali odbitej.

Promieniowa fala tetna

Aortalna fala tetna
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Tonometria aplanacyjna ze sfigmokardiografig pozwala na precyzyjna oceng cisnien
panujacych w tetnicach elastycznych w czasie pracy serca (122). Promieniste
rozciagnigcie aorty wstgpujacej przez wtlaczang do niej krew z lewej komory
wywoluje falg¢ cisnieniowa, ktéra wedruje z okreslona predkoscia wzdluz aorty 1
wszystkich jej rozgalgzien. Wyrdznia si¢ tu: a) tetno objetosciowe, czyli samo
rozciagnigcie aorty, b) tetno cisnieniowe, a wiec zwiekszenie napigcia sprezystego
$ciany aorty i wzrost cisnienia w jej S$wietle, oraz c) tetno przeptywowe
spowodowane przyspieszeniem pradu krwi (96). Wraz 2z rejestrowanym
tonometrycznie wykresem skladowej cisnieniowej fali tgtna uzyskujemy parametry
opisujace wlasnosci jej Sciany takie jak: wartosci ci$nienia skurczowego,
rozkurczowego, $redniego oraz tetna na obwodzie wraz z mozliwoscig oceny tych
parametréw z ekstrapolowanej aortalnej fali tgtna. Cisnienie tetnicze krwi
charakteryzuja dwie skladowe: stata, jaka jest Srednie ci$nienie tetnicze oraz
pulsacyjna, zwigzana z cyklicznymi wahaniami wokoét wartosci sredniej, stanowigca
réznice migdzy cisnieniem skurczowym i koncowo-rozkurczowym, a okreslana jako
ci$nienie tetna. Wysoko$¢ cisnienia tetna (wg ryciny 5, PP = Ao-CTKs - Ao-CTKr
mmHg) przy danej objetosci wyrzutowej jest uwarunkowana gléwnie stopniem
usztywnienia duzych elastycznych tetnic oraz iloscia 1 szybkoscia powrotu w
kierunku serca fal odbitych z obwodu (44).

W wielu obserwacjach klinicznych wykazano, ze podwyzszone cisnienie tetna
szczegodlnie u pacjentdow z nadcisnieniem tetniczym, jest niezaleznym czynnikiem
ryzyka epizodéw sercowo - naczyniowych, a u 0s6b po 50 roku zycia pozwala
przewidywaé ryzyko incydentu sercowo - naczyniowego (62, 173). Zastosowanie
sfigmokardiografii umozliwia w prosty sposéb oceng¢ cisnienia skurczowego i
ci$nienia t¢tna w aorcie, ktore to sa dokltadniejszym odzwierciedleniem obcigzenia

nastgpczego niz wartosci CTK zmierzone na tgtnicy ramienne;j.

Uwidocznienie momentu powrotu fali tetna na krzywej cisnieniowej umozliwia
zmierzenie takich wskaznikow, jak czas do powrotu fali odbitej 1 wskaznik
wzmocnienia amplitudy fali skurczowej. Wskaznik wzmocnienia cisnienia (Alx -
Augmentation Index, wg ryciny 5, Alx = P,-P\/PP %) odzwierciedla w jakim stopniu
fala odbita podnosi ci$nienie skurczowe (107).  Wskazuje on na  stopien
rozszerzalnosci $ciany naczyniowej 1 odzwierciedla predkos¢ fali tetna oraz czas do

powrotu fal odbitych z obwodu (32).

15



Przeprowadzone badania potwierdzily jego przydatnos¢ w ocenie wpltywu wieku na
przebudoweg $ciany duzych tetnic. Badanie Kellego 1 wsp. (91) z zastosowaniem
tonometrii aplanacyjnej u oséb w wieku od 2-91 lat, wykazalo wzrost z wiekiem
wartosci cisnienia t¢tna w duzych tetnicach oraz wskaznika wzmocnienia ci$nienia
tetna w tetnicy szyjnej wspolnej. Pomiedzy pierwsza a 6smg dekada zycia, ci$nienie
tgtna w tetnicy szyjnej wspdlnej, promieniowej 1 udowej wzrosto odpowiednio o
91,3%, 67,5% i 50,1%, natomiast Alx, ktéory w pierwszej dekadzie zycia wynosit
1,6%, wzrdst do 16,5% w piatej 1 do 24,1% w dekadzie 6smej (91). Saba i wsp.
(142) oceniali zalezno$¢ pomigdzy wskaznikiem wzmocnienia w aorcie a
ocenianymi ultrasonograficznie wskaznikami elastycznosci tgtnicy szyjnej wspolnej
oraz echokardiograficznymi parametrami przerostu lewej komory serca. Pacjenci
zakwalifikowani do badania, zostali podzieleni na dwie grupy w oparciu o dodatnia
lub ujemng warto$¢ Alx na tetnicy szyjnej wspélnej. U osob z dodatnig wartoscia
Alx wykazano znamiennie wyzsze warto$ci wskaZznikow przerostu lewej komory
miesnia serca. Rowniez grubos¢ kompleksu blona wewnetrzna — blona srodkowa
(IMT - Intima-media thickness) tetnicy szyjnej wspolnej byla znamiennie wieksza u
badanych z dodatnia wartoscig Alx (142). Weber 1 wsp (183) wykazali, ze Alx jest
niezaleznym markerem choroby niedokrwiennej serca. Stad analiza fali tgtna jest
uznang metoda badania wlasnosci elastycznych naczyn tetniczych (45, 94, 107, 123,
152, 187, 189).

Zwigkszenie grubosci blony wewnetrznej tetnic sprezystych i mig$niowo —
sprezystych jest najwczesniejszym objawem przebudowy $ciany naczyniowej.
Istotne miejsce w ocenie stopnia degeneracji $ciany naczyniowej zajmuje pomiar
grubosci $ciany naczynia przy zastosowaniu ultrasonografii (USG). Btony
wewngtrzna 1 srodkowa sa widoczne w ultrasonogramie j ako jasna i ciemna linia,
ktorych grubosé mozemy zmierzy¢ w powierzchownie potozonych tetnicach (192).
W tetnicy szyjnej wspolnej u mlodych, zdrowych oséb grubos¢ IMT wynosi ok. 400
um, i zwieksza si¢ stopniowo wraz z wiekiem (o ok. 10 pm na rok). U starszych oséb
chorujacych na nadcisnienie tetnicze osiaga wartos¢ powyzej 1 mm. Szereg
obserwacji klinicznych i epidemiologicznych ugruntowalo znaczenie wzrostu IMT
jako weczesnego markera rozwoju miazdzycy oraz czynnika ryzyka incydentow

sercowo - naczyniowych (192). Nieinwazyjnos¢ i powtarzalnos¢ pomiarow IMT,
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szczegblnie w zakresie $ciany dalszej tetnicy szyjnej wspolnej czyni t¢ metode

doskonatym narzedziem rozpoznawania wczesnych zmian miazdzycowych (192).

Czynniki warunkujace przebudowe Sciany naczyniowe;j

Zmiany w strukturze i funkcji $ciany naczyniowej sa procesem zlozonym i
wieloczynnikowym. Sciana naczyn krwionosnych stanowi aktywny i integralny
narzad o wlasno$ciach endokrynnych i parakrynnych. Jej przebudowa (remodeling)
jest procesem zaleznym od interakcji zachodzacych pomiedzy lokalnie
produkowanymi przez $rodblonek czynnikami wzrostu 1 substancjami
wazoaktywnymi oraz sytuacja hemodynamiczng (68). W procesie przebudowy
uczestnicza elementy odpowiedzi zapalno - immunologicznej (migracja leukocytow,
monocytéw, makrofagdw), elementy angiogenezy (migracjai proliferacja k omoérek
migsni gladkich, perycytow, fibroblastow, nadprodukcja bialek podscieliska), oraz

nasilenie proceséw mnozenia komorek i ich obumierania w procesie apoptozy (52).

W wyniku przebudowy $ciany naczyniowej dochodzi do zmian czynnosciowych i
strukturalnych tetnic. Zmiany czynnosciowe polegaja na wzroscie napigcia $ciany
oraz zmianie funkcji $rodbtonka (144). W duzych tetnicach, w reakcji na
podwyzszone cisnienie tetnicze, przebudowa $ciany naczyniowej przebiega
poczatkowo pod postacia zmian adaptacyjnych do nowych warunkdéw
hemodynamicznych, a nastgpnie prowadzi do jej uszkodzenia (usztywnienia) z
wczesnym rozwojem blaszek miazdzycowych, co skutkuje spadkiem podatnosci i
rozszerzalnosci (73). Poszerzenie $wiatla tetnic elastycznych (aorta, tgtnice szyjne,
tetnice biodrowe) dominuje nad pogrubieniem ich $ciany. Sredni wewnetrzny
promien aorty wstgpujacej, mierzony w okresie skurczu, wzrasta u ludzi w wieku 20-
60 lat o okoto 9% w ciagu dekady zycia, co czg$ciowo kompensuje zmniejszenie jej
podatnosci (72).

Wzrost sztywnosci $cian naczyn tgtniczych jest procesem zaburzajacym przede
wszystkim funkcje powietrzni, co doprowadza do uposledzenia rzutu serca (na
skutek wzrostu wartosci ci$nienia skurczowego i cisnienia tg¢tna) oraz spadku
perfuzji rozkurczowej migsnia sercowego. Nie prowadzi on natomiast do
uposledzenia funkcji przewodzacej naczyn. Usztywnienie naczyn jest procesem

rozlanym, pierwotnie zlokalizowanym w obrgbie blony srodkowej (125).
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Kluczowa rol¢ w procesach remodelingu odgrywa srédblonek. Wskutek procesow
uposledzajacych funkcje srédblonka naczyniowego dochodzi do zmiany wielkosci i
ksztaltu oraz zmniejszenia uporzadkowania 1 przylegania komoérek, czego
nastepstwemmn moze by¢ wzrost przepuszczalnosci, zaburzenie laminarnego
przeptywu krwi oraz gromadzenie si¢ lipidéw (72). Dochodzi do penetracji krwi do
$ciany naczynia, niedoboru czynnikéw przeciwplytkowych, naczyniorozszerzajacych
i antymitotycznych. Réwnolegle nasileniu ulega generacja czynnikow aktywujacych
przebudowe 1 dziatajacych mitogennie (52, 68).

Niszczacy wplyw cyklicznie powtarzajacej si¢ sily o charakterze pulsacyjnym na
elementy elastyczne $cian naczyn, wraz z wiekiem i innymi czynnikami ryzyka,
prowadzi do postepujacej degeneracji elementéw elastycznych blony srodkowej,
polaczonej z odkladaniem si¢ kolagenu i mukopolisacharydéw oraz pogrubieniem

warstwy migsniowej (73, 122, 138).

Degeneracja wiokien elastyny ma najistotniejsze znaczenie w procesie przebudowy
$cian naczyn. Jest ona skutkiem jej zuzycia, w nastgpstwie cyklicznie powtarzanych
naprezen w czasie kazdego wyrzutu krwi z serca, z poszerzeniem o okolo 10%
$wiatla aorty i innych duzych sprezystych tetnic. Mimo iz elastyna charakteryzuje si¢
duza wytrzymatoscia, to po uptywie okolo 25-30 lat zaczyna wykazywac¢ cechy
degeneracji. Dochodzi do wzrostu zawartosci bardziej polarnych aminokwasow,
zmniejszenia glikozaminoglikanéw 1 proteoglikanow oraz odkladania si¢ soli wapnia

(49, 72).

Kolagen mimo swej znacznej sztywnosci, rowniez podlega zmianom w procesie
starzenia - dochodzi do zmniejszenia stopnia skrgcenia jego tancuchéw, skrécenia
ich efektywnej dlugosci oraz wzrostu ilosci wigzan krzyzowych. Wymienione
zmiany prowadza do dodatkowego usztywnienia struktury kolagenu, pogorszenia
rozpuszczalnosci oraz zwigkszenia wrazliwosci na trawienie enzymatyczne. Ponadto
w reakcji na podwyzszone napigcie mechaniczne komorki migsnidwki gladkiej
zwiekszajg syntezg jego wlokien, co prowadzi do wzrostu ilosci kolagenu, gldwnie

typu I, III, IV i V, w $cianie naczynia(49).

Obcigzenie mechaniczne $ciany naczyn prowadzi do zwigkszenia masy komorek

mig$niowki gladkiej (52). W zakresie funkcji receptoréw dochodzi do zmniejszenia
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wrazliwosci receptoréw beta-adrenergicznych, z nastgpowym obnizeniem podatnosci
naczyniowej. Funkcja receptoréw alfa-adrenergicznych nie ulega zmianie (73).
Zmiany degeneracyjne zachodzace w tetnicach stanowia podloze do rozwoju
miazdzycy. Procesowi temu sprzyjaja wspolistniejace z nadci$nieniem liczne
zaburzenia metaboliczne, jak oporno$¢ na insuling, hiperinsulinemia i dyslipidemia.
Istnieje kilka teorii zwigzku pomigdzy sztywnoscig naczyn a aterogeneza. Po
pierwsze, miazdzyca t¢tnic moze prowadzi¢ do uposledzenia wlasnosci elastycznych
naczynia. Po drugie, zwigkszona sztywno$¢ naczynia moze prowadzi¢ do
mikrouszkodzen S$ciany naczyniowej a w konsekwencji do rozwoju miazdzycy.
Trzecia teoria zaklada wspdlna role procesu usztywnienia naczyn i aterogenezy. I
wreszcie - oba te procesy moga zachodzi¢ rownoczesnie (175). Powstawanie plytek
miazdzycowych w $cianach naczyn jest przykladem choroby uszkadzajacej gltéwnie
funkcje przewodzaca duzych tegtnic. Poprzez zwezenie ich $wiatta dochodzi do
uposledzenia ukrwienia, a w dalszej kolejnosci do zawaldéw niedokrwiennych
docelowych narzadéw i tkanek. Miazdzyca jest procesem ogniskowym, ktéry
charakteryzuje si¢ akumulacja lipidow, widkien kolagenu 1 elementéw komorkowych
oraz tworzeniem zakrzepdw w obrgbie blony wewnetrznej (125), co stanowi

dodatkowe miejsca odbicia fal i prowadzi do ich szybszego powrotu do aorty.

Wiek 1 nadcisnienie t¢tnicze sa uznanymi czynnikami prowadzacymi do przebudowy
Sciany naczyniowej, ponadto role w tym procesie odgrywaja ple¢ meska (139),
palenie tytoniu (174) i szereg innych schorzen z cukrzyca na czole (10, 28, 89, 143).

Upodobania dietetyczne, w tym spozycie soli (NaCl) mogg wplywaé na mechanizmy
przebudowy S$ciany tetniczej. Na podstawie badan na zwierzgtach wykazano, ze
zwigkszona podaz sodu wiaze si¢ ze zmiang napigcia migsni gladkich poprzez
modyfikacje pracy pomp sodowo — potasowych, mechanizmy wymiany wapnia,
aktywnos¢ ukladu sympatycznego oraz dzialanie czynnikdéw natriuretycznych (145).
W badaniu Avolio i wsp. wysokie spozycie sodu wigzalo si¢ z mniejsza podatnoscia
naczyn niezaleznie od wysokosci cisnienia tetniczego (13). Warto podkreslié, iz
osoby sodowrazliwe z granicznym nadci$nieniem tgtniczym wykazywaly mniejsza
podatnos¢ i rozszerzalnos¢ aorty oraz tetnic ramiennej i udowej w poroéwnaniu do
0s6b niewrazliwych na sod. Cecha sodowrazliwosci cisnienia tg¢tniczego u osob
normotensyjnych kojarzy si¢ ze zwigkszong reaktywnosciq naczyniowg na

substancje presyjne (82). Na podstawie szeregu przeprowadzonych badan postuluje
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si¢, ze wplyw sodu na wlasnosci lepko — sprezyste naczyn tgtniczych jest niezalezny

od wieku i wysokosci cisnienia tetniczego (55, 58, 145).

Szereg wymienionych czynnikéw wplywajacych na wzrost sztywnosci naczyn
tetniczych tylko w czesdci tlumacza zmienno$é wystepowania tego zjawiska. Stad
wzrasta liczba badan potwierdzajacych wplyw genetycznego podloza na zmiang
struktury a co za tym idzie i funkcji $ciany naczyniowej (11). Badania bliZniat
dowodza, iz niezaleznie od ci$nienia tetniczego, czg¢stosci akcj'i serca, wzrostu 1
wieku dziedziczno$¢ wskaznika wzmocnienia cisnienia tetniczego wynosi 37%
(153). Specyficzne podloze genetyczne moze wplywaé na podatno$é S$ciany
naczyniowej na dzialanie szkodliwych czynnikéw, jak nadci$nienie tetnicze,
starzenie sie, dyslipidemia, palenie tytoniu czy duza zawarto$¢ sodu w diecie. Innymi
stowy, przy tym samym poziomie ryzyka, stopien przebudowy i zaburzenia funkcji
naczyn moze by¢ bardziej lub mniej nasilone w zaleznosci od genotypu.
Identyfikacja takich genetycznych markeréw jest wyzwaniem dla wspolczesnej
nauki, bowiem moze wskazaé¢ pacjentéw zwiekszonego ryzyka. Obecnie badania
wplywu czynnikéw genetycznych na uklad naczyniowy zmierzaja w kierunku
analizy polimorfizméw gendéw kodujacych bialka zwiazanych z funkcjonowaniem
uktadu sercowo - naczyniowego czyli gendw kandydatow.

Geny syntazy aldosteronu i o adducyny poprzez swoje produkty bialtkowe -
aldosteron i adducyn¢ - wplywaja na regulacje poziomu sodu w ustroju. Z badan
epidemiologicznych wynika, ze ilo$¢ spozywanego sodu moze by¢ glownym
czynnikiem warunkujgcym obserwowane réznice w wartosciach cisnienia tgtniczego
pomiedzy populacjami oraz stanowi¢ przyczyng wzrostu CTK z wiekiem w
spoteczenstwach o wysokim spozyciu soli (111). Zwiekszona podaz sodu wplywa
niekorzystnie na strukture i funkcje $ciany naczyniowej, a wplyw ten jest niezalezny

od wartosci ci$nienia t¢tniczego (12).

Aldosteron jest mineralokortykosterydem produkowanym w warstwie kigbkowatej
kory nadnerczy w odpowiedzi na stymulacj¢ poprzez angiotensyng II. Jest szereg
dowoddw na to, ze jest on rowniez syntetyzowany w mig¢s$niu sercowym oraz w
$réddblonku i migsniach gladkich naczyn tetniczych (104). Aldosteron powoduje
wldknienie miokardium, tetnic i nerek u pacjentdw z miazdzyca tetnic,

niewydolnoscig serca, niewydolnoscig nerek, zwlaszcza przy wspolistniejacym
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nadcisnieniu tetniczym (104). Odkryty przez White’a (184) polimorfizm C-344T
regionu wigzania czynnika transkrypcyjnego SF-1 w promotorze genu syntazy
aldosteronu (CYP11B2) moze powodowac roznicg w ekspresji genu, a przez to
wplywaé na aktywno$¢ enzymu zmieniajac nat¢zenie syntezy aldosteronu. Wzrost
stezenia aldosteronu prowadzi do redukcji podatnosci tetnic u pacjentow z
nadci$nieniem tgtniczym (24). Badania nad zwiazkiem osoczowego badz
wydalanego z moczem aldosteronu z polimorfizmem genu CYP11B2 nie sg
jednoznaczne. Sa bowiem dowody na to, iz wyzszy poziom aldosteronu we krwi jest
zwigzany z obecnodcig allelu -344C (134) lub allelu -344T (129). Obecnosé tego
ostatniego réwniez wiaze si¢ ze wzrostem wydalanego z moczem aldosteronu (51,
77). Wyniki badan nad zwiazkiem tego polimorfizmu z ci$nieniem tetniczym
wyrazanym jako zmienna ciagla lub kategoryczna rdwniez nie sa jednoznaczne (31,
51, 77, 97, 134, 167). Rozbieznosci wynikow tych badan moga wynikaé z faktu, ze
tylko w niektoérych z wymienionych badan uwzgledniono poziom spozywanego sodu
w diecie, ktory odgrywa role w regulacji syntezy aldosteronu zaré6wno w

steroidogennych komérkach, jak i w $cianie naczynia (161, 166).

Istotna role w regulacji transportu sodu w komodrkach nablonka kanalikow
nerkowych odgrywa bialko cytoszkieletu — adducyna, ktora bierze udzial w
transporcie jonow przez blony komorkowe, transdukcji sygnatu oraz komunikacji
mi¢dzykomérkowej (22). Adducyna zbudowana jest z podjednostek o 1 3 lub a i y.
Podjednostki o i y adducyny sa zlokalizowane w btonach komorkowych tkanek
calego ustroju, natomiast podjednostka 3 znajduje si¢ gtdwnie w mozgu i1 narzadach
erytropoetycznych (69, 116). W badaniu nad biatkiem o adducyny wykorzystano
doswiadczalne modele nadci$nienia u zwierzat. Nadcis$nienic u szczurow szczepu
mediolanskiego (MHS) wykazuje zaleznos¢ od diety bogatosodowej. Szczury tego
szczepu majg mniejszqg mas¢ nerek 1 mniejszg liczb¢ nefrondw. Nadcisnienie
spowodowane jest u nich mutacja genu o adducyny, co skutkuj¢ fatwa fosforylacjq i
aktywacjg produktu bialkowego. Zmutowana adducyna reguluje aktywnos¢ biatck
kurczliwych bioracych udziat w transporcie Na'/K* -ATPazy z cytoplazmy do blony
komorkowej, prowadzac do aktywacji pompy sodowo - potasowe] co stanowi sil¢

napedzajaca wzmozonej reabsorbceji sodu w kanalikach nerkowych (ryc. 6) (118).
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Ryc. 6. Mechanizm dzialania zmutowanej o adducyny u szczuréw szczepu
mediolanskiego, zmodyfikowano wedtug (118)
NKCC2 — Na-K-2Cl kotransport.

Na- o K-

Swiatto
\ kanalika
nerkowego

o adducyna

Aktyna

Krew

K-

U ludzi polimorfizm genu o adducyny polega na transwersji G(614)T, a w
konsekwencji na zastgpieniu, w produkcie biatkowym genu, glicyny w pozycji 460
przez tryptofan (Gly460Trp) (170). Znaczenie badanego polimorfizmu w
modulowaniu fenotypow ukltadu sercowo - naczyniowego bylo przedmiotem wielu
badan populacyjnych i klinicznych. Stwierdzono zwiazek pomig¢dzy pojedynczym
polimorfizmem genu a adducyny Gly460Trp, badZ w kombinacji z mutacjami w
obrgbie innych genéw, takich jak: gen podjednostki B adducyny, gen enzymu
konwertujacego angiotensyne, czy gen syntazy aldosteronu, a r ozpowszechnieniem
nadcisnienia tetniczego (158), poziomem kreatyniny w osoczu (181), czy czgstoscia
wystgpowania proteinurii (181), a takze gruboscia IMT w tetnicy udowej (15) i
rozszerzalnoscia duzych tetnic oraz ryzykiem wystapienia incydentéw sercowo-
naczyniowych (137). Badania nad zwiazkiem tzw. ,nadcisnieniowego” wariantu,
czyli 460Trp, o adducyny nie s3 jednoznaczne, to jednak zwiazek wariantu genu z
nadci$nieniem tgtniczym u pacjentow niskoreninowych w rdéznych populacjach
wydaje si¢ by¢ spojny (22).

