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1 Uvod

Tato doktorska prace se zabyva vzajemnym vlivem genetickych faktorti a vnéjs$iho prostredi
na vlastnosti tepen. V souladu s Guytonovou praci jsme piedpokladali, Ze vlastnosti tepen
mohou zaviset na ledvinném hospodateni se sodikem. To samo je ovlivnéno pifijmem soli
(vliv vnéjsiho prostfedi) a variantami v mnoha genech. Tato doktorskd prace je soucasti
European Project on Genes in Hypertension (EPOGH).

1.1 Tepenny systém

Velké elastické tepny maji predevSim pruznikovou funkci. Béhem systoly funguje zdrava
aorta a jeji vétve jako roztazny rezervoar —tato vlastnost zabranuje pfili§ strmému vzestupu
systolického tlaku v centralnim fecisti. V diastole je krev vypuzovana z centralniho fecisté —
tim udrzuji tepny pruznikového typu kontinudlni proud krve a zmensuji kolisani perfuze tkani.
Funkce muskularnich tepen je dovést krev z centrdlniho fecisté do periferie s minimalnim
poklesem stfedniho arteridlniho tlaku. Hladk4 cévni svalovina mlze aktivné ménit primér
muskularnich tepen, a tak pfizpisobovat krevni pritok potieb¢ zadsobované oblasti.

1.2 Elastické vlastnosti tepen

Tepenna tuhost je dobie rozpoznany rizikovy faktor kardiovaskularnich onemocnéni [1].
Tepennou tuhost 1ze méfit vice zplisoby, n€kolik z nich jsme pouzili v této doktorské praci.
SnizZeni tepenné distenzibility znamena tuzsi tepny [2]. Rychlost aortalni pulzni viny (aortic
pulse wave velocity), index tepenné tuhosti, se zdvojnasobuje mezi 15 a 70 lety véku [3].
Pulzni vlna se sklada z doptedné komponenty vyvolané srdecnim stahem a odrazené viny, jez
se vraci z periferie zpét k srdci [3]. U mladych zdravych jedincl, se odrazena vlna vraci
v prub¢hu diastoly, zvySuje diastolicky tlak a zlepSuje korondrni perfuzi. Se zvySovanim
tepenné rigidity (starnuti, arteridlni hypertenze) se odrazend vina pohybuje rychleji a dostava
se k srdci béhem systoly a tim zvySuje systolicky krevni tlak, zatimco diastolicky tlak se
snizuje [3]. Snizeny diastolicky tlak miize zhorSit pritok krve koronarnimi tepnami a vést
k ischemizaci myokardu. ZvySeny systolicky tlak zvySuje srdec¢ni praci a mize vést
k srde¢nimu selhani a arytmiim [4].

1.2.1 Rychlost aortalni pulzni viny

Rychlost aortalni pulzni viny (PWV) je zlatym standardem pro méfeni tepenné tuhosti [1].
V nasi praci jsme méfili PWV pomoci pfistroje SphygmoCor