Przedmiotem podj¢tego badania jest analiza zwiazku migdzy polimorfizmem dwoch

genéw kandydatéw, syntazy aldosteronu i o adducyny, a wartoscia cisnienia
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'ego  krwi mierzonego manometrem rteciowym oraz w catlodobowej

atycznej rejestracji. Obecne badania z zakresu genetyki nadcis$nienia tgtniczego
zmierzaja w kierunku oceny uwarunkowan genetycznych fenotypow powigzanych z
ci$nieniem tegtniczym. Wobec powyzszego szczegélnym celem analizy jest zwiazek
polimorfizméw obydwu genéw ze stopniem przebudowy i1 wlasciwosciami
elastycznymi  duzych naczyn tgtniczych ocenianych przy zastosowaniu
ultrasonografii oraz tonometrycznej rejestracji obwodowej fali t¢tna i ekstrapolacji
fali aortalnej, z wykorzystaniem metod analizy asocjacji oraz testu nierownowagi
transmisji dla zmiennych ciagltych. Z uwagi na regulacje gospodarki sodowej
poprzez produkty bialkowe badanych gendéw, oceniano zwigzek poszczegdlnych
polimorfizméw z ich wykladnikami metabolicznymi, jak réwniez wplyw poziomu
sodu na modulacj¢ zwiazku polimorfizmu C-344T genu syntazy aldosteronu i

Gly460Trp genu o adducyny ze struktura i funkcja duzych naczyn tetniczych.

Cele pracy

1. Okreslenie czgstosci wystgpowania poszczegdlnych alleli genu o adducyny i
genu syntazy aldosteronu w populacji regionu krakowskiego oraz poréwnanie
czesto$ci wystgpowania alleli polimorficznych badanych gendéw u chorych z
nadci$nieniem tetniczym i normotonikow.

2. Ocena zwigzku polimorfizmédw genu o adducyny 1 syntazy aldosteronu z
parametrami okreslajacymi stopien przebudowy i wlasciwosci elastyczne duzych
naczyn tetniczych oraz z wartoscia i profilem dobowym cisnienia tg¢tniczego

krwi.
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Material i Metodyka

Badana populacja

Praca zostala zrealizowana w ramach Programu Mig¢dzynarodowej Wspdtpracy
Naukowo — Technicznej pomiedzy Polska a Flandria, dotyczacego badan nad
zwigzkiem polimorfizméw wybranych genéw kandydatéw nadci$nienia tetniczego z
wlasnosciami elastycznymi duzych naczyn tetniczych. Program jest kontynuacja
badania grupy 86 rodzin zrekrutowanych w ramach europejskiego projektu,
dotyczacego badan nad dziedziczno$cia nadcisnienia tetniczego — European Project

on Genes in Hypertension (EPOGH) (87, 88, 99).

Do badania EPOGH witaczono rodziny dwupokoleniowe, czyli rodziny nuklearne, o
okreslonej strukturze: rodzic lub rodzice i co najmniej dwoje dzieci. Poza tym
kryterium wiaczenia byt wiek cztonkow rodziny od 18 do 60 lat. Sposréd populacji
0golnej zostato zrekrutowanych 55 rodzin, a kolejne 31 stanowity rodziny pacjentéw
Poradni Nadci$nieniowej 1 Kliniki Kardiologii Szpitala Uniwersyteckiego w
Krakowie. Rodziny z populacji ogdlnej zostaly wybrane sposrod mieszkancow
Miasta i Gminy Niepolomice, regionu rolniczo-przemystowego, potozonego w
poblizu Krakowa. Wyboru oséb dokonywano na zasadzie losowania na podstawie
list wyborczych, metoda warstwowa, proporcjonalna, przy zastosowaniu tabel liczb
losowych, gdzie warstwy stanowilo dziesig¢ okregéw wyborczych na terenie Gminy
Niepolomice. Wylosowane osoby otrzymatly drogg listowna szczego6towe informacje
o charakterze i celu badania oraz warunkach uczestnictwa w badaniu. Sposroéd 500
wylosowanych osob, kontakt byt mozliwy z 464 osobami. Odpowiednia dla badania
struktur¢ rodziny stwierdzono u 101 osob. Natomiast zgode na udzial w badaniu
wyrazito 55 rodzin (54.5%). Pacjentow Poradni Nadcisnieniowej wraz z rodzinami
rekrutowano przez kolejne 6 miesigcy. Pacjenci spelniajacy kryteria wickowe i
posiadajacy wymagang strukture rodziny byli informowani przez lekarza w Poradni
Nadcisnieniowej o mozliwos$ci udziatu w badaniu. Odpowiedz pozytywng otrzymano
od 32 rodzin, jednak dane jednej rodziny zostaly z analizy wykluczone na skutek
rozpoznanej wtornej postaci nadcisnienia tgtniczego u jednego z potomkow. W

efekcie, w grupie badanej znalazlo si¢ 31 rodzin pacjentéw Poradni Nadcisnieniowej.
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Ostatecznie do badania EPOGH wtaczono 326 oséb (141 osdéb z pokolenia rodzicow
oraz 185 z pokolenia dzieci) (88).

Po dwoéch latach od zakonczenia programu EPOGH rozpoczgto kolejny etap badania
zrekrutowanej grupy (Projekt Wspdlpracy Polska - Flandria). Szczegétowe
informacje o charakterze 1 celu badania oraz warunkach uczestnictwa w tej fazie
badania do wszystkich 86 rodzin przekazano droga listowna. W kolejnym etapie, po
uzyskaniu wstepnej zgody na udzial w badaniu, ustalano termin wizyty domowe;.
Podczas tej wizyty ponownie udzielano informacji na temat badania, ze
szczegdlowym omoéwieniem protokotu. Wszyscy biorgcy udzial w badaniu udzielili

pisemnej zgody na uczestnictwo w badaniu.

Z 86 rodzin EPOGH 3 rodziny (n = 12) wykluczono z udzialu w kolejnym etapie z
uwagi na brak zgody (2 rodziny) lub migracj¢ dzieci, na skutek czego jedna rodzina
nie spetniata kryteriéw rodziny nuklearnej. Kolejne 12 0séb z pozostatych rodzin nie
zostaly przebadane z powodu migracji. Ostatecznie badaniu poddano 302 osoby z 83
rodzin nuklearnych (93% populacji EPOGH). Z analizy dotyczacej fenotypu
naczyniowego zostalo wylaczonych 8 oséb: 4 osoby z powodu niezadowalajacej
jakosci zapisu fali tetna; 2 osoby z uwagi na brak jednego badz dwoch genotypow
oraz 2 osoby z powodu .ujawnionej niezgodnosci w segregacji Mendlowskiej.
Analizg statystyczna objeto wigc grupe 294 oséb w tym 133 osoby z pokolenia

rodzicéw oraz 161 ich dorostych dzieci.

Protokot badania

Badanie przebiegato wedtug nastgpujacego schematu:
- Wizyta domowa:
e informacja o badaniu;
e pisemna zgoda na udzial w badaniu;
e pigciokrotny pomiar cisnienia tgtniczego sfigmomanometrem rteciowym,
e pomiar czgstosci t¢tna;
e standardowy kwestionariusz;

e pomiary tonometryczne obwodowej fali tetna;
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e informacja o prewencji choréb ukiadu sercowo - naczyniowego 1/lub
niefarmakologicznych metodach leczenia nadcisnienia tgtniczego;
- Wizyta ambulatoryjna:
e odbior dobowej zbidrki moczu oraz $wiezej (porannej) probki moczu;
e pobranie krwi w celu wykonania oznaczen biochemicznych;
¢ badanie fizykalne;
e pomiary antropometryczne: wzrost, cigzar ciata, obwad talii i bioder;

o zalozenie aparatu do calodobowego monitorowania cisnienia tetniczego;

ultrasonograficzne badanie tetnic szyjnych;

- Wystanie wynikéw badania do uczestnikow droga listowna.

U wszystkich uczestnikow programu, na podstawie badania fizykalnego oraz
wywiadu lekarskiego 1 przeprowadzonych badan laboratoryjnych oraz ewentualnie
badan obrazowych wykluczono wtérny charakter nadcis$nienia tetniczego.

Protokét badania zostal zaakceptowany przez Komisje Bioetyczna Uniwersytetu
Jagiellonskiego (nr zgody KBET/9/B/2001 z dnia 18.01.2001 oraz przedtuzenie
zgody nr KBET/9/B/2001 z dnia 21.02.2002).

Badane fenotypy

Pomiar cisnienia t¢tniczego sfigmomanometrem rtgciowym

Pomiaréw ci$nienia tetniczego dokonano sfigmomanometrem rtgciowym, zgodnie z
wytycznymi British Society of Hypertension (BSH) (131). Podczas wizyty domowe;j
wykonywano pig¢ pomiaréw w odstgpach 1 - 2 minutowych, w pozycji siedzacej, na
niedominujacym ramieniu. Wszystkie pomiary wykonalo dwoéch lekarzy dodatkowo
przeszkolonych wg zasad BSH, ktérzy pozytywnie zaliczyli test powtarzalnosci
wynikow pomiaru cis$nienia te¢tniczego. Dodatkowo, przeprowadzono kontrolg
jakosci uzyskanych danych (test digit preference (99) z pozytywnym wynikiem dla
obu badaczy. Wartos$¢ cisnienia tetniczego w pomiarach tradycyjnych obliczono jako
srednig z 5 pomiaréw uzyskanych w warunkach domowych. Obwodowe cisnienie
tetna (PPg,) definiowano jako réznicg cisnienia skurczowego 1 rozkurczowego.
Srednie cignienie tetnicze (MAP - Mean Arterial Pressure) dla danej osoby

wyliczano jako sumeg ci$nienia rozkurczowego (CTKR) oraz jednej trzeciej PPy



Nadcisnienie tgtnicze rozpoznawano, jezeli warto$¢ cisnienia tg¢tniczego
skurczowego lub rozkurczowego w pomiarach tradycyjnych (sfigmomanometrem
rteciowym) byla réwna lub wigksza, odpowiednio od 140 mmHg czy 90 mmHg, lub

jezeli osoba zazywata leki przeciwnadci$nieniowe.

Automatyczny calodobowy pomiar cisnienia tetniczego krwi

Dokladnej oceny wartosci cisnienia t¢tniczego krwi oraz jego profilu dobowego
dokonywano przy uzyciu calodobowego automatycznego monitorowania ci$nienia
tetniczego krwi (ABPM - Ambulatory Blood Pressure Monitoring) aparatem
SpaceLabs 90207 (Redmond, WA, USA). Pomiary ci$nienia i tetna byly
wykonywane co 15 minut w ciggu dnia (od 6.00 do 22.00) i co 30 minut w nocy (od
22.00 do 6.00). U kazdego badanego polozenie mankietu weryfikowano przez
porownanie wynikéw pomiaru automatycznego i poprzedzajacego go pomiaru
sfigmomanometrem rtgciowym (dopuszczalna réznica < 5 mmHg). Przy analizie
danych  wykorzystano  kryteria  eliminacji  pomiaréw  niewiarygodnych
zaproponowane przez Staessena 1 wsp. (156). Przyjeto, ze pomiarami
niewiarygodnymi byly te, w ktorych:

e skurczowe CTK przekraczato 240 mmHg lub bylo nizsze niz 50 mmHg;

¢ rozkurczowe CTK bylo wyzsze od 140 mmHg lub ponizej 40 mmHg;

e cisnienie tg¢tna (réznica migdzy skurczowym 1 rozkurczowym CTK) bylo

mniejsze niz 10 % wartosci CTK skurczowego;

e czestosé tetna byla wigksza niz 150/min lub nizsza niz 40/min.
Na podstawie uzyskanych zapiséw oceniano s$rednie wartosci cisnienia tetniczego
skurczowego i rozkurczowego z okresu dnia, nocy i calej doby jak rowniez obnizke
nocng cisnienia skurczowego 1 rozkurczowego. Obnizke¢ nocng skurczowego lub
rozkurczowego cisnienia t¢tniczego obliczano jako réznice odpowiednich srednich
wartosci ci$nien z okresu dnia i nocy wyrazong jako procent ich wartosci w okresie
aktywnosci dziennej. Za miare krotkoterminowe] zmiennosci cisnienia t¢tniczego
przyjeto odchylenie standardowe wszystkich pomiaréw z okresu caltej doby.
Metodyka oraz interpretacja wynikéw calodobowego monitorowania ci$nienia krwi
pozostawala w zgodnosci z aktualnymi wytycznymi Polskiego Towarzystwa

Nadcisnienia Tetniczego (6).
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Pomiary antropometryczne

Badanie fizykalne uwzglednialo pomiary antropometryczne. Cigzar ciala i wzrost
postuzyly do wyliczenia wskaznika masy ciata (body mass index — BMI), a obwdd
pasa (mierzony na poziomie pg¢pka) i bioder (mierzony na poziomie kretarzy

wigkszych) do oceny wskaznika talia-biodra (waist to hip ratio — WHR).

Standardowy kwestionariusz

Pytania dotyczyly aktualnych i przebytych chorob, wyst¢powania nadci$nienia
tetniczego oraz wystepowania tego schorzenia u krewnych, stosowania lekow
obnizajacych cisnienie te¢tnicze i1 innych oraz stylu zycia (w tym uzywek i
aktywnosci fizycznej). Dodatkowo, od kobiet zbierano wywiad ginekologiczny
(menopauza, cigze, porody) i wywiad odnosnie stosowania preparatow
zawierajacych hormony plciowe.

Dla kazdego uczestnika badania okreslono dzienny poziom wysitku fizycznego,
wyrazony jako zuzycie energii (kcal) przy wykonywaniu pracy zawodowej i/lub
sportow (117). Dla kazdego z badanych obliczono dzienne spozycie etanolu.
Spozywanie alkoholu definiowano jako regularne, jezeli dzienne spozycie bylo
rowne lub przekraczato 5 g czystego etanolu. Za regularnych palaczy tytoniu uznano
osoby, ktére wypalaty co najmniej jednego papierosa dziennie (157). Jednolita forma
uzyskiwania danych dotyczacych stylu zycia pozwolila na wymierng i porownawczg

oceng analizowanych pdzniej parametréw.

Badania laboratoryjne

U wszystkich badanych wykonano nastepujace badania laboratoryjne:

e w surowicy krwi oznaczono poziom glukozy i lipidow (cholesterol catkowity,
cholesterol LDL, cholesterol HDL, triglicerydy) na czczo, poziom elektrolitow i
kreatyniny;

e na podstawie 24-godzinnej zbidrki moczu okreslano przecigtne dobowe
wydalanie sodu, potasu i aldosteronu. Wykonano rowniez badanie ogélne moczu
metoda paskowa.

Z analizy danych pochodzacych z 24-godzinnej zbidrki moczu wylaczono 4 osoby,

poniewaz wedlug podstawie uprzednio opublikowanych d anych (155) ilos¢ moczu

byla nieodpowiednia.
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U badanych wykonano takze oznaczenia grupy krwi w uktadzie ABO i Rh, w celu
ewentualnego wykluczenia z analizy dzieci wychowywanych przez osoby nie bedace
ich biologicznymi rodzicami. U zadnej z rodzin nie zachodzila konieczno$é¢

wylaczenia jej z badania na podstawie niezgodnosci grup krwi.

Analiza fali tetna

Do badania wlasnosci $ciany naczyniowej zostala wykorzystana metoda analizy fali
tetna (PWA - Pulse Wave Analysis), ktéra umozliwia nieinwazyjng ocen¢ zar6wno
obwodowej, jak i aortalnej fali tetna. Technika badania ksztaltu aortalnej fali tetna
zalezy w duzym stopniu od doktadnej rejestracji promieniowej fali tetna, jej
kalibracji na podstawie cisnien na tgtnicy ramiennej a nastgpnie przeksztalcenia jej
przy zastosowaniu matematycznej funkcji przejscia (transfer function), stanowiace;j

podstawg oprogramowania komputerowego urzadzenia SphygmoCor.

Rejestracja fali tetna

Po 5 minutowym odpoczynku badanego dokonywano 8 sekundowej tonometrycznej
rejestracji fal tetna za pomoca czujnika cisnieniowego (Micro-Tip pressure
transducer Model SPT-301, Millar Instruments, Houston, Texas, USA)
wbudowanego w sonde w ksztalcie otowka (4, 91, 92, 122) i sprzezonego z
przeno$nym komputerem typu laptop z oprogramowaniem SphygmoCor, versja 6.31
(AtCor Medical Pty., Ltd., Australia) (4, 92, 122). Obudowa czujnika powoduje, ze
jego niewielka powierzchnia odbiorcza (0,5 x 1,0 mm, z czg¢stotliwoscia odbioru >
2kHz) zwigksza si¢ do 7 mm $rednicy, co ulatwia utrzymanie kontaktu ze skora

znajdujacy si¢ nad badanym naczyniem tgtniczym (ryc. 7 wg (4).

Ryec. 7. Polozenie czujnika w trakcie badania metoda tonometrii aplanacyjnej
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Wilasciwe splaszczenie S$ciany naczynia tetniczego ulatwial kontakt tetnicy
promieniowej z koscia promieniowa (127). Wektor ci$nienia przeksztalcany byt
przez przetwornik w sygnal elektryczny, co umozliwialo rejestracje ksztattu
ci$nieniowej fali tetna (122). Ze wzgledu na stosunkowo mata powierzchnie czujnika
tonometru w stosunku do badane]j t¢tnicy zapis fali tgtna moze ulegaé znieksztatceniu
(92). Najczegstsze przyczyny to:

e ruchy badajacego lub badanego w trakcie rejestracji powodujace powstanie
artefaktéw na krzywej zapisu;

e uzycie zbyt duzej sily nacisku do splaszczania $ciany naczynia, co powoduje
znieksztalcenie fali w fazie rozkurczowej z ostrym, ujemnym zagieciem
przed kolejna faza skurczowa albo odwrdcenie fali w fazie skurczowe;;

e nie zachowanie wlasciwego kata pomigdzy tonometrem a badanym
naczyniem (czujnik powinien by¢ przylozony prostopadle do dhlugiej osi
badanego naczynia), zmiana kata powoduje znieksztalcenie skurczowe;j
czesei fali.

Mozliwo$¢ wystapienia tych znieksztalcen eliminowano poprzez zapewnienie
badanemu i badajacemu komfortowych warunkéw w trakcie pomiaru. Ponadto, w
celu uzyskania powtarzalno$¢ wynikéw (89) badacz odbyt 8 tygodniowe szkolenie w
wysokospecjalistycznym osrodku  w Belgii na Uniwersytecie w Gandawie
(kierownik szkolenia Prof. L. Van Bortel) z zakresu nowoczesnych metod badania
wlhasciwosci $cian naczyn tetniczych przy uzyciu SphygmoCor Pulse Wave Analysis
System.

Oprogramowanie SpygmoCor przeprowadza dodatkowo wewnetrzng walidacje
uzyskanej fali tetna, eliminujac zapisy, w ktérych skurczowa lub rozkurczowa
wariancja przekracza 5% lub gdy amplituda sygnatu fali tgtna jest mnicjsza od 80mV
(4). Stad, uzyskana fala tetna jest praktycznie identyczna z fala zarejestrowang

wewnatrznaczyniowym manometrem (56, 91, 135, 146).

Kalibracja fali tetna

Uzyskana falg kalibrowano w oparciu o wartosci cisnienia skurczowego i
rozkurczowego zmierzone sfigmomanometrem rtgciowym na t¢tnicy ramiennej (4,

122). Proces kalibracji fali przeprowadzano przy zalozeniu, ze srednie cis$nienie jest
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identyczne w catlym ukladzie naczyn tetniczych oraz Zze ci$nienie rozkurczowe w
tetnicy promieniowej jest rowne cisnieniu rozkurczowemu zmierzonemu na tgtnicy
ramiennej (122). Przyjeto iz warto$¢ ci$nienia skurczowego w tgtnicy promieniowe;j
byla identyczna ze zmierzong na tgtnicy ramiennej, pomijajac fakt wzrostu jego
warto$ci na odcinku pomigdzy tetnica ramienna a tgtnica promieniowa (91).
Jednakze ze wzgledu na niewielkg odleglo$¢ pomigdzy tymi dwoma punktami

pomiarowymi zakladany blad jest niewielki (122).

Ekstrapolacja aortalnej fali tetna

Usredniona promieniowa fala tetna - wynik 8 sekundowej rejestracji - byta podstawa
do wyprowadzenia korespondujacej aortalnej fali tetna (ryc. 8) przy zastosowaniu
wiarygodnej uniwersalnej matematycznej funkcji przejscia (GTF - General Transfer
Function) (35, 60, 86), ktora jest integralng czgscia oprogramowania SphygmoCor
(35, 60). Jest ona wyliczana na podstawie porownania sktadowych harmonicznych
dwoch fal, zarejestrowanych odpowiednio w aorcie i tgtnicy promieniowej, w

zakresie amplitudy i czgstotliwosci, przy zastosowaniu analizy Fourierowskiej (122).

Wskazniki sztywnosci Scian tetnic

W oparciu o uzyskane fale t¢tna (obwodowa i1 aortalng) obliczano wskaznik
wzmocnienia ci$nienia skurczowego w aorcie. Obwodowy wskaznik wzmocnienia
(Alxopbw) zdefiniowano jako iloraz szczytow skurczowych drugiego i pierwszego na
fali tgtna, pomnozony przez 100% (119), natomiast aortalny wskaznik wzmocnienia
(Alx,) jako réznice szczytow drugiego i pierwszego na aortalnej fali t¢tna wyrazong
jako procent cisnienia tgtna (91, 122). Ponadto oceniano aortalne ci$nienie tetna

(PP4o), jako réznicg cisnienia skurczowego i rozkurczowego w aorcie (122).
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Ryc. 8 . SphygmoCor: komputerowy raport analizy tetnicy promieniowej i

ekstrapolowanej aortalnej fali tetna

PATIENT DATA

Patient Name W.W.

Patient ID Address :
Patient Code

Age, Sex 30 FEMALE

STUDY DATA

11 Aug 2000, 8:46:18 AM  Height, Weight (BMI) 175cm, 64kg (20.9 kg/m?) Operator ID:
Medication: irbesartan natrilix
Notes:

QUALITY CONTROL

Pulse Height 115
Pulse Height Variation 2%
Diastolic Variation 3%

. Pulse Length Variation 2%
W, dP/dt Max 853

RADIAL AORTIC
Sp Sp 140
138132 .
Dp Dp H20
110
MP MP
101101 i
90
PP PP
62 54 N
o o0 40 60 | 80 1000
. {ms)
CENTRAL HAEMODYNAMIC PARAMETERS
Heart Rate, Period 59 bpm, 1023 ms P1 Height(P1 - Dp) 35 mmHg Buckberg SEVR (Ad/As) 140% (35202521)
Eection Duration (ED) 369 ms, 36% Augmentation (AG) 20 mmHg MP. (Systole, Diastole) 116, 92 mmHg
Aortic T1, T2 105. 253, 135 ms Aug. Index (AG/PP, P2/P1) 37%, 159% End Systofic Pressure 115 mmHg
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Badanie ultrasonograficzne tgtnic szyjnych

Stopienn przebudowy $ciany naczyniowej analizowano przy zastosowaniu
ultrasonograficznej oceny grubosci kompleksu blona wewngtrzna — btona srodkowa
w tetnicach szyjnych wspélnych. Pomiaréw dokonywano w  projekcji
dwuwymiarowej w osi dlugiej tetnicy przy uzyciu glowicy liniowej o czgstotliwosci
7.5 MHz (Ultrasonograf Hewlett Packard, Sonos 2000). Za kompleks IMT przyj¢to
warstwe hipoechogenng w obrebie $ciany tetnicy ograniczonej od strony s$wiatla
naczynia linig migdzy krwig a srédblonkiem, a od strony zewn¢trznej - migdzy blong
srodkowa a przydanka. Protokét badania obejmowal oceng IMT w obu tegtnicach
szyjnych wspdlnych na $cianach blizszej i dalszej, 2 cm proksymalnie od
rozwidlenia na tetnicg szyjna wewnetrzng i zewngtrzng (ryc. 9). W kazdym miejscu
dokonywano trzech pomiar6w. Wynik stanowigcy grubos¢ IMT wyrazano w postaci

sredniej wszystkich pomiaréw (132, 192).

Ryec. 9. Schemat projekcji pomiaréw IMT w tetnicy szyjnej wspdlnej

t. szvina
zewnetrzna
£ 1,1
tetnica szyjna 4+ Zem >
wspéina vV V¥
. ~ ' t. szyjna

wewnetrzna
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Badane genotypy

Badania genetyczne zostaly wykonane w ramach projektu EPOGH (87, 88), w
laboratorium Profesora G. Bianchi w Mediolanie (The Cattedra e Scuola di
Nefrologia, Universita Vita e Salute San Raffaele). Genomowy DNA wyizolowano
z limfocytéw krwi obwodowej, pobranej na wersenian dwusodowy (EDTA), za

pomoca zestawu firmy QIAGEN (QIAamp DNA Blood Mini Kit).

Gen syntazy aldosteronu

Region genomu zawierajacy polimorfizm C-344T genu CYP11B2 zostat powielony
w lancuchowej reakcji polimerazy (PCR — Polymerase Chain Reaction) przy
wykorzystaniu starterow 1 i 2 przedstawionych w tabeli 1. Do reakcji amplifikacji
stosowano 100 ng DNA oraz Taq polimeraz¢ (ATGC Biotechnologie). Probki
nast¢gpnie poddawano denaturacji w temperaturze 94°C przez 5 minut, po czym
poddawano je 35 cyklom amplifikacji: w temperaturze 94°C przez 30 sekund, 52°C
przez 30 sekund, 72°C przez 30 sekund oraz jeden cykl w temperaturze 72°C przez
10 minut. Produkty PCR poddawano denaturacji w 150 pL. 0.5 mol/L NaOH i 1.5
mol/L. NaCl i nanoszono na nylonowg membrang (N+, ICN). Membrany byly
nastepnie neutralizowane w 2 x SSC uwidaczniano w $wietle UV. Do
genotypowania uzyto swoistych sond (3 1 4 w tabeli 1). Kazda z membran
nylonowych zostata zhybrydyzowana w 7% glikolu polietylenowym — 10% SDS w
temperaturze 50°C przez 4 godziny z 100 pmol kazdej z dwoch sond oraz
oznakowana [y-szP]ATP. Membrany dwukrotnie plukano w temperaturze pokojowe;j
w 1 x SSC przez 5 minut, oraz przez kolejne 5 minut w 0,5 x SSC w temperaturze

52°C a nast¢pnie poddano autoradiografii (30).

Tab. 1. Startery i allelo - swoiste oligonukleotydy uzywane do detekcji wariantow

genu syntazy aldosteronu

Oligonukleotyd Zastosowanie
1 CAGGGGGTACGTGGACATTT
Powielanie regionu -344
2 CAGGGCTGAGAGGAGTAAAA
3 TCCAAGGCTCCCTCTCA Genotypowanie allelu -344T
4 TCCAAGGCCCCCTCTCA Genotypowanie allelu —-344C




Gen o adducyny

Do wyodrgbnienia polimorfizmu Gly460Trp o adducyny uzyto ABI Prism 7700
Sequence Detection System (Applied Biosystems Inc., Foster City, CA) z
zastosowaniem 5’ nukleazy. W tabeli 2 zestawiono starter sensowny i antysensowny
(1 1 2 oligonukleotyd) oraz probki regionéw 460Gly i 460Trp (odpowiednio 3, 4
oligonukleotyd) uzytych do genotypowania. Mieszanina reakcyjna do PCR zawierala
50 ng DNA, 300 nmol starteréw oraz 100 nmol probki FAM i 50 nmol — TETna 25
pL (158).

Tab. 2. Startery i allelo - swoiste oligonukleotydy uzywane do detekcji wariantéw

genu o adducyny

Oligonukleotyd Zastosowanie

1 5CGTCCACACCTTAGTCTTCGACTT
Powielanie regionu zainteresowania

2 5'GGAGAAGACAAGATGGCTGAACTC
3 5FAM-TTCCATTCTGCCCTTCCTCGGA-TAMRA Genotypowanie 460 Gly
4 5TET-TTCCATTCTGCCATTCCTCGGAA-TAMRA Genotypowanie 460 Trp

Analiza statystyczna

Do opracowania baz danych i analizy statystycznej wynikéw wykorzystano glownie
oprogramowanie SAS System, wersja 8.1 (SAS Institute Inc., Cary, North Carolina,

USA). Analize statystyczna przeprowadzono wg nastgpujacej kolejnosci:

1. W tescie Shapiro - Wilka (PROC UNIVARIATE oprogramowania SAS) zostata
sprawdzona zgodnos$¢ rozktadu analizowanych zmiennych ciaglych z rozkladem
normalnym. W przypadku zmiennych niespetniajacych kryteriow rozkladu
normalnego (p < 0.05), zmienne byly poddawane transformacji logarytmiczne;j
(log10X), co umozliwilo wlaczenie ich do analizy z zastosowaniem testow

parametrycznych.

2. A) Charakterystyk¢ populacji sporzadzono przy zastosowaniu statystyk
opisowych. Dane ilosciowe przedstawiono jako $rednie arytmetyczne z

odchyleniem standardowym (SD) a w przypadku danych niespelniajacych



kryteriow normalnosci rozkladu jako srednie geometryczne z przedziatem
ufnosci (95% CI). Zmienne jakosciowe zostaty przedstawione jako proporcje.

B) Srednie wartosci poszczegélnych  zmiennych pomiedzy grupami
pokoleniowymi, badz migdzy kobietami i mezczyznami poréwnywano przy
zastosowaniu testu t-Studenta i testu chi-kwadrat odpowiednio dla zmiennych
ilosciowych i jakosciowych.

C) Wspotczynnik korelacji pomiedzy 24 godzinnym wydalaniem aldosteronu i
elektrolitow z moczem a wybranymi fenotypami obliczano przy zastosowaniu

procedury PROC CORR oprogramowania SAS.

. Do wyodrgbnienia czynnikdw powigzanych z analizowanymi fenotypami
(ciSnieniowymi 1 sztywnosci tgtnic) zastosowano analizg regresji krokowej. Za
warto$¢ progowa statystyki F Snedecora do wejscia i pozostania w modelu

przyjeto wartos¢ p = 0.10.

. Przed rozpoczgciem analiz genetycznych zgodno$¢ obserwowanego rozkiadu
czestosci  genotypdw z rozkladem przewidywanym przez prawo Hardy
Weinberga potwierdzono uzywajac testu chi-kwadrat dla jednego stopnia

swobody.

. W analizie asocjacji badano zwiazek zmiany (wzrostu lub spadku) zmiennc;j
ciaglej, czyli badanych fenotypow, z wybranymi genotypami. Analiz¢ asocjacji
dla catej grupy badanej przeprowadzono uzywajac metody generalized estimating
equations (GEE) zawartej w procedurze PROC GENMOD oprogramowania
SAS. GEE pozwala uwzgledni¢ w analizie wieloczynnikowej zmienne zwigzane
z badanym fenotypem, jak rowniez zaleznos¢ fenotypéw (wspolczynnikow

korelacji) pomigdzy osobami spokrewnionymi w obrebie rodziny (5).

W przypadku pokolenia rodzicow w regresji wieloczynnikowej badano zwiazek
pomiedzy fenotypami cis$nieniowo - naczyniowymi a  genotypami
polimorfizméw kolejno o adducyny i CYP11B2 z uwzglednieniem zmiennych
powiazanych. Okreslano w ten sposob dla poszczegdlnych grup genotypowych

wartodci  wystandaryzowanych $rednich z  bledem standardowym dla
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poszczegblnych fenotypéw oraz poziom prawdopodobienstwa odrzucenia

hipotezy zerowe;.

Analiz¢ asocjacji w pokoleniu potomkéw wykonano ponownie stosujac metode
GEE (PROC GENMOD oprogramowania SAS) (5).

. Wyniki analizy asocjacji poddawano weryfikacji stosujac ilo$ciowy test
nieréwnowagi transmisji (QTDT). Do analizy wlgczano tylko potomkow
informatywnych czyli tych u ktérych przynajmniej jedno z rodzicéw bylo
heterozygota pod wzgledem polimorfizmu badanego genu (odpowiednio o

adducyny czy CYP21B2), bowiem tylko w tych przypadkach mozna bylo

potwierdzi¢ fakt transmisji danego allelu (8).
Wedlug zaproponowanej przez Abecasisa i wsp. metody w oprogramowaniu

QTDT, wersja 2.4 (http://www.sph.umich.edu/csg/abecasis/QTDT) (7) -

okreslano wewnatrz- 1 migdzyrodzinng komponent¢ wariancji fenotypu.
Statystyka beta dla wewnatrzrodzinnej wariancji odzwierciedla kierunek i

wielko$¢ asocjacji gdy jest dziedziczony dany allel.
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Wyniki

Charakterystyka badanej populacji

Badana populacja z Miasta i Gminy Niepotomice liczyta 185 0s6b z 52 nuklearnych
rodzin, natomiast w Krakowie zbadano 109 0s6b z 31 rodzin. Badaniem objeto wiec
294 osoby z 83 dwupokoleniowych rodzin. Strukture badanych rodzin przedstawiono
w tabeli 3.

Tab. 3. Struktura i liczebnos$¢ badanych rodzin

Struktura rodzin Liczba rodzin
Rodzice + Dzieci o danej Odsetek (%)
strukturze

2 2 37 446

: 2 23 27.7

2 ! 8 9.7

: ! 7 8.4

2 3 4 438

: 3 3 3.6

2 > 1 1.2

W badanej populacji byto 15 rodzin z jednym dzieckiem, 60 rodzin z dwoma

dzieémi, trojka dzieci byta w siedmiu rodzinach oraz pigcioro dzieci bylo w jednc;j

rodzinie.

Srednia wieku rodzicow wynosila 51.5 + 5.4 lat, a potomkow 25.5 + 4.8 lat. W
pokoleniu rodzicow, w poréwnaniu do ich dorostych dzieci, wskaznik masy ciala
(283 +49vs23.0£3.3 kg/m?; p < 0.0001), cigzar ciata (79.1 + 14.8 vs 68.5 + 12.2
kg; p = 0.021), skurczowe (137.4 £ 17.7 vs 121.6 * 13.7 mmHg; p = 0.002) oraz
rozkurczowe (86.6 + 9.6 vs 75.0 £ 11.6 mmHg; p = 0.031) cisnienie t¢tnicze krwi

(Srednia z pieciu pomiaréw sfigmomanometrycznych) byly istotnie wyzsze.



Tab. 4. Charakterystyka kliniczna i czynniki stylu zycia w badanej populacji
Dane przedstawiono jako srednie arytmetyczne (SD) lub jako liczba 0s6b (odsetek, %),
# Srednia z pieciu pomiaréw podczas wizyty domowej;

*0<0.05; 1 p<0.01; } p<0.001 dla réznicy miedzy piciami w obrebie pokolenia,

Ojcowie Matki Synowie Corki
(n=154) (n=79) (n=83) (n=78)
Dane kliniczne
Wiek (lat) 51.9 (6.0) 51.2 (5.0) 24.5(4.2) 26.5 (5.2)*
Ciezar ciata (kg) 85.4 (13.2) 748 (14.4) I 74.7 (10.4) 62.0 (10.5) §
Wzrost (cm) 173.9 (6.0) 162.4 (4.9) I 178.4 (6.4) 165.7(5.4) §
Wskaznik masy ciata (BMI, kg/m?2) 27.1(3.4) 27.2(4.7) 22.8 (3.0 21.7 (3.5)
Czestos¢ akeji serca (uderzenia/min) 714 (11.4) 72.5 (10.9) 72.9 (12.6) 75.6 (10.2)
CTK skurczowe (mm Hg) # 137.6 (17.7) 137.2 (17.9) 125.6 (11.5) 117.4 (14.7) I
CTK rozkurczowe (mmHg) # 86.9 (10.1) 86.4 (9.4) 76.9 (9.8) 73.0 (13.0)*
Nadcisnienie tetnicze 37 (68.5%) 54 (68.4%) 18 (21.7%) 11 (14.1%)
Cukrzyca 5(9.3%) 1 (1.3%) 0 (0%) 0 (0%)
Leczenie przeciwnadci$nieniowe 22 (40.7%) 37 (46.8%) 8 (9.6%) 3 (3.9%)
Czynniki stylu zycia
Palenie tytoniu 20 (37.0%) 23 (29.1%) 25 (30.1%) 13 (16.7%)*
Regulame spozycie alkoholu (2 5 g/d) 20 (37.0%) 4 (5.1%)7 28 (33.7%) 4 (5.1%)7
Wysitek fizyczny (log kcal) 3.17(0.2) 3.07 (0.2)* 3.23(0.2) 3.15 (0.2)*
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W grupie rodzicéw znamiennie czgsciej wystgpowato nadcisnienie tetnicze
(68.4 s 18.0%; p < 0.0001) oraz czgsciej stosowana byla terapia
przeciwnadcisnieniowa (44.4 vs 6.8%; p < 0.0001) w pordéwnaniu do pokolenia

potomkow.

W tabeli 4 przedstawiono charakterystyke kliniczng i wybrane czynniki stylu zycia
badanej populacji wedlug grup pokoleniowych i ptci. W obydwu pokoleniach
kobiety znacznie rzadziej deklarowaly regularne spozycie alkoholu i
charakteryzowaly si¢ w poréownaniu do mezczyzn mniejszym poziomem wysitku
fizycznego. Wsrod potomkow corki w pordéwnaniu do synoéw rzadziej palily tyton. W

pokoleniu rodzicow sze$¢ 0sdb chorowalo na cukrzyce typu 2.

Cisnienie tetnicze krwi

W milodszym pokoleniu, me¢zczyzn cechowala istotnie wyzsza warto$¢ zardwno
skurczowego, jak i rozkurczowego cisnienia tgtniczego krwi mierzonego w trakcie

wizyty domowej. Roznic tych nie obserwowano w starszym pokoleniu (tab. 4).

Rodzicow, w poréwnaniu z pokoleniem mlodszym, charakteryzowaly wyzsze
warto$ci cisnienia tetniczego w ABPM zar6wno z okresu dnia (129.9 + 12.2/81.8 £
8.1 vs 125.2+9.3/74.5 + 7.6 mmHg; p = 0.0002), jak i nocy (112.2 + 13.1/67.3 £ 9.8
vs 106.2 £ 8.7/57.6 £ 6.6 mmHg; p < 0.0001). Ponadto, spadek nocny skurczowego
(13.1 £6.5vs 15.0 £ 5.7%; p = 0.008) 1 rozkurczowego (17.7 £ 8.3 vs 22.5 + 7.7%;
p <0.0001) ci$nienia t¢tniczego byt istotnie mniejszy urodzicow.

W calodobowym automatycznym monitorowaniu ci$nienia t¢tniczego krwi w
pokoleniu rodzicéw istotnie wyzsze wartosci skurczowego 1 rozkurczowego
ci$nienia tetniczego z okresu nocy stwierdzono u mezczyzn, w porownaniu do
kobiet. Ponadto, mezczyzn cechowata znamiennie mnicjsza obnizka nocna
skurczowego 1 rozkurczowego cisnienia. W populacji potomkdow, obscrwowano
wyzsze wartosci ci$nienia skurczowego zaréwno w ciggu dnia, jak i nocy u
mezczyzn w poréwnaniu do kobiet. W milodszym pokoleniu nic stwicrdzono

natomiast roznic pomigdzy ptciami w stopniu obnizenia cisnienia w nocy (tab. 5).
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Tab. 5. Calodobowe monitorowanie cisnienia tetniczego (ABPM), badania laboratoryjne

Dane przedstawiono jako Srednie arytmetyczne (SD);

# ABPM przeprowadzono u 289 0sob;

** Dobowq zbidrke moczu uzyskano u 290 0sob;

* p<0.05; 1 p<0.01; f p<0.00! dla réznicy miedzy plciami w obrebie pokolen,

Ojcowie Matki Synowie Cérki
(n=54) (n=79) (n=283) (n=78)
ABPM #
skurczowe dzien (mm Hg) 131.3(11.2) 129.0 (12.8) 129.2 (8.1) 121.0(8.8) I
rozkurczowe dzien (mm Hg) 83.1(74) 80.9 (8.5) 74.9 (8.0) 74.2 (7.3)
skurczowe noc (mm Hg) 115.9 (12.6) 110.7 (13.1)* 109.2 (8.6) 103.1(7.7)
rozkurczowe noc (mm Hg) 70.3 (9.5) 652(9.5) t 58.0 (7.6) 57.1 (5.5)
skurczowe — obnizka nocna (%) 11.7 (6.7) 14.1 (6.1)* 15.3 (6.5) 14.6 (5.6)
rozkurczowe — obnizka nocna (%) 15.3 (8.8) 19.5(7.5) 22.2 (10.7) 22.8(7.1)
Dane biochemiczne
Cholesterol catkowity (mmol/l) 5.7(1.1) 5.6(1.1) 4.5 (0.9) 4.7 (1.0)
Triglicerydy (mmol/1) 2.0(1.5) 1.6 (1.1) * 1.2 (0.7) 0.8(0.5)
Cholesterol HDL (mmol/l) 1.4 (0.3) 1.6 (0.4)* 1.5(0.3) 1.7(0.4) t
Cholesterol LDL (mmol/l) 3.4(1.1) 3.3(1.0) 2.4 (0.8) 2.5(0.9)
Dobowa zbidrka moczu — objetos¢ (1) ** 1.57 (0.5) 1.42 (0.4) 1.50 (0.5) 1.35 (0.6)
Dobowe wydalanie z moczem:
- sodu (mmol) 288 (107) 214 (63) I 270 (73) 216 (86) 1
- potasu (mmol) 75 (27) 6121t 71 (28) 57(18) %
- aldosteronu (nmol) 10.0 (1.6) 12.6 (2.1) 9.3(1.9) 12.3 (2.0)*
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Badania laboratoryjne

Rodzice w pordwnaniu z pokoleniem potomkdéw charakteryzowali si¢ wyzszymi
poziomami cholesterolu catkowitego (5.6 £ 1.1 vs4.5+ 0.9 mmol/l; p < 0.0001),
cholesterolu frakcji LDL (3.3 + 1.3 vs 2.5 * 0.8 mmol/l; p < 0.0001) oraz
triglicerydéw (1.7 £ 1.3 vs 1.01 & 0.66 mmol/l; p < 0.0001). Dyslipidemi¢ w postaci
hipercholesterolemii i/lub hipertriglicerydemii istotnie czgsciej obserwowano wsrod
rodzicow (66.1 vs 23.6%; p < 0.0001). W obu pokoleniach m¢zczyzn, w poréwnaniu
do kobiet, cechowaly wyzsze wartosci osoczowego poziomu triglicerydow i nizsze

warto$ci cholesterolu frakcji HDL (tab. 5).

W parametrach wyliczanych na podstawie dobowej zbidrki moczu nie stwierdzono
roznic pomigdzy pokoleniami. Dobowe wydalanie sodu i potasu z moczem bylo
istotnie wyzsze u mezczyzn w porownaniu do kobiet, niezaleznie od pokolenia,
natomiast tylko u kobiet mlodszego pokolenia stwierdzono wyzsze wydalanie

aldosteronu z moczem (tab. 5).

Analiza fali tetna

Obwodowy i aortalny wskaznik wzmocnienia ci$nienia skurczowego byl istotnie
wyzszy w pokoleniu rodzicéw w pordwnaniu do ich dorostych dzieci i wynosit
odpowiednio 85.4 + 15.9 vs 52.4 £ 13.6%; p < 0.0001 oraz 27.2 + 114 vs 4.1 £
13.6%; p < 0.0001. Cisnienie tgtna zarowno obwodowe (49.3 £ 11.6 vs 46.1 £ 10.5
mmHg; p = 0.014) jak i aortalne (40.2 = 11.9 vs 28.8 + 6.6 mmHg; p < 0.0001) bylo
znamiennie wyzsze w starszym pokoleniu.

W obu pokoleniach kobiety charakteryzowaly si¢ wyzszymi w porownaniu do
mezezyzn warto$ciami Alxqpy 1 AlxX,o (tab. 6).

Zaleznosci pomiedzy  wartosciami obwodowego 1 aortalncgo  wskaznika
wzmocnienia ci$nienia skurczowego oraz obwodowego i aortalnego cisnienia t¢tna a
wiekiem i plcig przedstawiono na rycinie 10. W badanej grupie, zarowno AlXgp 1
PPohw jak i PPy 1 Alx,, wzrastaly w kazdej kolejnej dekadzie zycia. Ponadto w
kazdej dekadzie wskazniki wzmocnienia ci$nienia i aortalne cisnicnic t¢tna byty

wyzsze u kobiet niz u mezczyzn.



Tab. 6. Wyniki badan specjalistycznych: fenotypy naczyniowe

Dane przedstawiono jako Srednie arytmetyczne (SD);

** IMT zmierzono u 205 0sob;

*»<0.05; 1 p<0.01; } p<0.001 dla roznicy miedzy plciami w obrebie pokolen;

Ojcowie Matki Synowie Corki
(n=54) (n=179) (n=83) (n=178)
Dane analizy obwodowej fali tetna
Cisnienie tetna na tetnicy ramiennej (mm Hg) 50.7 (13.2) 50.8 (11.7) 48.7 (12.5) 444 (8.8) T
Wskaznik wzmocnienia cisnienia skurczowego (%) 79.1 (15.6) 89.7 (14.6) 7 46.4 (12.4) 58.8(17.6) t
Dane analizy aortalnej fali tetna
Cisnienie tgtna w aorcie (mm Hg) 38.4(12.0) 41.4(11.9) 28.9 (6.7) 28.8 (6.6)
Wskaznik wzmocnienia cisnienia skurczowego (%) 22.3(11.3) 30.6 (10.2) + -0.8 (10.8) 9.4(14.3)
IMT (mm) ** 0.733 (0.116) 0.682 (0.125)* 0.536 (0.064) 0.522 (0.068)
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Rye. 10. Parametry sztywnosci tetnic przedstawione wedlug wieku i plei

Cyfry odpowiadajq liczbie 0s6b w poszczegdlnych kategoriach wiekowych

Obwodowe PP mm Hg

Obwodowy Alx %

m Mezczyzni

60 -
55 | 33
31
50 -
74 48
18
45
60
40 T T 1
20- 30- 40- >50
Kategorie wiekowe (lata)
100 -
31 48
80 -
18 33
19
60 4 60
11
404 74
20 T T T - 1
20- 30- 40- =>50

Kategorie wiekowe (lata)

o Kobiety

Aortalne PP mm Hg

Aortalny Alx%

45 - 48
31
40 A
33
35 - 18
19
30 - 74
60 11
25 — e —
20- 30- 40- >50
Kategorie wiekowe (lata)
40 -
31 48
25 - 18
33
19
10 | 60
11
50 74
-20
20- 30- 40- >50

Kategorie wiekowe (lata)
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Jak przedstawiono na rycinie 11, zaré6wno obwodowe jak 1 aortalne skurczowe
ci$nienie tg¢tnicze istotnie (p < 0.0001) wzrastalo wraz ze wzrostem wskaznika
wzmocnienia cis$nienia skurczowego. Ponadto kat nachylenia wykresu zaleznosci
aortalnego skurczowego cisnienia od aortalnego wskaznika wzmocnienia byt istotnie
wiekszy (p = 0.0035) niz kat nachylenia wykresu zaleznosci tych parametréw na

tetnicy obwodowe;.

Ryc. 11. Zaleznos$¢ lokalnego obwodowego i aortalnego skurczowego cisnienia od

obwodowego i aortalnego wskaznika wzmocnienia ci$nienia skurczowego

Tetnice obwodowe Aorta
190 190

n =294 =294

r=0.39 8 2 =062

P <0.0001 . . P<0.0001

WS e
| o
£ 150 - o 150 -
£ I
= IS
g s
$ 5
o 110 - * 110 -
(] X |
X ~
[
2 (&)
MM+— - _ P 1 70 .
0 50 100 150 0 50 100
Alx obwodowy, % Alx aortalny, %
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Grubo$¢ kompleksu blona wewnetrzna — blona §rodkowa

IMT w tetnicach szyjnych bylo istotnie wigksze w populacji rodzicow w poréwnaniu
do populacji dzieci (0.704 £ 0.123 vs 0.529 + 0.066 mm; p < 0.0001). Ponadto w
grupie rodzicow wyzsze wartosci IMT cechowaty mezczyzn w poréwnaniu do kobiet
(tab. 6). Zaleznos¢ IMT od plci i wieku przedstawiono na rycinie 12. Do piatej
dekady zycia mezczyzni wykazywali nieco wigksze wartosci IMT niz kobiety,
10znicy tej nie obserwowano w széstej dekadzie.

Ryc. 12. IMT w tetnicy szyjnej wspdlnej wg wieku 1 pici

Cyfry odpowiadajq liczbie 0s6b w poszczegolnych kategoriach wiekowych

m Mezczyzni o Kobiety

14 25
0,9 -
0,8 - 37
£ 17
' 0,7 1
s 51 4
0,6 - 21
i 11
0571 39
0,4 T T T 1
20- 30- 40- >50
Kategorie wiekowe (lata)
Regresja krokowa

Do wyodrebnienia czynnikdbw powigzanych z analizowanymi fenotypami
zastosowano analize regresji krokowej. Wartosci cisnien (w tym cisnicnic t¢tna,
skurczowe i rozkurczowe cisnienie z okresu dnia i nocy oraz obnizka nocna obydwu
cisnien) z calodobowego automatycznego monitorowania cisnicnia tetniczego
zwigkszatly sie wraz z wiekiem osoby badanej, wskaznikiem masy ciata. palenicm
tytoniu, a takze byly wyzsze u plci mgskiej, obserwowano rownicz zaleznosé od
faktu stosowania terapii przeciwnadcisnieniowej (p < 0.05 dla wszystkich wyzcj

wymienionych zmiennych).
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Obwodowe cisnienie te¢tna zwigkszato si¢ pod wplywem wieku (wspdlczynnik
regresji [B] £ SE; 0.10 £ 0.05%/rok; p = 0.072), wzrostu (0.17 + 0.08%/cm; p =
0.026), palenia tytoniu (3.12 + 1.50%; p = 0.038) i terapii przeciwnadcis$nieniowej
(5.84 £ 1.70%; p = 0.007) oraz bylo wyzsze u plci meskiej (0.28 + 0.24%; p =
0.088).

Aortalne ciénienie tetna zwigkszalo si¢ wraz z wiekiem (0.19 + 0.04%/rok; p <
0.001), $rednim cisnieniem tetniczym (0.33 + 0.04% mmHg; p < 0.001), paleniem
tytoniu (2.58 & 1.08%; p = 0.017), terapia przeciwnadcisnieniowg (2.91 £ 1.23%; p =
0.019), byto wyzsze u pici zenskiej (3.06 £ 0.97%; p = 0.002), a zmniejszato si¢ wraz
z wigkszym wzrostem i czgstoscig akcji serca (-0.28 + 0.04%/uderzenie; p < 0.001).
Obwodowy wskaznik wzmocnienia cisnienia skurczowego wzrastal wraz z wiekiem
(0.83 £ 0.07%/rok; p < 0.001), Srednim cisnieniem tetniczym (0.44 + 0.07%/mmHg;
p < 0.001), paleniem tytoniu (3.98 £+ 1.69%; p = 0.019) oraz byl wyzszy u kobiet
(9.37 £2.19%; p < 0.001), a malal pod wptywem wiekszej czestosci akeji serca

(-59 £ 0.07%/uderzenie; p < 0.001) 1 wysokosci ciata (-0.36+0.13%/cm; p = 0.006).
Podobnie aortalny wskaznik wymocnienia ci$nienia skurczowego wzrastal wraz z
wiekiem (0.61 = 0.05%/rok; p < 0.001), $rednim cisnieniem tetniczym (0.27 +
0.05%/mmHg; p < 0.001), paleniem tytoniu (2.56 = 1.26%; p = 0.043) i byt wiekszy
u kobiet (7.70 £ 1.63%; p < 0.001), a malat pod wpltywem wzrostu czgstosci akcji
serca (-0.52 + 0.05%/uderzenie; p < 0.001) i wigkszego wzrostu badanych oséb

(-0.25 £ 0.09%/cm; p=0.009). Ponadto we wszystkich analizach wskaznikow
sztywnosci naczyn uwzgledniano roéwniez fakt stosowania  tcrapii
przeciwnadci$nieniowej, dobowe wydalanie sodu z moczem oraz osobg wykonujacq

badanie.

Analizujac czynniki powigzane z gruboscia kompleksu blona wewngtrzna — blona
srodkowa $ciany naczyniowej stwierdzono, ze IMT pozostawalo w zwigzku z
wiekiem (0.005 £ 0.0006%/rok; p < 0.001), picig ([P] dla mgzczyzn: 0.039 +
0.012%; p = 0.003), wskaznikiem masy ciata (0.004 + 0.001%/kg/m?; p = 0.003),
paleniem tytoniu (0.040 + 0.015%; p = 0.009), poziomem triglicerydow (0.017 %
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0.007%/mmol/l; p = 0.01) oraz faktem stosowania terapii przeciwnadcisnieniowej

(0.058 £ 0.015%; p = 0.002).

Analizy fenotypéw zostaly przeprowadzone z uwzglednieniem odpowiednich,

wyszczegdlnionych powyzej zmiennych.

Czesto$¢ wystgpowania badanych genotypow

Rozklady czgstosci genotypdéw polimorfizmu Gly460Trp genu o adducyny oraz
polimorfizmu C-344T syntazy aldosteronu byty zgodne z przewidywanymi wedlug
prawa Hardy — Weinberga (odpowiednio p = 0.45 i p = 0.78).

Osoby z nadci$nieniem tetniczym nie réznily sie¢ w istotny sposéb od badanych bez
nadci$nienia t¢tniczego pod wzgledem czgstosci wystepowania poszczegdlnych
genotypow polimorfizméw badanych genéw. Nie stwierdzono réwniez roéznicy w

wystepowaniu  poszczegdlnych alleli badanych polimorfizmow genetycznych

pomiedzy osobami z i bez nadcisnienia tgtniczego (tab. 7).

Nie obserwowano istotnych réznic w rozkladzie genotypow polimorfizmu
Gly460Trp genu o adducyny (p = 0.139) oraz C-344T syntazy aldosteronu (p =
0.35) w zaleznosci od plci. Podobng czgstosé poszczegolnych genotypow
obserwowano w obydwu pokoleniach, poziom istotnosci wynosit odpowiednio dla o

adducyny p = 0.91, a dla syntazy aldosteronu p = 0.47.
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Tab. 7. Czgstosé genotypow i alleli w badanej populacji

Wartosci przedstawiajq liczbe alleli i/lub genotypow (%);

*p < 0.05 dla roznicy w czestoci genotypow lub alleli;

Gen Allele Genotypy

CYP11B2 T e T c €c
Cata populacja 297(50.5) 291 (49.5) 70(23.8)  157(53.4)  67(22.8)
Osoby z nadcisnieniem 119 (49.6) 121 (50.4) 25(20.8) 69 (57.5) 26 (21.7)
Osoby bez nadcisnienia 178 (51.2) 170 (48.8) 45 (25.9) 88 (50.6) 41 (23.5)

a Adducyna Gly Trp GhGly GlyTrp TrpTrp
Cata populacja 491 (83.5)  97(16.5) 202 (68.7)  87(29.6) 5(1.7)
Osoby z nadcisnieniem 200(83.3)  40(16.7) 82 (68.3) 36 (30.0) 2 (1:7)
Osoby bez nadciénienia 291 (83.6)  57(16.4) 120 (69.0)  51(29.3) 3(1.7)
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Fenotypy ci$nieniowo — naczyniowe a badane polimorfizmy

genetyczne

Polimorfizm Gly460Trp genu o adducyny

Analiza asocjacji

W analizie asocjacji, z uwagi na niska czestos$¢ allelu Trp w badanej grupie (tab. 7),
populacje badang rozpatrywano pod wzgledem polimorfizmu genu a adducyny jako

nosicieli allelu Trp badZ homozygoty GlyGly.

W badanej populacji nie stwierdzono zwigzku pomigdzy wartosciami skurczowego
(p = 0.44) ani rozkurczowego (p = 0.31) ci$nienia tetniczego, mierzonego
sfigmomanometrem rtgciowym w warunkach domowych, z polimorfizmem genu o

adducyny.

W badanych rodzinach nie stwierdzono rowniez asocjacji badanego polimorfizmu z
wartosciami skurczowego i rozkurczowego cisnienia tetniczego z okresu dnia czy
nocy rejestrowanego w catodobowym automatycznym monitorowaniu cisnienia
tetniczego. Analiza przeprowadzona oddzielnie w kazdym z pokolen réwniez nie
wykazala roznic parametrow z ABPM w zaleznosci od genotypu (tab. 8).

Mniejsza obnizka nocna rozkurczowego cisnienia tetniczego dotyczyia homozygot
GlyGly w poréwnaniu do nosicieli allelu Trp o adducyny. Jednakze roznicy nic
obserwowano, gdy analizie poddano odrebnie pokolenie rodzicow czy potomkow

(tab. 8).
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Tab. 8. Parametry ABPM w nuklearnych rodzinach wg. genotypow genu o

adducyny

Analiza z uwzglednieniem wieku, plci, wskaznika masy ciala, terapii

przeciwnadcisnieniowej i palenia tyfoniu

Fenotyp Liczba oséb Wystandaryzowana srednia + SE P
GhGly/
CTK (mmHg) GlyTrp+TrpTrp GlyGly GlyTrp+TrpTrp
Oigbtem 199/90 120.0 + 0.8 1209+ 1.2 0.48
Dobowe Rodzice 92/39 1228 +12 1251+ 1.7 0.26
skurczowe
Dzieci 107/51 117.7+0.8 116.5+ 1.1 0.33
Ogétem 199/90 71.8+ 0.6 71.0 + 0.7 0.33
Dobowe Rodzice 92/39 76.4 + 0.9 758+ 1.0 0.68
rozkurczowe
Dzieci 107/51 67.7+0.7 67.2+0.8 0.65
Ogtlen 199/90 126.9 + 0.9 1286+ 1.3 0.26
j:g,fmwe Rodzice 92/39 129.0 + 1.3 131.7+1.9 0.21
Dzieci 107/51 125.1 0.9 1248+ 1.2 0.85
Ogétem 199/90 77.9 + 0.6 77.5+0.7 0.69
d“;ﬁﬁ“"’mwe Rodvice 92/39 817409 817+ 1.0 0.94
Dzieci 107/51 743 + 0.8 745+ 1.0 0.93
Ogélem 199/90 109.3 + 0.9 109.1 + 1.1 0.86
:';‘:"“"W"' Rodzice 92/39 1128+ 1.4 113 +1.7 0.93
Dzieci 107/51 106.3 + 0.9 105.6 + 1.1 0.58
Ogétem 199/90 62.5+ 0.6 60.9+ 0.8 0.11
I'f(‘)’:k‘"cz"we Risdzice 92/39 67.8+ 1.0 66.1+ 1.2 0.31
Dzieci 107/51 57.8+0.7 56.9 + 0.7 0.34
(%)
Ogétem 199/90 13.8+0.5 15.0+0.5 0.10
Slurczowe— o izice 92/39 12.5+ 0.6 14.0 £ 0.9 0.08
obnizka nocna
Dzieci 107/51 14.7+0.6 15.5+0.7 0.42
Ogétem 199/90 19.9+ 0.5 21.6+0.5 0631
Rozkurczowe— )
obriskn oo Rodzice 92/39 17.1 + 0.8 19.24 1.1 0.14
Dzieci 107/51 21.9+0.7 23.6+ 0.8 0.16




Analizujac parametry sztywnosci tgtnic nie stwierdzono istotnych réznic w populacji
badanej w zaleznosci od genotypu polimorfizmu Gly460Trp a adducyny, zar6wno w
calej grupie jak i w podgrupach pokoleniowych (tabela 9).

Nosiciele allelu Trp genu a adducyny nie rdznili si¢ od homozygot GlyGly pod
wzglegdem grubosci kompleksu blona wewngtrzna — blona srodkowa tetnicy szyjnej
wspolnej (tab. 9).

Tab. 9. Obwodowe cisnienie t¢tna i wskaznik wzmocnienia, aortalne ci$nienia tg¢tna i
wskaznik wzmocnienia oraz grubo$¢ kompleksu blona wewngtrzna — Srodkowa
$ciany tetnicy szyjnej wspodlnej w rodzinach nuklearnych wg. genotypoéw genu o
adducyny

Analiza z uwzglednieniem wieku, plci, terapii przeciwnadcisnieniowej i palenia
tytoniu oraz dodatkowo: dla PPu,, - wzrostu; dla Alx - Sredniego cisnienia
tetniczego krwi, czesto$ci akcji serca, spozycia alkoholu i osoby wykonujqcej

badanie; dla IMT - wskaznika masy ciala, poziomu triglicerydow

Fenotyp Liczba oséb Wystandaryzowana $rednia = SE r
GlyGly
GlyTrp+TrpTrp GhyGly GlyTrp+TrpTrp
. 02/ 50 61 :
Obwodowe Ogodtem 202/92 48.5+0.8 486+ 1.5 0.98
ci$nienie tetna Rodzice 93/40 502+ 1.1 52.0+£22 0.43
(rmlig) Dzieci 109/52 47.1409 457415 0.38
Ot 2 + J

Aortalne Ogotem 02/92 33.8+0.5 350+ 1.0 0.30
cisnienie tetna Rodzice 93/40 39.4+0.8 419+1.7 0.18
(mmidg) Dzieci 109/52 28.8+£0.6 29.0 0.9 0.79
Obwodowy Ogotem 202/92 67.7+1.8 67.7+0.9 0.92
wskaznik ;
wzmochienia Rodzice 93/40 853+ 1.1 853+24 0.98
(%) Dzieci 109/52 526 +1.1 52419 0.93
Aortalny Ogodlem 202/92 14.5+0.7 154+1.2 0.49
wskaznik : -
S Rodzice 93/40 27.1+0.8 272+ 14 0.95
(%) Dzieci 109/52 4.1+0.8 42+1.6 0.96

Ogotem 146/59 0.61 £0.01 0.62 £ 0.01 0.86
IMT (mm) Rodzice 71/29 0.70 £ 0.01 0.70 £ 0.02 0.99

Dzieci 75/30 0.53 £0.01 0.53+0.01 0.89

wn
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Poziom dobowego wydalania sodu, potasu oraz aldosteronu z moczem byt
poréwnywalny w grupach nosicieli allelu Trp i homozygot GlyGly genu o adducyny
w calej populacji badanej, w pokoleniu rodzicéw i potomkéw. Wyniki analizy
asocjacji fenotypdw biochemicznych z badanym polimorfizmem przedstawiono w

tabeli 10.

Tabela 10. Dobowe wydalanie sodu i potasu oraz aldosteronu w rodzinach
nuklearnych wedtug genotypéw genu o adducyny

Analiza z uwzglednieniem wieku i pici badanych

Fenotyp Liczba os6b Wystandaryzowana s$rednia + SE P
GlyGly/
GlyTrp+TrpTrp GlyGly GlyTrp+TrpTrp
Ogdtem 152/69 242 +7 247+ 10 0.69
Na* (mmol/l) Rodzice 49/25 238+ 12 266 + 20 0.18
Dzieci 103/44 240+ 8 249 + 13 0.56
Ogoélem 152/69 64 +2 65+3 0.84
K" (mmol/l) Rodzice 49/25 65+3 68+5 0.61
Dzieci 103/44 62+2 65+3 0.48
Ogotem 152/69 10.2+1.0 11.2+1.1 0.20
Aldosteron ;
(nmol/dobe) Rodzice 49/25 95+1.1 11.2+1.1 0.28
Dzieci 103/44 10.2+1.1 11.0+ 1.1 0.54

wh
(%)



Interakcja gen — srodowisko a wlasnosci duzych naczyn tetniczych

W kolejnym etapie analizy fenotypoéw naczyniowych, w zaleznosci od genotypow
polimorfizmu Gly460Trp genu o adducyny, porownano wartosci wskaznikow
wzmocnienia ci$nienia skurczowego pomigdzy nosicielami allelu Trp i
homozygotami GlyGly w subpopulacji bez leczenia przeciwnadcisnieniowego (n =
221) w zaleznosci od mediany dobowego wydalania sodu z moczem. Wyliczono
median¢ wydalanego sodu dla kobiet i m¢zczyzn, ktore wyniosty odpowiednio: dla
kobiet — Na" p50 = 197 mmol/dobe oraz dla mezczyzn - Na* p50 =271 mmol/dobg.

Na podstawie wyliczonej mediany dobowego wydalania sodu, kazda z osob badanej
populacji zaliczono do jednej z dwoch grup: powyzej lub ponizej mediany spozycia
sodu. Analiza asocjacji fenotypu naczyniowego z polimorfizmem genu o adducyny
przeprowadzona w kazdej z dwoéch powyzszych grup nie ujawnila istotnych réznic
migdzy genotypami (ryc. 13). Analizujac wyniki wskaznikéw wzmocnienia u
homozygot GlyGly stwierdzono, ze istotnie wyzsze (dla Alxepy p = 0.015; dla Alx,,
p = 0.041) wartosci tych wskaznikoéw wystgpowaty u oséb z ponad przecigtnym
poziomem wydalanego sodu, czego nie obserwowano u nosicielu allelu Trp (dla
AlXgpw p = 0.19; dla Alx,, p = 0.25). Stwierdzono natomiast istotng interakcjeg
czynnikéw genetycznego (badany polimorfizm) i Srodowiskowego (poziomu
wydalanego sodu) w warunkowaniu zaro6wno obwodowego jak aortalnego wskaznika
wzmocnienia. Na rycinie 13 przedstawiono wartosci AlXqpw 1 AlXao W zaleznoscei od
mediany wydalanego sodu i genotypéw badanego polimorfizmu o adducyny oraz
poziom istotnosci statystycznej dla interakcji czynnika genctycznego i

srodowiskowego (Pint).



%

Rye. 13. Obwodowy i aortalny wskaznik wzmocnienia wg. genotypow o adducyny i
mediany wydalanego sodu w grupie 221 nieleczonych osob

Wartosci odzwierciedlajq skorygowane srednie + SE.

Analiza z uwzglednieniem wieku, plci, Sredniego cisnienia tetniczego krwi, czestosci
akcji serca, terapii przeciwnadcisnieniowej, palenia tytoniu, spozycia alkoholu i

osoby wykonujqcej badanie

Obwodowy Alx Aortalny Alx
OGIlyGly BGlyTrp+TrpTrp O GlyGly BGlyTrp+TrpTrp
80 - 20 -
Pint = 0.023 Pint = 0.021
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Test nierownowagi transmisji

Do analizy rodzin kwalifikowano tylko informatywnych potomkéw (posiadajacy co
najmniej jednego heterozygotycznego rodzica), co zredukowalo liczbg
analizowanych przypadkéw do 68 oséb dla fenotypow sztywnosci tetnic, 66 osob dla
wynikéw uzyskiwanych z ABPM 1 wreszcie w grupie 41 oséb analizowano IMT. W

analizie QTDT nie stwierdzono réznic w badanych parametrach struktury i funkcji

naczyn w zaleznosci od faktu transmisji allelu Trp genu a adducyny (tab. 11).
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Tab. 11. Analiza QTDT wybranych fenotypéw w zaleznosci od genu o adducyny

B - statystyka beta dla wewnaqtrzrodzinnej wariancji odzwierciedla kierunck i
wielko$¢ asocjacji, gdy jest dziedziczony allel Trp genu a adducyny.

Analiza z uwzglednieniem wieku, plci, wskaznika masy ciala, terapii
przeciwnadcisnieniowej i palenia tytoniu oraz dodatkowo odpowiednio: dla PP, -
wzrostu, dla Alx - Sredniego cisnienia tetniczego krwi, czestosci akcji serca, spozycia

alkoholu i osoby wykonujqcej badanie; dla IMT — wskaznika masy ciala, poziomu

triglicerydow
Informatywni
Fenotyp po:::;i::;e/ Ortogonalny model
potomkowie
Bs XZ P
Obwodowe PP (mmHg) 68/161 -4.20 2.71 0.10
Aortalne PP (mmHg) 68/161 -0.91 0.36 0.55
Obwodowy Alx (%) 68/161 -0.14 0.00 0.96
Aortalny Alx (%) 68/161 0.37 0.03 0.87
IMT (mm) 41/103 0.01 0.22 0.64
CTK ( mmHg):
Dobowe skurczowe 66/158 -2.99 2.90 0.09
Dobowe rozkurczowe 66/158 -0.84 0.41 0.52
Skurczowe dzief 66/158 -3.60 3.71 0.06
Rozkurczowe dzien 66/158 -1.46 0.74 0.07
Skurczowe noc 66/158 -2.43 1.35 0.25
Rozkurczowe noc 66/158 0.17 0.01 0.92
Skurcz_owe 66/158 -.0.99 0.30 0.59
— obnizka nocna (%)
Rozkurczowe 66/158 -1.10 0.51 0.48

—obnizka nocna (%)




Polimorfizm C-344T genu syntazy aldosteronu

Analiza asocjacji

Analizujac wartosci ci$nienia tgtniczego z pomiaréw domowych nie zaobserwowano
roznic pomigdzy genotypami badanego polimorfizmu. W analizie wieloczynnikowej
poziom istotnosci statystycznej dla skurczowego cisnienia tegtniczego wynosit dla
calej populacji p = 0.67, dla pokolenia rodzicow p = 0.42 i dla potomkow p = 0.41, a

dla rozkurczowego ci$nienia - odpowiednio: p = 0.86, p = 0.40, p = 0.33.

Roznice wartosci skurczowego cisnienia tetniczego z okresu caltej doby zalezne od
genotypu badanego polimorfizmu stwierdzono tylko w mlodszym pokoleniu. Wyniki
calodobowego monitorowania ci$nienia tetniczego krwi ujawnily rdznice w
wartosciach skurczowego ci$nienia tetniczego w nocy w zaleznosci od genotypu
polimorfizmu C-344T genu CYP11B2 w calej grupie badanej i w pokoleniu
potomkow (tab. 12).

Wynik analizy asocjacji nocnej obnizki rozkurczowego ci$nienia tgtniczego w calej
badanej populacji z badanym polimorfizmem genu syntazy aldosteronu nie osiggnal

istotnosci statystycznej (tab. 12).



Tab. 12. Parametry ABPM w nuklearnych rodzinach wg. genotypow genu syntazy
aldosteronu

Analiza z uwzglednieniem wieku, plci, wskaznika masy ciala, terapii

przeciwnadcisnieniowej i palenia tytoniu

Fenotyp Liczba os6b Wystandaryzowana srednia = SE
CTK (mmHg) TT/TC/CC TT TC cC P
Ogétem  70/153/66 1189+ 1.1 121.0+09  120.1+12 0.9
Dobowe Rodzice  28/75/28 1219+1.8  124.1+13 123.6+18  0.56
skurczowe
Dzieci 42/78/38 1144+1.0 1187409 117.9+1.0 0.0l
Ogétem  70/153/66 70.8 +0.8 71.7+0.6 720+0.8  05I
Dobowe Rodzice  28/75/28 752413  763+09  77.0+14  0.63
rozkurczowe
Dzieci 42/78/38 66.4 + 0.8 68.1+0.8 67.5+08 025
Ogolem  70/153/66 1269+13  1275+1.0 127.7+13 088
E‘Z‘;‘:Z"W" Rodzice  28/75/28 1286+20 1298+14 131.0+2.1  0.70
Dzieci 42/78/38 122.7+12 1262+1.0 1253+12  0.10
Ogélem  70/153/66 775+0.8 77.6 +0.7 783+10  0.79
ggi'rflm"mwe Rodzice  28/75/28 81.0+1.5 81.5+0.9 83.1+1.6 06l
Dzieci 42/78/38 740+ 1.0 749+ 1.0 73.7+1.0  0.69
Ogélem  70/153/66 106.1+1.1 1108+1.0 1089+15 0.0i3
[S]';:mmwc Rodzice  28/75/28 1104+2.0  1140+1.4 1121423 030
Dzieci 42/78/38 103.1+£1.0 107.4 + 1.1 106.9 + 1.0 0.008
Ogélem  70/153/66 602 +0.8 62.7+0.7 624+10  0.11
l:gfk“mm“’e Rodzice  28/75/28 654+ 1.6 678+1.0 67715 047
Dzieci 42/78/38 56.1 +0.7 58.0+0.9 58.0+0.8  0.18
; o
Ogélem  70/153/66 15.8+0.6 13.6+ 0.5 141407  0.06
Skurczowe = p qrice  28/75/28 14.0+ 1.1 12.4+0.6 142413 0.33
obnizka nocna
Dzieci 42/78/38 15.7 + 0.7 14.8+0.7 145407 042
Ogélem  70/153/66 22.4+0.8 16.6 + 0.6 20.1+08  0.06
Rozkurczowe — p \4iice  28/75/28 194+15 16.8+ 0.9 185+ 13 031
obnizka nocna
Dzieci 42/78/38 233+ 0.8 22.5+09 21.6+ 1.1 0.47




Przeprowadzone analizy konsekwentnie wykazywaly wyzsze wartosci CTK
uzyskiwane metoda ABPM u nosicieli allelu -344C polimorfizmu C-344T geny
syntazy aldosteronu (tab. 12). Wobec powyzszego w nastgpnym etapie uzupelniono
analize o porownanie wynikow rozpatrywanych fenotypow nosicieli allelu -344C

homozygotami -344TT genu syntazy aldosteronu.

Na podstawie przeprowadzonej subanalizy stwierdzono, ze warto$¢ skurczowego
ci$nienia tgtniczego z okresu calej doby byla znamiennie wyzsza w populacji
potomkéw u 0s6b z obecnoscig allelu -344C polimorfizmu C-344T genu CYP11B2
w poréwnaniu do homozygot TT (118 * 0.8 vs 114.4 = 1.0 mmHg; p = 0.0008).
Podobna tendencja dotyczyla réwniez rozkurczowego cisnienia tetniczego z okresu
catej doby, aczkolwiek réznica ta nie osiggneta istotnosci statystycznej (68.0£0.7 vs

66.4 + 0.8 mmHg; p = 0.09).

W calej badanej populacji stwierdzono, ze nosicieli allelu -344C genu syntazy
aldosteronu cechowaly wyzsze wartosci skurczowego i rozkurczowego cisnicnia
tetniczego w ciggu nocy (ryc. 14), oraz mniejszy nocny spadek zardwno

skurczowego jak i rozkurczowego cisnienia tetniczego (ryc. 15).

W pokoleniu potomkdéw nosicieli allelu —344C  genu syntazy aldostcronu w
porownaniu do homozygot —344TT cechowaly istotnie wyzsze wartosci

skurczowego ci$nienia tetniczego zar6wno w ciagu dnia jak i nocy (ryc. 14).



Rye. 14. Parametry ABPM w rodzinach nuklearnych wedlug genotypow genu
syntazy aldosteronu

Analiza z uwzglednieniem wieku, plci, wskaznika masy ciata, terapii
przeciwnadcis'nieniowej i palenia tytoniu

Shipki przedstawiajq Srednie skorygowane +SE

#p<0.05; } p<0.001 dla réznicy miedzy TT i TC + CC
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Rye. 15. Redukcja nocna skurczowego i rozkurczowego cisnienia tgtniczego,
uzyskiwana na podstawie ABPM w rodzinach nuklearnych wg. genotypow genu
syntazy aldosteronu

Analiza z uwzglednieniem wieku, pici, wskaznika masy ciata, terapii
przeciwnadcisnieniowej i palenia tytoniu

Stupki przedstawiajq srednie skorygowane + SE

*<0.05 dla réznicy miedzy TT i TC + CC

Obnizka nocna skurczowego CTK Obnizka nocna rozkurczowego CTK

Ogdétem  Rodzice Dzieci Ogoétem  Rodzice Dzieci
0 T = L 1 0 | LI
5 -5
-10 - -10
£
-15 - g -15
* E
20 -20
25 25 *
30 -30
OTT MTC +TC OTT mTC +CC

W zgodno$ci z wynikami analizy parametrow catlodobowego monitorowania
cisnienia tgtniczego, wskazniki elastycznosci naczyn tgtniczych w  postaci
obwodowego i aortalnego wskaznikbw wzmocnienia ci$nienia skurczowego byly

wyzsze u nosicieli allelu -344C polimorfizmu C-344T genu syntazy aldosteronu (tab.

13).
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Tab. 13. Obwodowe cisnienie tetna i wskaznik wzmocnienia oraz aortalne cisnienia

tetna i wskaznik wzmocnienia w rodzinach nuklearnych wg. genotypéw genu

syntazy aldosteronu

Analiza z uwzglednieniem wieku, plci, terapii przeciwnadcisnieniowej i palenia

tytoniu oraz dodatkowo odpowiednio: dla PPy, - wzrostu, dla Alx i PP,,-

Sredniego cisnienia tetniczego krwi, czestosci akcji serca, spozycia alkoholu i osoby

wykonujqcej badanie

Fenotyp Ll?Zba Wystandaryzowana $rednia £ SE
0osob
TT/TC/CC T TC cc P axora
4 +1. 41 0. dx1. .88

Obwodows Ogotem  70/157/67 491414 484209 48.1+1.6 0.8
ciénienie tetna ~ Rodzice  28/76/29  48.7+1.8 52.1+13  49.0+22 0.20
(mmiig) Dzieci 42/81/38  475+17 457+12 476+15 0.51

Ogotem  70/157/67 33.5+1.1 34306 34.4+1.1 0.73
Aortalne
cisnienie tetna Rodzice 28/76/29 36.6+14 41.1£0.9 413 £1.5 0.03
(mmg) Dzieci 42/81/38  295+09 283+0.7 294+1.0 0.6
Obwodowy Ogotem  70/157/67 647+18 688+1.0 68.6+13 0.12
wskaznik Rodzice  28/76/29  804+28 86.1+14 879+17  0.09
wzmocnienia
%) Dzieci 42/81/38  488+23 542+1.1 532+16 0.13
Aortalny Ogotem  70/157/67 126 +1.3 153 0.8 164 £1.1 0.12
wskaznik Rodzice  28/76/29  24.1+19 275+08 29.1+13  0.13
wzmocnienia
(%) Dzieci 42/81/38 0.9+0.7 52409 53413 0.12

Pomimo faktu, iz Panova dla réznic pomigdzy trzema genotypami nic osiggalo

istotnodci statystycznej (Panova < 0.13), dla obydwu wskaznikow wzmocnicnia

cisnienia skurczowego, stwierdzono ich istotnie wyzsze wartosci u nosicicli allelu -

344C w porownaniu do homozygot -344TT syntazy aldosteronu (ryc. 16).

Analiza calej badanej populacji oraz subanaliza miodszego pokolcnia nic ujawnity

réznic w wartosciach obwodowego 1 aortalnego cisnienia tgtna pomigdzy nosiciclami

allelu -344C a homozygot -344TT syntazy aldosteronu (p > 0.40). W pokoleniu

rodzicow stwierdzono istotnie wyzsza warto$¢ aortalnego cisnienia t¢tna u nosicicli

allelu -344C w poréwnaniu do homozygot -344TT (41.1 £ 0.8 vs 36.6 £ 1.4 mmlig:

p = 0.032). Takich r6znic nie obserwowano w wartosciach obwodowecgo cisnicnia

tetna (51.3 £ 1.1 vs 48.7 £ 1.8 mmHg; p = 0.33) u rodzicéw.
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Ryc. 16. Obwodowy i aortalny wskaznik wzmocnienia w rodzinach nuklearnych wg.
genotypow genu syntazy aldosteronu

Analiza z uwzglednieniem wieku, plci, Sredniego cisnienia tetniczego krwi, czestosci
akcji serca, terapii przeciwnadcisnieniowej, palenia tytoniu, spozycia alkoholu i

osoby wykonujqcej badanie; Cyfry odpowiadajq liczbie 0séb w grupach
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Oceniajac  grubo$¢ kompleksu intima — media t¢tnicy szyjnej wspolnej nie
stwierdzono istotnych roznic w zaleznosci od genotypu polimorfizmu C-344T genu
syntazy aldosteronu (ryc. 17). Homozygoty -344TT nie réznily si¢ istotnie
wartosciami grubosci IMT w poréwnaniu do nosicieli allelu -344C w catej badane;j

populacji i podgrupach pokoleniowych (p > 0.29).

Ryc. 17. IMT tetnicy szyjnej wspolnej w zaleznosci od genotypu polimorfizmu C-
344T genu syntazy aldosteronu

Analiza z uwzglednieniem wieku, pici, wskaznika masy ciala, poziomu triglicerydow,

terapii przeciwnadcisnieniowej, palenia tytoniu

IMT

P=0.48 P=0.67 P=0.15

08

Ogotem Rodzice Dzieci

RTT BTC OCC

Poziom dobowego wydalania sodu, potasu oraz aldosteronu z moczem byl
porownywalny w grupach genotypowych polimorfizmu C-344T genu syntazy
aldosteronu zar6wno w calej populacji badanej, jak i w pokoleniu rodzicow i dzicci.
Wyniki analizy asocjacji fenotypow biochemicznych z badanym polimorfizmem
zestawiono w tabeli 14. Porownujac poziomy dobowego wydalania sodu. potasu i
aldosteronu z moczem nosicieli allelu -344C vs homozygoty -344TT rownicz nic

stwierdzono istotnych réznic (p > 0.32).



Tab. 14. Dobowe wydalanie sodu i potasu oraz aldosteronu w rodzinach nuklcarnych
wg. genotypoéw genu syntazy aldosteronu

Analiza z uwzglednieniem wieku i ptci

Fenotyp Llc%ba Wystandaryzowana srednia & SE
0sob
17/7C/CcC T c cc P avors
Ogétem 55/113/53 236 + 11 242+ 8 253 + 12 0.57
Na' )
(mmol/dobe) Rodzice 18/39/17 241 + 12 252+ 15 248 + 17 0.76
Dzieci 37/74/36 236+ 11 234+ 7 267 £ 19 0.27
Ogotem 55/113/53 63+3 63 +2 67+3 0.52
K .
(mmol/dobe) Rodzice 18/39/17 605 67+4 69+6 0.50
Dzieci 37/74/36 63 +4 61 +2 67 +4 0.37
-Ogolem 55/113/53 10.5+1.1 102+1.0 105+ 1.1 0.97
Aldosteron o dzice  18/39/17 107+1.1  100+1.1 11.0+1.1 0.73
(nmol/dobe)
Dzieci 37/74/36 10.7+1.1 10.7 £ 1.1 100+ 1.1 0.90

Interakcja gen — Srodowisko a wlasnosci duzych naczyn tetniczych

W kolejnym etapie analizy fenotypow naczyniowych w zaleznosci od genotypow
polimorfizmu C-344T genu syntazy aldosteronu, poréwnano wartosci wskaznikow
wzmocnienia ci$nienia skurczowego pomiedzy nosicielami allelu -344C i
homozygotami TT w subpopulacji bez leczenia przeciwnadcisnieniowego (n = 221)
w zaleznosci od mediany dobowego wydalania sodu z moczem.

Zarowno obwodowy jak i aortalny wskaznik wzmocnienia ci$nicnia skurczowego
byl istotnie wyzszy u nosicieli allelu -344C w poréwnaniu do homozygot TT syntazy
aldosteronu u 0sdb, ktérych dobowe wydalanie sodu przekraczalo odpowicdnig do
plci mediang wydalania. Réznic tych nie obserwowano w populacji 0sob 7 dobowym
wydalaniem sodu ponizej mediany. Interakcja czynnika genctycznego (badany
polimorfizm) 1 czynnika s$rodowiskowego (poziomu wydalancgo sodu) w
warunkowaniu zardwno obwodowego jak aortalnego wskaznika wzmocnicnia nic

osiagneta poziomu istotnosci statystycznej (ryc. 18).



Rye. 18. Obwodowy i aortalny wskaznik wzmocnienia wg. genotypow syntazy
aldosteronu 1 mediany wydalanego sodu w grupie 221 nieleczonych os6b

Wartosci odzwierciedlajq skorygowane Srednie + SE

Analiza z uwzglednieniem wieku, pici, sredniego cisnienia tetniczego krwi, cze¢stosci
akcji serca, terapii przeciwnadcisnieniowej, palenia tytoniu, spozycia alkoholu i

osoby wykonujqgcej badanie

Obwodowy Alx Aortalny Alx
O TT MW TC+CC O TT MW TC+CC
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Test nierownowagi transmisji

Do analizy fenotypow sztywnosci t¢tnic, wynikéw uzyskiwanych z ABPM i IMT w
modelu ortogonalnym QTDT witaczono odpowiednio 117, 114 i 73 informatywnych
potomkow.

W ilosciowym tescie nier6wnowagi transmisji stwierdzono, ze obwodowy 1 aortalny
wskaznik wzmocnienia ci$nienia skurczowego wzrastaly (odpowiednio: +1.51% i
+1.57%) wraz z transmisjg allelu —344C syntazy aldosteronu (tab. 15). Pomimo
zgodnosci kierunku zmiany obwodowego i aortalnego wskaznikow wzmocnicnia
cisnienia skurczowego w zaleznos$ci od transmisji allelu -344C z wynikami
uzyskanymi w analizie asocjacji w calej grupie badanej, QTDT nie osiagnal

istotnoci statystycznej (p = 0.30).
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Tab. 15. QTDT analiza wybranych fenotypéw w stosunku do genu syntazy

aldosteronu

p - statystyka beta dla wewngqtrzrodzinnej wariancji odzwierciedla kierunck i
wielko$¢ asocjacji gdy jest dziedziczony allel -344C syntazy aldosteronu

Analiza z  uwzglednieniem wieku, plci, wskaznika masy ciala, terapii
przeciwnadcisnieniowej i palenia tytoniu oraz dodatkowo odpowiednio: dla PPy, -
wzrostu; dla Alx - Sredniego cisnienia tetniczego krwi, czestosci akcji serca, spozycia

alkoholu i osoby wykonujqcej badanie; dla IMT - wskaznika masy ciala, poziomu

triglicerydow
Informatywni
Fenotyp pOt‘(:l?Z];(é;Vie/ Ortogonalny model
potomkowie
B, e P
Obwodowe PP (mmHg) 117/161 -0.51 0.09 0.76
Aortalne PP (mmHg) 117/161 -1.21 1.59 0.21
Obwodowy Alx (%) 117/161 1.51 0.82 0.37
Aortalny Alx (%) 117/161 1.57 1.07 0.30
IMT (mm) 73/103 -0.003 3.86 0.06
CTK (mmHg):
Dobowe skurczowe 114/158 1.58 2.54 0.11
Dobowe rozkurczowe 114/158 0.84 0.88 0.35
Skurczowe dzien 114/158 1.05 0.81 0.37
Rozkurczowe dzien 114/158 0.02 0.00 0.98
Skurczowe noc 114/158 2.08 3.06 0.08
Rozkurczowe noc 114/158 1.63 2.62 0.11
Skurczowe Y
- obnizka nocna (%) 114/158 -.096 0.64 0.42
Rozkurczowe

-obnizka nocna (%)

114/158 -0.91 0.78 0.38



Dyskusja i omowienie wynikow

W przeprowadzonych badaniach w populacji regionu krakowskiego oceniono
zwiazek wybranych fenotypéw uktadu krazenia z wariantami polimorficznymi
dwoch genéw kandydatéw nadcisnienia tg¢tniczego. Poniewaz w  pojgciu
uwarunkowan genetycznych cisnienie tgtnicze jest fenotypem konicowym, badanie
skoncentrowane zostalo na analizie, poza ci$nieniem tgtniczym per se, powigzanego
fenotypu jakim jest struktura i funkcja naczyn tetniczych. Z uwagi na
wieloczynnikowe uwarunkowanie badanych fenotypow w analizie uwzgledniano
zar6wno osobnicze jak i srodowiskowe determinanty, takie jak pleé, wiek oraz

szereg czynnikow stylu zycia w tym poziom spozywanego sodu.

Polimorfizm genu kodujacego podjednostke o adducyny a
badane fenotypy

Adducyna jest blonowym biatkiem zbudowanym ze stosunkowo podobnych
podjednostek a, B i y (116). Biatko to pelni istotng role warunkujac morfologie¢
komérki i regulujac transport btonowy jonéw sodu (59, 116, 170). Badania
genetyczne zaréwno na modelach zwierzecych (23), jak 1 w réznych grupach
pacjentéw z nadcisnieniem tetniczym (47, 113, 114) zgodnie wskazujg, zc biatko
adducyna odgrywa istotng role w rozwoju nadcisnienia t¢tniczego poprzez modulacig
aktywnoséci Na'/K* ATPazy. U ludzi gen kodujacy podjednostke o biatka adducyny
zlokalizowany jest na chromosomie 4p16 (105). Polimorfizm G — T znajduje si¢ w
460 kodonie genu oo adducyny i1 prowadzi do substytucji aminokwasu glicyna przcz.

tryptofan.

W przeprowadzonej analizie stwierdzono ze obecnos¢ allelu 460Trp o adducyny
wigzala si¢ z istotnie wigksza (p = 0.021) nocng obnizka rozkurczowego cisnienia
tetniczego, aczkolwiek ten zwiazek nie znalazt potwierdzenia w  analizie
nierownowagi transmisji (p = 0.92). Pozostale paramectry cisnicniowe nie
wykazywaly zwigzku z polimorfizmem Gly460Trp genu podjednostki o bialka
adducyny (p > 0.08). Wskazniki sztywnosci naczyn tetniczych i grubosé¢ kompleksu

intima - media tetnicy szyjnej wspolnej rdéwniez pozostawaly bez zwiazku z
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badanym polimorfizmem (p > 0.18). Analiza poszczegdlnych grup p okoleniowych
nic wniosta dodatkowych informacji. Nie zaobserwowano asocjacji badanych
fenotypdw z faktem transmisji allelu Trp o adducyny posréd informatywnych

potomkow (p > 0.07).

Analiza losowej prébki populacji bedacej przedmiotem niniejszego opracowania
pozwolila przesledzi¢ rzeczywista czestosé wystgpowania zmutowanego allelu
badanego polimorfizmu genu o adducyny w podgrupach os6b zaréwno z
nadci$nieniem tg¢tniczym jak i prawidlowymi warto$ciami ci$nienia tetniczego krwi.
W badanej populacji czgstosé allelu Trp genu o adducyny wyniosta 16.5%, podobnic
ksztaltowalo si¢ rowniez wystepowanie tego allelu w grupie osob z i bez
nadcisnienia tetniczego, odpowiednio 16.7% i 16.4%. Sg to czestotliwosci zblizone
do podanych przez Ciechanowicza i wsp. (41) z innego regionu Polski, gdzie w
grupie 68 0s6b z nadci$nieniem tgtniczym czgstosé allelu Trp wynosila 12.5%. W
cytowanym badaniu 44 o0sob z sodowrazliwym nadci$nieniem tetniczym oraz 24
0s0b z nadcisnieniem niewrazliwym na zmiang zawartosci sodu w diecie, czgstosé
allelu Trp byta identyczna (12.5%) (41). Badania nad polimorfizmem Gly460Trp
genu o adducyny wykazaly, ze w populacjach europejskich czgstos¢ allelu Trp
wynosi okoto 20% (42, 70, 81) natomiast w azjatyckich - siega 60% (81, 140, 162), a
Ishikawa 1 wsp (81) wykazali, ze réznice te sg istotne statystycznie (p < 0.0001).
Roznice etniczne w rozkladzie alleli tego polimorfizmu potwierdza badanic Glorioso
1 wsp. (70) przeprowadzone we Wloszech, gdzie nie obserwowano réznic w
czgstotliwosci allelu Trp pomigdzy osobami z i bez nadcis$nicnia (¢tniczego
(odpowiednio: 20.8% vs 18.8%) w miescie Sassari (Sardynia), natomiast istotnic
czgdeiej allel Trp wystepowal posréd oséb z nadcisnieniem t¢tniczym (19.0% w
poréwnaniu do o0s6b bez nadci$nienia 13.5%; p = 0.019) zamicszkalych w

Mediolanie.

Szereg przeprowadzonych badan (16, 47, 136), aczkolwiek nic wszystkic (81, S3).
wykazalo asocjacje pomiedzy poziomem cisnienia tetniczego. badz faktem
wystepowania nadcis$nienia, z polimorfizmem Gly460Trp o adducyny (21). W
populacji zamieszkalej w badanym regionie Polski nie obscrwowano zwiazku

nosicielstwa allelu Trp jak rowniez faktu transmisji tego allelu z istotnic wyzszymi
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wartosciami cis’nienia tetniczego badZz faktem rozpoznania nadcisnienia tetniczego.
Stwierdzono natomiast istotnie (p = 0.021) mniejsza obnizke nocng rozkurczowego
cisnienia tgtniczego u homozygot GlyGly w poréwnaniu do nosicieli allelu Trp
polimorfizmu Gly460Trp genu o adducyny, czego nie obserwowano dla obnizki
nocnej skurczowego cisnienia. Stwierdzona asocjacja mniejszego obnizania ci$nicnia
w nocy w badanej populacji z genotypem GlyGly moze odzwierciedlaé¢ roznice w
nosicielstwie innego genetycznego wariantu, ktory w badanej populacji Matopolski
moduluje efekt tego polimorfizmu o adducyny na transport sodu a nastgpnie profil
dobowy ciénienia (33). Nie mozna réwniez wykluczyé wyniku pozytywnie
falszywego, zwazywszy brak jego potwierdzenia w tescie nierdwnowagi transmisji
oraz fakt, iz rejestracja rozkurczowego cisnienia tetniczego jest narazona w
wickszym stopniu na blad pomiaru anizeli rejestracja skurczowego cisnienia. We
wezesniej cytowanej pracy Ciechanowicza i wsp. (41) dotyczacej rowniez populacji
polskiej nie stwierdzono zwigzku polimorfizmu Gly460Trp z sodowrazliwoscia
nadcisnienia t¢tniczego. W aktualnym badaniu, ze wzgledu na liczebnosé grupy nie
przeprowadzono analizy sodowrazliwo$ci nadcisnienia tetniczego, wymagajacej
Scistej restrykcji w ilosci spozywanego sodu do 20 — 30 mmol Na/24 godziny z
nastgpowym podaniem bogatosodowej diety (240 — 260 mmol Na/24 godziny) (163).

Z dotychczas przeprowadzonych badan nad zwigzkiem polimorfizmu Gly460Trp
genu o adducyny z sodowrazliwym nadcisnieniem t¢tniczym wigkszosé dotyczy
populacji jednego regionu (47), wyniki ktérych (17, 70, 114, 148) zgodnic wskazuja
na istotny zwiazek tego polimorfizmu z sodowrazliwoscia. Ponadto w badaniu
Grant’a 1 wsp. (71) u 0séb z nadcisnieniem tetniczym z niskim poziomem reniny w
osoczu obserwowano czg¢stsze wystepowanie genotypu TrpTrp w pordwnaniu do
hipertonikow wysokoreninowych. Podobnie Sugimoto i wsp. (162) stwicrdzili
asocjacje allelu 460Trp z niskoreninowym nadcisnieniem te¢tniczym. Tylko cytowance
badanie polskie (41) nie potwierdzilo zwiazku polimorfizmu Gly460Trp o adducyny
z sodowrazliwoscig nadcisnienia. Wydaje si¢, iz wysokic spozycic sodu. Ktore
cechuje polska populacje¢ (1, 160) moze maskowacé efekt mutacji genu o adducyny w

badanym regionie.



Poréwnanie wynikéw niniejszego opracowania z wynikami dotychczasowych badan
jest utrudnione z uwagi na fakt, iz oceniajac zwiazek polimorfizmu Gly460Trp genu
o adducyny z cisnieniem tgtniczym postugiwano si¢ w nich tradycyjnymi pomiarami
cisnienia  tetniczego. W  niniejszym opracowaniu wykorzystano metode
calodobowego monitorowania ci$nienia tg¢tniczego krwi, ktéra pozwala na
dokladniejsza oceng¢ wartosci cidnienia tgtniczego oraz jego rytmu dobowego.
Badacze Japonscy oceniali dobowe wartosci cisnienia tetniczego w zaleznosci od
badanego polimorfizmu o adducyny w populacji ogolnej Ohasama Study (162). W
podgrupie 190 oséb ponizej 60 roku Zycia stwierdzono istotnie wyzsze wartosci
skurczowego cis$nienia tgtniczego z okresu dnia i nocy u nosicieli allelu Trp genu o
adducyny. Badacze nie analizowali natomiast stopnia obnizania ci$nienia tetniczego
w nocy. Nalezy podkresli¢ iz pordwnanie wynikéw badan asocjacji tych samych
polimorfizméw z fenotypem uzyskiwanym wedlug podobnego protokotu nie moze
by¢ dokonywane bez uwzglednienia innych zmiennych zakldcajacych, jak wiek,
czgstos¢ alleli badanego polimorfizmu oraz kierunku zmiany fenotypu ilosciowego w
zaleznosci od genotypu (100). I tak zasadnicza roznicg pomigdzy wynikami
wlasnymi a cytowanym badaniem japonskim jest czestsze wystgpowanie genotypu

TrpTrp genu o adducyny w japonskiej populacji (odpowiednio 28% vs 5%).

Doniesienia analizujgce parametry sztywnosci i przebudowy tetnic w odniesieniu do
polimorfizmu Gly460Trp genu a adducyny sa nieliczne i obszar ten pozostajc ciggle
mato zbadany. W badanej populacji nie stwierdzono istotnych réznic wskaznikdw
sztywno$ci tetnic 1 grubosci IMT w zaleznosci od genotypu polimorfizmu
Gly460Trp o adducyny, zarowno w calej grupie jak i w podgrupach pokoleniowych
(P > 0.18). Balkestein i wsp. (14, 15) analizowali fenotypy naczyniowe w
odniesieniu do badanego polimorfizmu o adducyny oraz polimorf{izmu inscrcyjno
delecyjnego enzymu konwertujacego angiotensyng (ACE 1/D) i polimorfizmu C-
344T genu syntazy aldosteronu. W grupie 756 uczestnikow badania populacyjnego
FLEMENGHO - The Flemish Study on Enviroment, Genes and Health Outcomes,
badacze nie stwierdzili istotnej asocjacji pomiedzy polimorfizmem Gly460Trp genu
o adducyny ze wskaznikami sztywnosci te¢tnic (14), podobnic jak ninicjsze
opracowanie. Chociaz w badaniach flamandzkich efekt pojedynczego polimorfizmu

pozostawal bez zwiazku z badanymi fenotypami, to wsrod homozygot DD
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polimorfizmu ACE I/D, grupe 99 homozygot GlyGly o adducyny cechowala istotnic
mniejsza podatnos¢ (p < 0.05) i rozszerzalno$¢ (p < 0.01) tetnicy udowej w
poréwnaniu do 75 nosicieli allelu Trp (14). Z kolei w grupie 380 uczestnikéw
badania FLEMENGHO nie obserwowano zwiagzku badanego polimorfizmu z
gruboscia IMT (15), natomiast gdy analizowano tylko nosicieli allelu Trp
polimorfizmu Gly460Trp genu o adducyny to stwierdzono, ze u homozygot DD
polimorfizmu ACE I/D srednia grubo$¢ IMT byta o 86 pm wigksza (p = 0.01) od
sredniej IMT w badanej populacji, a u homozygot II polimorfizmu ACE I/D $rednia
grubo$¢ IMT byla o 59 um mniejsza (p = 0.06).

Rozbieznos¢ wynikow badan nad zwigzkiem polimorfizmu Gly460Trp o adducyny
z ci$nieniem tg¢tniczym (27) oraz brak zwiazku z fenotypami naczyniowymi moze
wynika¢ z réznic metodologicznych poszczegdlnych badan, réznic w doborze
populacji (ré6zny wiek uczestnikéw, dobdr szczegdlnych grup etnicznych),
nieuwzgledniania interakcji genowych oraz wpltywu czynnikow srodowiskowych w

warunkowaniu tych fenotypow.

W niniejszym opracowaniu, po uwzglednieniu poziomu spozywanego sodu w
badanej populacji, ocenianego na podstawie wydalania sodu z moczem w 24
godzinnej zbidorce (110), ujawniono istotng interakcje (Pin < 0.023) czynnika
srodowiskowego, jakim jest dobowe wydalanie sodu z moczem oraz genetycznego.
czyli polimorfizmu Gly460Trp genu o adducyny w warunkowaniu wlasnosci
elastycznych naczyn tetniczych. Wigksze spozycie sodu wigzalo si¢ z wyzszymi
wartosciami obwodowego 1 aortalnego wskaznika wzmocnicnia jedynic u
homozygot GlyGly (p < 0.041). We wczesniejszych badaniach wykazano. 7c
nosiciele zmutowanego allelu Trp o adducyny maja genetycznic uwarunkowangy
zwigkszong aktywnos$é Na'/K' - ATPazy (59), co moze prowadzi¢ do retencji sodu
(47, 113) i modulacji fenotypéw naczyniowych i ci$nienia t¢tniczego (47). Badania
ostatnich lat podkreslajg wplyw endogennej ouabainy wydzielanej w nadnerczach na
funkcje pompy sodowo — potasowej, a przez to regulacje funkcjonowania ukladu
sercowo — naczyniowego (180). Dzialanie osoczowej ouabainy jest modulowane
poprzez poziom spozywanego sodu, ponadto wykazano, iz jej poziom liniowo.

dodatnio koreluje z obecnoscia w genotypie zmutowanego allelu Trp genu o



adducyny (180). Na tej podstawie mozna przypuszczac, iz ouabaina posredniczy w
modulowaniu fenotypoéw naczyniowych w zaleznosci od genotypu badancgo
polimorfizmu i spozycia soli. Dlatego tez w dalszych badan nad polimorfizmem
Gly4d60Trp genu o adducyny istotne wydajg si¢ by¢ nastgpujace aspekty:
uwzglednienie poziomu endogennej ouabainy i jej zwiazku z poziomem sodu w
modulacji zwiazku polimorfizmu Gly460Trp z fenotypami sercowo — naczyniowymi.
Ciekawe wydaje si¢ rowniez badanie interakcji genowych, ktére sa istotnym
elementem w studiowaniu genetycznych uwarunkowan nadcisnienia t¢tniczego i
fenotypéw powigzanych. Interesujacym kierunkiem jest analiza wspolnego efektu
(epistatic effect) polimorfizméw w obrgbie wszystkich trzech podjednostek biatka
adducyny. Na podstawie analizy europejskich populacji badania EPOGH, w grupic
642 0s0b stwierdzono bowiem iz nosicieli allelu 460Trp cechowala istotnie wigksza
wartos¢ obwodowego i aortalnego cisnienia tetna tylko wowczas, gdy byli oni
nosicielami allelu G polimorfizmu A386G genu podjednostki y adducyny, przy czym
istotng asocjacj¢ w tym materiale potwierdzono w tescie nierdbwnowagi transmisji

(48).

Polimorfizm genu kodujacego syntaze aldosteronu a badane

fenotypy

Syntaza aldosteronu jest cytochromem P450, ktéry katalizuje reakcj¢ w lancuchu
syntezy aldosteronu. Korespondujacy gen jest zlokalizowany na chromosomic 8. W
niniejszym opracowaniu analizowano polimorfizm C-344T rcgionu wigzania
czynnika transkrypcyjnego SF-1 w promotorze genu syntazy aldostcronu. Szercg
badaczy analizowalo in vitro potencjalna rol¢ polimorfizmu w tym regionic genu
syntazy aldosteronu (18, 43, 151, 184). White i wsp. (184) zaobscrwowali. 7¢
obecno$¢ allelu —344C w promotorze genu syntazy aldostcronu cztecrokrotnic
zwieksza wigzanie czynnika transkrypcyjnego SF-1, co wedlug autorow moze
prowadzi¢ do modulowania ekspresji genu, a przez to wplywac¢ na aktywnosé
enzymu zmieniajac w ten sposéb syntezg aldosteronu. Jednakze Clync i wsp. (43)
wykazali, ze wigzanie czynnika SF-1 przez motyw wokol miejsca polimorficznego
C-344T nie wykazuje bezposrednich skutkow dla funkeji genu syntazy aldosteronu.
Poérednio natomiast mniejsze powinowactwo SF-1 do allclu -344T powoduje

zwigkszenie wigzania tego czynnika z motywami w pozycjach -129/-114 i -71/-64,



niezbednych w podstawowej i stymulowanej przez angiotensyne II lub jony potasu
transkrypcji genu syntazy aldosteronu (43). Z powodu zmniejszonego powinowactwa
do czynnika SF-1, postuluje sig, ze allel —344T wiaze mniejsza ilo$¢ czynnika
transkrypcyjnego SF-1, co powoduje wigksze wigzanie tego czynnika z
funkcjonalnymi miejscami w promotorze tego genu, przez to zwiekszajac
transkrypcje genu CYP11B2. Pomimo przytoczonych faktow eksperymentalnych nie
mozna nadal calkowicie wykluczy¢ bezposredniej funkcjonalnej roli polimorfizmu
C-344T genu syntazy aldosteronu, bowiem ekspresj¢ tego genu obserwowano w
komorkach miesnia sercowego oraz w $cianie naczyniowej, ponadto moze byé ona
regulowana odmiennie w tych tkankach w poréwnaniu do tkanek steroidogennych,

bowiem w naczyniach wigzanie czynnika SF-1 do CYP11B2 stymuluje a nie hamuje
transkrypcje (151).

Na podstawie przeprowadzonej analizy stwierdzono, ze nosiciele allelu —344C
polimorfizmu C-344T genu syntazy aldosteronu wykazuja wyzsze wartosci ci$nienia
skurczowego 1 rozkurczowego w nocy oraz mniejszg obnizke nocng zaréwno
skurczowego jak i rozkurczowego cisnienia tg¢tniczego krwi. Analiza pokolenia
potomkéw potwierdzila wyzsze wartosci skurczowego cisnienia tetniczego w okresie
catej doby u nosicieli allelu —344C w poréwnaniu do homozygot TT. W zgodnosci z
wynikami ci$nienia tgtniczego pozostawaly rowniez wyniki analizy sztywnosci
tetnic, bowiem istotnie wyzsze wartosci wskaznikOw wzmocnienia cis$nicnia
tetniczego obserwowano rowniez u nosicieli allelu -344C genu syntazy aldostcronu,
przy czym subanaliza w kazdym z pokolen potwierdzitla obscrwowang w calcj
populacji asocjacj¢ badanego polimorfizmu z fenotypem naczyniowym. Ponadto
stwierdzono, ze efekt badanego genotypu byt szczegdlnie widoczny u 0séb z ponad

przecietnym dobowym wydalaniem sodu z moczem (ok. 230 mmol/dzicn).

W populacji regionu Krakowa i Gminy Niepolomice czg¢stosé allelu -344T
polimorfizmu C-344T genu syntazy aldosteronu wynosila 50.5%. Poréwnywalng
czgsto$¢ obserwowano u 0séb z 1 bez nadcisnienia tetniczego, odpowicednio 49.6% i
51.2%. Bardzo zblizone dane pochodza z cytowanego  wczesnicj badania
Ciechanowicza i wsp. W populacji 65 o0so6b z sodowrazliwym nadcis$nicniem
tetniczym czesto$¢ allelu -344T wyniosta 48.5% a w grupic 41 o0sob
sodoniewrazliwych odpowiednio 50% (40). W badaniu Brand i wsp. (31)
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przeprowadzonym w Berlinie w grupie 163 miodych mezczyzn bez nadci$nienia
tetniczego stwierdzona czgsto$¢ allelu —344T wyniosta 48%, co potwierdza
porownywalny rozktad alleli tego polimorfizmu w obydwu nieodleglych regionach
Europy. W EPOGH Stolarz i wsp. (160) analizujgc polimorfizm C-344T genu
CYP11B2 w szesciu populacjach europejskich obserwowali podobna czestosé allelu
-344T polimorfizmu C-344T genu CYP11B2 w Rosji, Polsce, Wloszech, Rumunii i
Czechach (odpowiednio: 49.5%, 50.4%, 51.0%, 56.3%, 57.6%), natomiast czesto$é
tego allelu w Belgii byta istotnie wigeksza i wynosita 58.1% (p < 0.05). Podobnie w
Japonii w dwoch badaniach obserwowano czestsze (64%) wystepowanie allelu —
344T genu syntazy aldosteronu (115, 167), co $wiadczy o réznicach w czestotliwosci
genotypow tego polimorfizmu zaleznych od regionu objgtego badaniem i by¢ moze

rowniez rasy.

Wyniki omawianego opracowania wyraznie wskazujg na zwigzek obecnosci allelu —
344C w promotorze genu CYP11B2 z wyzszymi wartosciami cisnienia tetniczego,
wykazanie tego zwigzku bylo mozliwe dzigki zastosowaniu catodobowego
monitorowania cis$nienia tetniczego, gdyz roznic takich nie obserwowano w
domowych pomiarach ci$nienia tetniczego. Dotychczasowe badania w populacjach
roznych krajow nad zwigzkiem polimorfizmu C-344T genu syntazy aldosteronu nie
pozwalaja na jednoznaczne wnioski. Szereg badan bowiem wskazuje na role allelu —
344C w warunkowaniu wartoéci ci$nienia / wystepowania nadcisnienia tgtniczego
(97, 167, 172), natomiast inne — role te przypisujg allelowi —344T (30, 51), badz

neguja zwiazek badanego polimorfizmu z nadcisnieniem tgtniczym (95, 171).

Odniesienie wynikoéw wlasnych do cytowanych w literaturze jest utrudnione z uwagi
na odmiennag metodyke badawcza. Wigkszo$¢  dotychczasowych  badan
przeprowadzono w oparciu o tradycyjne pomiary cis$nienia t¢tniczego krwi. W
badaniach japonskich stosowano ABPM, Tamaki i wsp. (167) przeprowadzili ABPM
w grupie 65 o0sdb u ktérych wczesniej na podstawie pomiaréw domowych
rozpoznano nadcis$nienie tetnicze. Badacze stwierdzili czgstsze wysti¢gpowanic braku
nocnego spadku cisnienia tetniczego krwi u nosicieli allelu —344C genu syntazy
aldosteronu (167). W uprzednio cytowanym badaniu Ohasama Study, podobnic jak
w opracowaniu wilasnym, analizowano w populacji ogolnej calodobowy profil

cisnienia tetniczego i jego obnizke nocng (115). Otdéz w grupie 802 0sob w wicku
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powyzej 40 lat stwierdzono mniejsza redukcje nocng skurczowego cisnienia
tetniczego u nosicieli allelu —344T genu syntazy aldosteronu w poréwnaniu do
homozygot ~344CC (115). Wykazano wigc w przeciwienstwie do badania wlasnego
zwigzek obecnosci w genotypie allelu —344T a nie —344C z faktem mniejszej
obnizki nocnej cisnienia skurczowego. Oprocz przeciwstawnych wynikow dwu
populacyjnych badan analizujacych ten sam fenotyp, wysuwaja si¢ na pierwszy plan
diametralne réznice w czgstosci alleli badanego polimorfizmu (czestos¢ allelu —344T
wynosita w Japonii i Polsce odpowiednio: 64% i 50.5%) oraz w wieku badanej
populacji; $rednia wieku populacji polskiej wynosita 37.3 lata a w Japonii
rekrutowano osoby powyzej 40 roku zycia. Aktualny stan wiedzy nie pozwala
jednoznacznie okresli¢ roli polimorfizmu C-344T genu syntazy aldosteronu w
warunkowaniu wartosci ci$nienia tgtniczego oraz jego profilu dobowego.
Dhugoterminowe badanie obserwacyjne jednolitej populacji moze pozwoli¢ na

ustalenie prognostycznego znaczenia tego polimorfizmu.

Przebudowa $ciany naczyniowej duzych naczyn tgtniczych, zwigkszenie jej
sztywno$ci moze prowadzi¢ do rozwoju badz by¢ przyczynkiem progresji
nadci$nienia tetniczego. Aldosteron jest istotnym ogniwem ukladu renina -
angiotensyna - aldosteron i1 wraz z innymi jego skladowymi moduluje wartosé
ci$nienia tetniczego i przebudowe $ciany naczyniowej. W niniejszym opracowaniu
istotnie wigkszg warto$¢ skurczowego wzmocnienia cisnienia tetniczego i aortalnego
ci$nienia tetna - czynnikdéw odzwierciedlajacych sztywnos$¢ tetnic - stwierdzono u
nosicieli allelu -344C genu CYP11B2. Fakt transmisji tego allelu nie asocjowal
natomiast z wigksza sztywnoscig tetnic, co moze wynikaé z malej liczby osob (n =
117) objetych analiza w tescie nierOwnowagi transmisji. W osobnej analizic, w ktorc;j
oprocz aktualnej populacji polskiej uwzgledniono dwie inne europejskic populacje -
tacznie 622 osoby, wyzsze wartosci AlXopw 1 AlX,, asocjowaly zarowno z obecnoscig
w genotypie allelu -344C jak i z faktem jego transmisji wsrod 216 informatywnych
potomkéw (190).

W zgodnosci z wynikami wiasnego opracowania pozostaja wyniki badania Pojoga i
wsp. (134), ktérzy wykazali w grupie 216 os6b z nadcisnieniem tetniczym wyzsze

wartosci predkosci fali t¢tna u nosicieli allelu -344C genu syntazy aldostcronu.
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Pomimo przytoczonych powyzej argumentacji wydaje sie jednak, ze aktualny stan
wiedzy szczegdlnie w zakresie badaf eksperymentalnych nie pozwala na dokladne
przesledzenie fizjologicznych i molekularnych mechanizmoéw poprzez ktére badany
polimorfizm moze wptywa¢ na sztywno$¢ naczyn i predkosé fal odbitych.

W badaniu wlasnym pomimo asocjacji polimorfizmu C-344T genu CYP11B2 z
fenotypem naczyniowym i ci$nieniowym nie stwierdzono réznic w poziomie
wydalania aldosteronu i elektrolitow z moczem (p > 0.27). Wyniki innych badan nad
domniemanym zwigzkiem tego polimorfizmu z poziomem osoczowego lub
wydalanego z moczem aldosteronu nie sg jednoznaczne. Podczas gdy Pojoga i wsp.
(134) wykazali istotnie wyzszy osoczowy poziom aldosteronu u nosicieli allelu

-344C genu syntazy aldosteronu, to Paillard i wsp. stwierdzili jego wyzszy poziom u
nosicieli allelu —344T (129), natomiast inni autorzy obserwowali zwigzek wiekszego
wydalania aldosteronu z moczem z nosicielstwem allelu —344T tego polimorfizmu
genetycznego (51, 77). Blacher 1 wsp. (24) wsrdd oséb z nadcisnieniem tetniczym
stwierdzili $cista odwrotng korelacje (r = —0.497; p < 0.01) pomig¢dzy podatnoscig
tetnic a osoczowym poziomem aldosteronu, nalezy jednak podkresli¢, iz nie
obserwowano tej korelacji w grupie oséb bez nadci$nienia tgtniczego. Brak
bezposredniego zwigzku pomiedzy sztywnoscig naczyn a poziomem aldosteronu
wydalanego z moczem w opracowaniu wlasnym (p > 0.34) podobnie jak w innych
badaniach (24, 97) nie neguje mozliwosci wplywu aldosteronu na S$ciang
naczyniowsa, bowiem hormon ten wytwarzany jest réwniez lokalnie w endotelium
czy migsniowce gladkiej naczyn tetniczych (57). I tak, w badaniach na zwierzgtach
stwierdzono, ze w tkankach mig¢énia sercowego szczurdéw st¢zenie aldosteronu bylo
17 — krotnie wyzsze w porownaniu do jego poziomu we krwi (150). Ponadto badania
ostatnich lat wskazuja, ze receptory dla aldosteronu znajduja si¢ w mig¢snidwee
gladkiej i endotelium $ciany naczyniowej tetnicy plucnej 1 aorty u szczuréw (1006)
oraz w tetnicach ludzkich (76). Uwaza si¢, ze posrednicza onc w procesach
prowadzacych do rozrostu i przerostu komorek migsni gladkich Sciany naczyniowe;j,
uszkodzenia macierzy migdzykomorkowej i dysfunkcji endotelium (57). Przewlckia
dozylna infuzja aldosteronu (0.75 pg/h) u szczurdw po jednostronnej ncfrcktomii
prowadzi do nadmiernej kumulacji okolonaczyniowego kolagenu w migsniu
sercowym (104) oraz do nasilenia wldknienia okotonaczyniowego w aorcie (164) i
odkladania si¢ depozytow fibronektyny w $cianie tgtnicy szyjnej (101). Ponadto

rowniez w modelach zwierzecych spironolakton zmniejszal indukowany przez
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aldosteron wzrost sztywno$ci $ciany naczyniowej niezaleznie od redukcji ci$nienia
tetniczego (102). Aldosteron dziala na tetnice gldwnie przez stymulacj¢ obrotu
kolagenu i indukcje wldknienia w wyniku pojawienia si¢ i1 replikacji komorek

zapalnych i fibroblastow w przestrzeni okotonaczyniowej (164, 182).

W przeprowadzonym badaniu stwierdzono, ze u 0séb spozywajacych wyzsza od
sredniej dla populacji ilo$¢ sodu wskaznik wzmocnienia ci$nienia skurczowego byt
istotnie wyzszy u nosicieli allelu —344C w poréwnaniu do homozygot —344TT genu
syntazy aldosteronu. W niniejszym opracowaniu poziom istotnosci dla interakcji:
gen — poziom wydalanego sodu, w warunkowaniu badanego fenotypu naczyniowego
nie osiggnat istotnosci statystycznej (p > 0.06), jednakze w uprzednio cytowanym
badaniu dotyczacym trzech populacji europejskich stwierdzono istotng interakcj¢

(p <0.029) (190). W badaniu populacyjnym oceniajacym zwiazek polimorfizmu

C-344T genu syntazy aldosteronu ze wskaznikami zmiennosci rytmu serca (HRV —
heart rate variability), stwierdzono istotna interakcj¢ czynnika genetycznego i
srodowiskowego, czyli poziomu wydalanego sodu w warunkowaniu wartosci
wskaznika LF:HF (Low-to-high frequency index) analizy czgstotliwosci
odzwierciedlajacego réwnowage wspoOlczulno — przywspodlczulng w  zakresie
autonomicznej regulacji uktadu krazenia (160). Kupari i wsp. (98) w probie losowej
84 0s6b populacji ogolnej z Finlandii stwierdzili, iz obecnos¢ allelu —344C genu
syntazy aldosteronu wiaze si¢ z wigksza masa lewej komory. Ponadto, w analizie
regresji liniowej u homozygot —344TT nie stwierdzono zwiazku mi¢dzy masa lewej
komory a poziomem spozywanego sodu, wspoélczynnik regresji mial warto$¢
posrednia u heterozygot, a najwyzsza i wysoce istotng statystycznie u homozygot

-344CC genu syntazy aldosteronu, wpdlczynniki regresji i p wyniosly odpowiednio:
r=0.12, p=061; r = 040, p = 0.011; r = 0.85, p < 0.0001 (98). W powycj
przytoczonych badaniach nad zwiazkiem polimorfizmu C-344T genu syntazy
aldosteronu z fenotypami uktadu sercowo - naczyniowego grupg¢ badang stanowily
osoby wybrane losowo z populacji ogdlnej. Natomiast, gdy badano zwigzck tego
polimorfizmu ze zjawiskiem sodowrazliwosci u chorych z nadci$nieniem t¢tniczym

nie stwierdzono istotnej asocjacji (40, 133).

Rozwoj nadci$nienia skurczowego zwigzany z nadmiernym spozyciem sodu wydaje

si¢ by¢ wynikiem przecigzenia objgtosciowego i wzrostu sztywnosci tetnic (13).
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Wzrost sztywnosci tetnic moze wynikaé z przewleklego rozszerzenia tetnic
wywolanego przez zwigkszong objetos¢ 1 przeptyw krwi oraz dzialanie sit
scinajacych. Dlugotrwale ograniczenie spozycia sodu u oséb z prawidlowym
ciSnieniem tetniczym krwi zmniejszalo sztywno$é tgtnic, co wskazuje, ze sod
zawarty w pozywieniu moze wywiera¢ niezalezny wplyw na wiasciwosci elastyczne
duzych tetnic (13). Rola aldosteronu jako modulatora tych zmian jest obecnie
intensywnie badana. W modelach zwierzgcych u normotensyjnych szczuréw szczepu
Wistar-Kyoto dieta wysokosodowa stymulowala ekspresj¢ mRNA dla syntazy
aldosteronu w migéniu sercowym (166). Zwigkszony tadunek sodu powodowat
lokalng aktywacje syntezy aldosteronu, co prowadzilo do wzrostu jego tkankowego
stezenia, z nastgpowym przerostem lewej komory, chociaz bez wzrostu cis$nienia
tetniczego (166). Podobnie u szczurow z nadcisnieniem te¢tniczym pojonych stong
woda, w poréwnaniu do osobnikdw pojonych zwykla woda, wzrastala ekspresja
mRNA dla CYP11B2 w $cianie naczyniowej natomiast stezenie osoczowe
aldosteronu nie ulegalo wzrostowi (165). Tak wiec mozna przypuszczaé, ze
zwigkszona podaz sodu powoduje wzrost sztywnosci tetnic poprzez niewlasciwe
hamowanie ekspresji genu syntazy aldosteronu w $cianie naczyniowej, pomimo

spadku poziomu tego hormonu w osoczu.

Badane fenotypy uktadu krazenia

Pomiary ci$nienia tgtniczego metoda sfigmomanometryczna sa szeroko stosowanc w
praktyce klinicznej, jak réwniez w probach klinicznych 1 epidemiologicznych.
Pomiar ci$nienia tg¢tniczego na tgtnicy ramiennej pozostaje jednak przedmiotem
dyskusji, a to z uwagi na fakt, iz t¢tnica ta nie jest narzadem w ktdrym nadcisnicnic
tetnicze powoduje najwigksze uszkodzenia. Ponadto rzeczywiste obcigzenic
nastepcze lewej komory jest odzwierciedlane przez cisnienie w aorcic wstgpujacej a
nie w tetnicach obwodowych (122).

Jak wynika z ilustracji (ryc. 19), przy poréwnywalnym cisnicniu obwodowym

obcigzenie lewej komory moze diametralnie si¢ réznic.
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Ryc. 19. Przyktadowe zapisy centralnej i obwodowej fali t¢tna

Linia ciqgla — osoba 1, linia przerywana — osoba 2;

Tetnica promieniowa Aorta

140 140

0 400 800 0 400 800

(ms) (ms)

W ostatnich latach szereg metod analizy sztywnosci duzych naczyn tgtniczych
znalazto zastosowanie zarébwno w badaniach eksperymentalnych jak i
epidemiologicznych. Ocena sztywnosci tgtnic jest atrakcyjnym narze¢dziem
diagnostycznym z szeregu powodow. Sztywnos¢ tgtnic pozostaje w zwigzku z
nasileniem ryzyka choroby niedokrwiennej serca (63), nasileniem zmian w tetnicach
szyjnych (142), jest waznym wskaznikiem prognostycznym zachorowalnosci i
$miertelnosci sercowo — naczyniowej (19, 20, 25, 26, 29, 103, 107) i moze by¢
zbadana nieinwazyjnie i automatycznie (92, 177).

Analiza fali tetna jest jedng z metod oceny sztywnosci tetnic, ktdra coraz czg¢sciej jest
stosowana w badaniach klinicznych (45, 94, 107, 123, 152, 187) jako prosta,
nieinwazyjna i powtarzalna metoda (126, 127, 185). W przeprowadzonym badaniu w
celu uzyskania dokladnej i powtarzalnej rejestracji fali t¢tna przy zastosowaniu
tonometrii aplanacyjnej zostaly spetnione warunki optymalnego pomiaru, jak:
odpowiedni trening badacza, pomiar na tgtnicy promieniowej, na ktorej w
porownaniu do tgtnicy szyjnej rejestracja jest fatwiejsza z uwagi na doskonate
podparcie t¢tnicy o struktury kostne, ponadto analizowano tylko zapisy, ktore
spelniaty kryteria kontroli jakosci oprogramowania SphygmoCor (4, 92). Aortalna
fala tgtna, ekstrapolowana na podstawie funkcji przejscia (35, 60, 86) byta podstawg

do obliczenia centralnego cisnienia tgtna i wskaznika wzmocnienia cisnienia
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skurczowego w aorcie. Pomimo tego, iz fala t¢tna uzyskiwana na tetnicy szyjnej, z
uwagi na anatomiczng blisko$¢ od aorty wstgpujacej moze by¢ zrédlem powyzszych
wskaznikow nawet bez zastosowania funkcji przejscia (36), czesciej jednak w
badaniach stosowany jest pomiar na tetnicy promieniowej. Jest to uwarunkowane
latwoscig i szybko$cia badania na tej tetnicy, ktore jest dobrze tolerowane przez
osobe badana, co jest szczegdlnie wazne w duzych populacyjnych programach.
Tonometria tetnicy szyjnej wymaga do uzyskania optymalnego zapisu znacznie
wiekszego dos$wiadczenia badacza i powoduje dyskomfort dla osoby badanej,
ponadto w przypadku oséb starszych powinna by¢ poprzedzona ultrasonografig
tetnic szyjnych w celu wykluczenia obecnosci blaszek miazdzycowych w badanej
okolicy (36).

Uzycie uniwersalnej funkcji przejscia zaklada, iz wlasciwosci ukladu tetniczego na
odcinku aorta — tetnica promieniowa sa niezmienne (122, 126). Nie mozna jednak
pominaé faktu, Zze w rzeczywisto$ci rozmiar naczyn jest osobniczo zmienny i zalezy
od wzrostu i wagi, a wlasciwosci elastyczne naczyn zmieniaja si¢ wraz ze zmiang
ci$nienia, wieku czy farmakoterapii. Jednakze, wyniki badan z uzyciem uniwersalnej
funkcji przejscia wskazuja na ponad 90% zgodno$¢ pomigdzy generowana przy
zastosowaniu funkcji przejscia a zarejestrowang inwazyjnie aortalng falg tgtna (35,
60, 86). Taka zgodnos¢ ttumaczy si¢ tym, ze dlugos¢ konczyny goérnej jest podobna u
0s6b dorostych, a predkos¢ fali tetna na konczynie gornej nieznacznie tylko wzrasta
z wiekiem (122) czy wzrostem cisnienia tetniczego (67, 122) oraz w malym stopniu
podlega wptywowi lekow wazoaktywnych (86, 122).

Zastosowanie matematycznej funkcji przejscia do obliczenia wartosci centralnego
ci$nienia tetniczego, ktore rozni si¢ od cisnienia na tetnicy ramiennej z uwagi na fakt
wzmocnienia jego warto$ci na obwodzie, zostalo potwierdzone w badaniach (35,
130), natomiast jej warto$¢ w okreslaniu aortalnego wskaznika wzmocnicnia
cinienia skurczowego jest nadal dyskutowana w literaturze. Aortalny wskaznik
wzmocnienia zalezy bowiem od skladowych fali o wigkszych czestotliwosciach
anizeli ci$nienie skurczowe, a funkcja przejscia wykazywala wigksza zmicnnosé
pomiedzy badanymi osobami wlasnie w zakresie wysokich czgstotliwosci (35, 60).
Millasseau 1 wsp. (119) stwierdzili, iz wskaznik wzmocnienia wyliczany =z
promieniowej fali tgtna jest poréwnywalnym zrédiem informacji o powrocic fal
odbitych do aorty. Analiza obwodowego i aortalnego ci$nienia tgtna i wskaznikow

wzmocnienia w aktualnym opracowaniu pozwolila stwierdzi¢, iz wskazniki te w
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podobny sposob zaleza od wieku i pici 0s6b badanych (ryc. 10). Ponadto, podobnie
do wyzej cytowanych autoréw (119) stwierdzono korelacje (r = 0.97; p < 0.0001)
pomigdzy obwodowym i aortalnym wskaznikami wzmocnienia. Pomimo tego faktu,
analizujac nachylenie krzywych korelacji: lokalne skurczowe cis$nienie — a
odpowiedni wskaznik wzmocnienia, kat nachylenia wykresu zaleznosci aortalnego
skurczowego ci$nienia od aortalnego wskaznika wzmocnienia byt istotnie wigkszy (p
= (0.0035) anizeli kat nachylenia wykresu zaleznosci tych parametréw na tetnicy
obwodowej. Gdy oceniamy falg w aorcie wstgpujacej obserwujemy, iz na wstepny
wzrost cisnienia (P1 na rycinie 5) wygenerowany wskutek interakcji skurczu lewe;j
komory i sztywnosci aorty, naktada sie natychmiastowo odbita z obwodu fala. Stad
wydaje si¢, ze to wlasnie aortalny wskaznik wzmocnienia odzwierciedla zmiang
ci$nienia w bezposredniej bliskosci od migénia sercowego, poniewaz poczatek
powracajacej, odbitej fali jest dobrze widoczny na zlozonej (rejestrowanej) fali jako
zaglebienie, ktore odzwierciedla zmiang w szybkosci narastania ci$nienia (dP/dt).
Jest to najwczesniej widoczna rejestracja odbitej fali. Przy zatozeniu, ze miejsce
odbicia znajduje sie w odleglosci 15 — 20 cm od pierscienia aortalnego, ktére w
rzeczywistosci nie jest pojedynczym anatomicznym miejscem lecz nakladaniem sie
miriad odbitych fal, powr6t do aorty fal odbitych widzimy jako pierwsze zaglgbienie
na ramieniu anakrotycznym fali aortalnej (122).

Poza kurczliwoscia lewej komory wskaznik wzmocnienia zalezy glownie od
sztywnosci naczyn i miejsc odbicia fali tetna. Odbicie fal nastgpuje w miejscach
zmiany impedancji tgtnic jak rozgalezienia naczyn badz blaszki miazdzycowe. W
przeprowadzonym badaniu w analizach dotyczacych wskaznika wzmocnienia
uwzgledniano zmienne powiazane takie jak wzrost, odpowiedzialny za anatomiczng
réznice miejsc odbicia fal, czy $rednie cisnienie t¢tnicze, powigzane z oporem
obwodowym, ktéry jest funkcjonalnym predyktorem odbicia fal. Stad tez po
uwzglednieniu tych zmiennych wskaznik wzmocnienia odzwierciedla przede
wszystkim sztywno$¢ naczyn tetniczych a nie zmian¢ miejsc odbicia. Badanie
wlasne potwierdzito zaleznos¢ wskaznika wzmocnienia od wieku (120, 122), plci

(78), wzrostu (191), cisnienia tetniczego(122) i czgstoscei akeji serca (186).



Metody analizy statystycznej w badanej populacji rodzin
nuklearnych

Ponad 150 genoéw kandydatéw zostalo dotychczas zbadanych w wielu badaniach
typu case control pod kontem asocjacji z nadcisnieniem tgtniczym (179). Z badan
tych nie wynika jednak aby ktorykolwiek z tych gendéw mial istotny wplyw na
ci$nienie tetnicze. Brak Scislej standaryzacji fenotypu, nieprawidiowy dobor
populacji badanej, zwlaszcza grupy kontrolnej, badz nieuwzglgdnienie wszystkich
zmiennych zakt6cajacych moga po czgsci tlumaczy¢ tak maly postgp badan nad
uwarunkowaniami genetycznymi pierwotnego nadci$nienia tetniczego. Cisnienie
tetnicze zalezy od wielu fizjologicznych mechanizméw, stad wplyw genow
kandydatow na rozwdj nadci$nienia tetniczego jest najprawdopodobniej niewielki, i
ujawnia sie¢ w homogenicznych populacjach lub pod wptywem specyficznych
okolicznosei (71, 79, 121, 124, 162). Obiecujaca metoda badania hipotez wplywu
znanych genow kandydatdw jest zintegrowanie genetycznych i molekularnych badan
z epidemiologiczna analizg losowo wybranych rodzin lub os6b. W takim podejsciu
metodologicznym wiele fenotypéw majacych zwiazek z wystapieniem nadcisnienia
lub jego powiklan moze podlega¢ ocenie w relacji do czynnikéw stylu zycia i
czynnikow genetycznych. Zmiany w narzadach docelowych bedace wynikiem
nadci$nienia tetniczego, takie jak przerost migsnia sercowego (159), przebudowa
naczyn (15) czy dysfunkcja nerek (46) sa czeste w populacji ogdlnej, powodujq
zwigkszone ryzyko zachorowalnosci i $miertelnosci sercowo naczyniowej, ale ich
objawy kliniczne wystgpuja zazwyczaj w koncowym okresie diugo trwajacych
proceséw patogenetycznych. Zaleta badan epidemiologicznych jest rowniez fakt, iz
w populacji og6lnej liczba osdb zazywajacych leki jest stosunkowo niewiclka, stad
wartosci ci$nienia tetniczego czy wskazniki elastycznosci tgtnic moga zostad
zbadane jako zmienne ciagle bez istotnych zaklécen np. przez stosowanic terapii
przeciwnadci$nieniowej. Ponadto wyniki i doswiadczenia plyngce z badan
bazujacych na populacji ogélnej, w odréznieniu od badan eksperymentalnych, mogq

by¢ latwiej przeniesione do praktyki lekarskie;j.

W niniejszej pracy populacj¢ badang stanowily rodziny nuklearne, w obrgbic
ktorych przeprowadzono szczegdétowa analize wedlug dwoch réznych technik:

analizy asocjacji 1 testu nieréwnowagi transmisji. Analiza asocjacji genow
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kandydatéw jest glownym narzedziem identyfikacji czynnikdw genetycznych
zwigzanych z fenotypami o wieloczynnikowych uwarunkowaniach. Jest metoda
zarezerwowana dla osob niespokrewnionych, a w analizie sa stosowane standardowe
metody statystyczne. Glowna zaleta takich badan jest prostota i elastyczno$é w
zglebianiu interakcji pomiedzy genami oraz genami i czynnikami srodowiskowymi,
ktore stanowig podloze fenotypéw o wieloczynnikowych uwarunkowaniach.

W badanej populacji rodzin nuklearnych analiza asocjacji byla mozliwa po
zastosowaniu procedury PROC GENMOD bazujacej na GEE oprogramowania SAS,
ktéra pozwala uwzgledni¢ w analizie wieloczynnikowej zmienne powigzane i
zaleznosci fenotypow pomigdzy osobami spokrewnionymi (5, 169). Mimo
mozliwos$ci analizowania rodzin w GEE, pozostaja ograniczenia, wlasciwe dla badan
asocjacji w postaci wynikéw falszywie dodatnich uwarunkowanych specyficznoscia,
w tym podlozem etnicznym badanej populacji (33). W celu uniknigcia ograniczen tej
metody zbadano rowniez potencjalng asocjacj¢ pomiedzy fenotypami wyrazonymi
jako zmienna ciagla oraz transmisja badanych alleli w rodzinach nuklearnych przy
zastosowaniu testu nieroOwnowagi transmisji. Poczatkowo Spielman 1 wsp.
zaproponowali metode TDT dla analizy binarnych fenotypéw, jak wystgpowanie lub
nie cukrzycy (154). Wiekszos¢ badanych fenotypéw jest, natomiast, wyrazanych
jako zmienne ciagle, jak na przyklad wskaznik wzmocnienia ci$nienia skurczowego.
Dla takich fenotypow statystycy zaproponowali szereg metod analizowania
zalezno$ci fenotyp-transmisja allelu, bez koniecznodci rekrutacji rodzin z
przynajmniej jednym dzieckiem dotknigtym choroba bedaca przedmiotem badania
(7, 8, 178). Metoda TDT nie daje wynikdéw falszywie dodatnich, stad tez Altshuler i
wsp. (9) proponuja, aby pozytywne wyniki badan opartych na analizie zwigzku, do
czasu ich potwierdzenia w tescie nierownowagi transmisji, traktowaé jedynic jako

prawdopodobne.

Na podstawie przeprowadzonego badania, rola analizy pojedynczego polimorfizmu
genetycznego wydaje si¢ by¢ szczegélnie istotha w zrozumieniu zlozonych
patomechanizméw wieloczynnikowo uwarunkowanych choréb ukladu krazenia.
Taka analiza moze stanowi¢ podstawe do dalszych badan z uwzgl¢dnieniem
interakcji pomiedzy poszczegdlnymi czynnikami srodowiskowymi oraz interakeji
typu gen — gen, a takze osobniczych réznic w odpowiedzi na czynniki

Srodowiskowe. Nalezy podkresli¢, iz nawet w monogenowych chorobach z typowo
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Mendlowskim dziedziczeniem penetracja i ekspresja genotypu moze zmieniaé sie w
zalezno$ci od rasy (109), wieku (65, 66, 109), ilosci spozywanego sodu (66),
poziomu hormonéw (65), lub moze by¢ osobniczozmienne (149), wobec czego
jednakowe genotypy moga warunkowac¢ nieco rozne fenotypy (149).

Niniejsze badanie potwierdza coraz powszechniejsza opini¢, Ze analizowanie
polimorfizmu genetycznego bez uwzglednienia czynnikéw srodowiskowych

zmniejsza prawdopodobiefistwo uzyskania powtarzalnych wynikow w réznych

populacjach.

85



Whioski

1. Czgstos¢ wystgpowania poszczegdlnych genotypéw polimorfizmu Gly460Trp
genu podjednostki o bialka adducyny oraz genotypow polimorfizmu C-344T
genu syntazy aldosteronu w populacji regionu krakowskiego jest zblizona do
obserwowanych w innych populacjach europejskich.

Nie stwierdzono roznic w czgstosci wystgpowania poszczegolnych genotypow i
alleli obydwu badanych polimorfizméw genowych u 0s6b z nadci$nieniem

tetniczym w poréwnaniu do normotonikow.

2. W badanej populacji nosiciele allelu —344C polimorfizmu C-344T genu syntazy
aldosteronu  wykazywali wyzsze warto$ci cisnienia  skurczowego i
rozkurczowego w nocy oraz mniejszy spadek nocny zaréwno skurczowego jak i
rozkurczowego cisnienia tgtniczego krwi. Ponadto w pokoleniu potomkéw u
nosicieli allelu —344C w poréwnaniu do homozygot TT obserwowano wyzsze

wartosci skurczowego ci$nienia tetniczego w okresie catej doby.

3. W calej badanej populacji, jak i w grupach pokoleniowych nosiciele allelu —344C
genu syntazy aldosteronu w poréwnaniu do homozygot TT charakteryzowali si¢
wigkszymi wartosciami obwodowego i aortalnego wskaznika wzmocnienia fali
tetna. Ponadto w pokoleniu rodzicéw istotnie wyzsze wartosci aortalnego
ci$nienia tetna obserwowano rowniez u nosicieli allelu —344C. Wskazuje to na
istotng rol¢ nosicielstwa allelu —344C genu syntazy aldosteronu w warunkowaniu

wigkszej sztywnosci $ciany naczyniowe;.

4. W analizie pojedynczego polimorfizmu Gly460Trp genu o adducyny nic
obserwowano jego zwigzku z wartosciami ci$nienia t¢tniczego lub parametrami

struktury i funkcji naczyn.

5. Spozycie sodu istotnie wptywa na zwigzek polimorfizmu Gly460Trp genu o
adducyny oraz C-344T genu syntazy aldosteronu z badanymi fenotypami
naczyniowymi, co dokumentuje wspoéldzialanie czynnikow genetycznych i

srodowiskowych w warunkowaniu sztywnosci tgtnic.
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Streszczenie pracy

Badania nad patogeneza nadci$nienia tgtniczego w duzej mierze dotycza zmian
czynno$ciowych 1 strukturalnych naczyn w aspekcie ich uwarunkowan
genetycznych. Wsréd gendw, ktorych polimorfizm moze mieé zwigzek z wyzej
wymienionymi zmianami sg geny o adducyny (Gly460Trp) i syntazy aldosteronu
(C-3447).

Celem badania bylo okreslenie czestosci wystgpowania poszczegdlnych
alleli genu o adducyny 1 syntazy aldosteronu w populacji regionu krakowskiego oraz
poréwnanie czgstosci wystgpowania alleli polimorficznych badanych genéw u oséb z
ci$nieniem prawidlowym i nadci$nieniem tetniczym. Dalszy cel badania stanowila
ocena zwigzku polimorfizméw genu o adducyny i syntazy aldosteronu z
parametrami okreslajacymi przebudowg i sztywnos$¢ duzych naczyn tetniczych oraz z
warto$ciami i profilem dobowym ci$nienia tgtniczego krwi.

Badaniem obj¢to 294 osoby z 83 dwupokoleniowych rodzin (rodzic lub
rodzice i conajmniej jedno dziecko), w tym 185 oséb z 52 rodzin z Miasta 1 Gminy
Niepolomice oraz 109 oséb z 31 rodzin z Krakowa, ktoérych czlonkowie byli
pacjentami Poradni Nadcisnieniowej. W badanej populacji nadcisnienie t¢tnicze
wystepowato u 120 oséb a terapie przeciwnadcisnieniowa stosowato 70 uczestnikdéw
badania. U kazdego badanego wykonano standardowe pomiary cisnienia t¢tniczego
(pigciokrotnie podczas wizyty domowej) oraz calodobowe monitorowanie cis$nienia
tetniczego (aparat SpaceLabs 90207), z czgstosciag pomiardw co 15 minut w ciggu
dnia oraz co 30 minut w nocy. Sztywnos¢ t¢tnic oceniano analizujgc falg t¢tna. U
wszystkich badanych tonometrycznie rejestrowano promieniowsq falg¢ t¢tna (tonometr
Millar Instruments) oraz ekstrapolowano aortalng falg t¢tna (oprogramowanic
SphygmoCor). Fale te byly podstawg do obliczenia nast¢pujacych parametrow:
obwodowego (Alxowy) 1 aortalnego wskaznika wzmocnienia (Alx,,). Ponadto
oceniano obwodowe (PPyyy) 1 aortalne (PP,,) ci$nienie t¢tna. Stopien przebudowy
$ciany naczyniowej oceniano poprzez ultrasonograficzne badanie te¢tnic szyjnych z
pomiarem grubosci kompleksu blony wewnetrznej i srodkowej Sciany blizszej i
dalszej tetnic szyjnych wspolnych (aparat Hewlett-Packard, Sonos 2000).
Oznaczenia polimorfizméw Gly460Trp genu o adducyny i C-344T syntazy

aldosteronu wykonano z wykorzystaniem metody tancuchowej reakcji polimerazy z
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nastepowym genotypowaniem przy uzyciu odpowiednich oligonukleotydéw. U
wszystkich badanych oznaczano dobowe wydalanie sodu, potasu i aldosteronu w
moczu. Przeprowadzono analiz¢ asocjacji zawarte] w procedurze PROC GENMOD
oprogramowania SAS oraz test nieréwnowagi transmisji wg. metody Abecasis’a.
Rozklady czestosci genotypéw polimorfizmu Gly460Trp genu o
adducyny oraz polimorfizmu C-344T syntazy aldosteronu byly zgodne z
przewidywanymi wg. prawa Hardy — Weinberga (odpowiednio p = 0.45 i p = 0.78).
Osoby z nadci$nieniem tgtniczym nie rdéznily si¢ istotnie od badanych z
prawidlowym cis$nieniem pod wzgledem czgstosci wystepowania poszczegdlnych
genotypéw badanych polimorfizméw (dla o adducyny: GlyGly = 68.3%; GlyTrp =
30.0%; TrpTrp = 1.7% vs GlyGly = 69.0%; GlyTrp = 29.3%; TrpTrp = 1.7%; dla
CYP11B2: CC =21.7%; TC = 57.5%; TT = 20.8% vs CC =23.5%; TC = 50.6%; TT
= 259%; p = 0.47). Nie stwierdzono réwniez rdéznicy w wystepowaniu
poszczegdlnych alleli badanych polimorfizmdéw genetycznych pomiedzy osobami z i
bez nadcis$nienia tgtniczego (dla oo adducyny: Gly = 83.3%; Trp = 16.7%; vs Gly
=83.6% ; Trp = 16.4%; dla CYP11B2: C = 50.4%; T = 49.6% vs C = 48.8%; T =
51.2%; p = 0.73).
W pomiarach domowych cisnienia tg¢tniczego nie obserwowano istotnych réznic w
wartosci CTK w zaleznosci od genotypu polimorfizmu Gly460Trp genu o adducyny
jak rowniez C—-344T syntazy aldosteronu.
Poziom dobowego wydalania sodu, potasu oraz aldosteronu z moczem byt
poréwnywalny w grupach nosicieli allelu Trp 1 homozygot GlyGly genu o adducyny
i w grupach genotypowych polimorfizmu C-344T genu syntazy aldostcronu w
badanej populacji zaréwno w pokoleniu rodzicdw i ich potomkow.
W analizie zwiazku fenotypow cisnieniowo — naczyniowych z polimorfizmem
Gly460Trp genu o adducyny, stwierdzono na podstawie calodobowej rcjestracji
cisnienia t¢tniczego, mniejszy spadek nocny cisnienia rozkurczowego u homozygot
GlyGly w poréwnaniu do nosicieli allelu Trp (odpowiednio: 19.9 £ 0.5 vs 21.6 £ 0.5; p
= 0.021). Jednakze, rdéznicy tej nie obserwowano, gdy analizie poddano odr¢bnic
pokolenie rodzicéw i potomkdéw (p = 0.14).
Analizujac parametry sztywnosci tegtnic i IMT tetnicy szyjnej wspdlncj nie

stwierdzono istotnych réznic w populacji badanej w zaleznosci od genotypu
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polimorfizmu Gly460Trp a adducyny, zardwno w calej grupie jak i w podgrupach
pokoleniowych (p > 0.18).

U oséb bez leczenia przeciwnadci$nieniowego (n = 221) mediana wydalanego sodu z
moczem wynosita dla kobiet i mgzezyzn odpowiednio: 197 mmol/dobg oraz 271
mmol/dobe. Analiza wskaznikdw wzmocnienia ci$nienia skurczowego u homozygot
GlyGly ujawnita istotnie wyzsze ich wartosci (dla AlXepw p = 0.015; dla Alx,, p =
0.041) u os6b z ponad przecietnym poziomem wydalanego sodu, czego nie
obserwowano u nosicieli allelu Trp (dla Alxepw p = 0.19; dla Alx,, p = 0.25).
Stwierdzono, ponadto istotna interakcje (Pint < 0.023) polimorfizmu Gly460Tp «
adducyny i poziomu wydalanego sodu w warunkowaniu zaréwno obwodowego jak
aortalnego wskaznikow wzmocnienia.

Wyniki calodobowego monitorowania ci$nienia tetniczego ujawnilty wyzsze wartosci
skurczowego cisnienia z okresu calej doby u nosicieli allelu —344C w poréwnaniu do
homozygot TT polimorfizmu C-344T genu syntazy aldosteronu jedynie w pokoleniu
miodszym (odpowiednio: 118 + 0.8 vs 114.4 = 1.0 mmHg; p = 0.0008). W badane;j
populacji nosicieli allelu -344C genu syntazy aldosteronu cechowaly wyzsze
wartosci skurczowego i rozkurczowego cisnienia tetniczego w ciggu nocy (p < 0.05)
oraz mniejszy spadek nocny zar6wno skurczowego jak i rozkurczowego cisnienia
tetniczego (p < 0.02). W zgodnosci z wynikami analizy parametréw ABPM,
wskazniki sztywnosci naczyn tetniczych w postaci obwodowego 1 aortalnego
wskaznikdw wzmocnienia ci$nienia skurczowego byly wyzsze u nosicieli allelu
-344C polimorfizmu C-344T genu syntazy aldosteronu (p < 0.043). Zaréwno
obwodowy jak i aortalny wskazniki wzmocnienia cisnienia skurczowego byly
istotnie wyzsze u nosicieli allelu —344C w pordéwnaniu do homozygot —344TT genu
syntazy aldosteronu u o0séb, ktéorych dobowe wydalanie sodu przckraczalo
odpowiednia dla plci mediang wydalania (p < 0.043). Roznic tych nic obscrwowano
w populacji o niskim wydalaniu sodu (p > 0.52). W pokoleniu rodzicow stwicrdzono
istotnie wyzsza warto$¢ aortalnego cisnienia t¢tna u nosicieli allelu —344C w
poréwnaniu d o homozygot —344TT (41.1 £ 0.8 vs36.6 = 1 .4 mmHg; p = 0.032).
Takich roznic nie obserwowano w wartosciach obwodowego cisnienia t¢tna (51.3 £
1.1 vs 48.7 £ 1.8 mmHg; p = 0.33) u rodzicow. Oceniajac IMT tetnicy szyjncj
wspdlnej nie stwierdzono istotnych réznic w zaleznosci od genotypu polimorfizmu

C—-344T genu syntazy aldosteronu (p > 0.15).
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Analiza nierdwnowagi transmisji badanych polimorfizméw nie ujawnila zwigzku
fenotypéw ci$nieniowo — naczyniowych z faktem transmisji poszczegdlnych alleli
genu o adducyny 1 syntazy aldosteronu.

Podsumowujac w badanej populacji nie stwierdzono zwiazku pomigdzy
pojedynczym polimorfizmem Gly460Trp genu o adducyny a warto$ciami cisnienia
tetniczego lub parametrami struktury i funkcji naczyn, jednakze obserwowano
mniejszy spadek nocny rozkurczowego cisnienia tetniczego u homozygot GlyGly w
poréwnaniu do nosicieli allelu Trp. Wskazniki sztywnosci tetnic pozostaja pod
wplywem interakcji polimorfizmu Gly460Trp genu o adducyny z iloscia
wydalanego sodu. Wigksze spozycie sodu wigze sie z wyzszymi wartoSciami
obwodowego i aortalnego wskaznika wzmocnienia u homozygot GlyGly.

Wyzsze wartosci cisnienia skurczowego i rozkurczowego w nocy oraz mniejszy
spadek nocny zaréwno skurczowego jak i rozkurczowego cisnienia tetniczego krwi
cechujg nosicieli allelu —344C genu syntazy aldosteronu w poréwnaniu z
homozygotami —344TT. Ponadto w milodszej grupie pokoleniowej nosicielstwo
allelu —344C wiaze si¢ z wigkszym skurczowym cisnieniem t¢tniczym w okresie
calej doby.

Wplyw polimorfizmu C-344T genu syntazy aldosteronu na wlasnosci sciany
naczyniowej jest istotny w calej badanej populacji, jak i w kazdej z grup
pokoleniowych, wskazujac na rolg nosicielstwa allelu -344C genu syntazy
aldosteronu w warunkowaniu wigkszej sztywnos$ci $ciany naczyniowej. Wplyw tego
polimorfizmu na fenotyp naczyniowy jest modulowany poziomem Spozywanego

sodu.
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Summary

Studies on the pathogenesis of arterial hypertension to the large extend concemn
functional and structural vascular changes and their genetic determinants. Of genes
whose polymorphism may be related to these changes, o adducin (Gly460Trp) and
aldosterone synthase (C—344T) are especially interesting.

The purpose of the study was to define the frequency of alleles of o adducin
and aldosterone synthase genes in the population of Krakow region, and to compare
the frequency of polymorphic alleles in hypertensives and normotensives. In the
study the relationship between polymorphisms of o adducin and aldosterone
synthase g enes and p arameters o f remodeling and arterial stiffness, blood pressure
values and circadian changes was also evaluated.

The study population consisted of 294 subjects from 83 nuclear families
(parent or parents and at least one child), including 185 subjects from 52 families
recruited in Niepotomice and 109 subjects from 31 families in Krakow, recruited via
patients of the Out-patient Antihypertensive Department. Arterial hypertension was
documented in 120 patients, and 70 patients were on antihypertensive treatment. In
each subject conventional blood pressure measurements were taken five times during
a home visit. Ambulatory blood pressure monitoring (ABPM) (Space Labs 90207)
was performed with recordings every 15 min in the daytime and every 30 min at
nighttime. Arterial stiffness was determined from pulse wave. In each subject radial
pulse wave was recorded with a tonometer (Millar Instruments) and aortic pulse
wave was extrapolated with the SphygmoCor software. The pulse waves werc
measured to calculate the following parameters: peripheral and aortic augmentation
index (Alxqpw and Alx,,). Peripehral and aortic pulse pressues (PPoy and PP,,) were
also assessed. Vascular wall remodeling was assessed from common carotid intima-
media thickness by ultrasound (Hewlett-Packard, Sonos 2000). Gly460Trp
polymorphism of o adducin gene and C-344T polymorphism of aldostcronc
synthase gene were determined by polymerase chain reaction with genotyping using
appropriate oligonucleotides. In each subject daily urinary excretion of sodium,

potassium and aldosterone was also measured.
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Statistical analysis included association analysis based on the PROC GENMOD
procedure in the SAS software and transmission disequilibrium test proposed by
Abecasis.

The frequency of Gly460Trp polymorphisms of a adducin gene and C-344T
polymorphism of aldosterone synthase gene were in Hardy Weinberg equilibrium as
expected (p = 0.45 and p = 0.78, respectively). Hypertensives did not differ
significantly from normotensives in the frequency of polymorphism genotypes (for o
adducin: GlyGly = 68.3%; GlyTrp = 30.0%; TrpTrp = 1.7% vs GlyGly = 69.0%;
GlyTmp = 29.3%; TrpTrp = 1.7%,; for CYP11B2: CC = 21.7%; TC = 57.5%; TT =
20.8% vs CC = 23.5%; TC = 50.6%; TT = 25.9%; p = 0.47). There were no
differences in the frequency of alleles between hypertensives and normotensives,
either (for o adducin: Gly = 83.3%; Trp = 16.7%; vs Gly =83.6% ; Trp = 16.4%; dla
CYP11B2: C =50.4%; T =49.6% vs C =48.8%; T =51.2%; p 2 0.73).

There was no significant relationship between home blood pressure and the
Gly460Trp polymorphism of o adducin gene or C-344T polymorphism of
aldosterone synthase gene.

24 — hour urinary excretion of sodium, potassium and aldosterone was similar in
carriers of Trp allele and GlyGly homozygotes of o adducin gene and in genotypes
of the C—344T polymorphism of aldosterone synthase gene in the study population,
both in parents and in offspring.

Analysis of the relationship between blood pressure and vascular phenotypes and the
Gly460Trp polymorphism of o adducin gene revealed a smaller diastolic blood
pressure fall at night in GlyGly homozygotes as compared with carriers of Trp allcle
(19.9 £ 0.5 vs 21.6 £ 0.5; p = 0.021, respectively). However, this difference
disappeared when parents and offspring were analyzed scparately (p = 0.14).
Analysis of vascular stiffness and intima-media thickness did not show any
significant relationship with the genotype of the Gly460Trp polymorphism of «
adducin gene both in the whole study population and in generation groups (p = 0.18).
In subjects without antihypertensive treatment (n = 221) the median of urinary
sodium excretion was 197 mmol/day for women and 217 mmol/day for men.
Analysis of systolic augmentation index in GlyGly homozygotes showed
significantly higher values in subjects with sodium excretion excceding average

levels (for Alxgpw p = 0.015; for Alx,, p = 0.041), which was not obscrved in carricrs



of Trp allele (for Alxebw p = 0.19; for Alx,, p = 0.25). There was also a significant
interaction (Pint < 0.023) between the Gly460Trp polymorphism of o adducin gene
and excreted sodium in determining both peripheral and aortic augmentation indices.
ABPM revealed higher systolic blood pressure levels in the entire 24 hours in
carriers of —344C allele as compared with —344TT homozygotes of the C-344T
polymorphism of aldosterone synthase gene only in the younger generation (118 +
0.8 vs 114.4 £ 1.0 mmHg; p = 0.0008). In the whole study population carriers of the
-344C allele of aldosterone synthase gene had higher systolic and diastolic blood
pressure at night (p < 0.05), and smaller nocturnal systolic and diastolic blood
pressure fall (p < 0.02). In accordance with the results of ABPM, the indices of
arterial compliance expressed as peripheral and aortic augmentation idexes were
higher in carriers of —344C allele of C-344T polymorphism of aldosterone synthase
gene (p < 0.043). Both peripheral and aortic augmentation index were significantly
higher in carriers of —344C allele as compared with —344TT homozygotes of
aldosterone synthase gene in subjects with daily sodium excretion exceeding the
gender-related median (p > 0.52). In parents aortic pulse pressure was significantly
higher in carriers of —344C allele as compared with —344TT homozygotes (41.1 + 0.8
vs 36.6 £ 1.4 mmHg; p =0.032). There were no similar differences in p eripheral
pulse pressure in parents (51.3 £ 1.1 vs 48.7 £ 1.8 mmHg; p = 0.33). The intima-
media thickness did not differ significantly in relation with the genotype of C-344T
polymorphism of aldosterone synthase gene (p > 0.15).

Transmission disequilibrium test of the polymorphisms did not show the relationship
between blood pressure and vascular phenotypes and transmission of individual
alleles of alpha adducin and aldosterone synthase genes.

Summing up, in the present population based study there was no rclationship
between the Gly460Trp polymorphism of a adducin gene and blood pressure values
or vascular structural and functional parameters, there was howecver a smaller
nocturnal diastolic blood pressure fall in GlyGly homozygotes as compared with
carriers of Trp alleles. Arterial stiffness is still affected by the interaction between the
Gly460Trp polymorphism of a adducin gene and excreted sodium. Increased sodium
consumption is associated with higher peripheral and aortic augmentation index only

in GlyGly homozygotes.



Higher systolic and diastolic blood pressure at night and smaller nocturnal systolic
and diastolic blood pressure fall were found in carriers of —344C allele of aldosterone
synthase gene as compared with —344TT homozygotes. Furthermore in the younger
generation the carrier state of —344C allele is associated with higher systolic blood
pressure in the entire 24 hours.

The effect of the C-344T polymorphism of aldosterone synthase gene on vascular
wall properties is significant in the whole study population and in each generation
group, arguing for the role of carrier state of —344C allele of aldosterone synthase
gene in determining vascular wall stiffness. The genetic effect of this polymorphism

on vascular phenotype is modulated by sodium consumption.
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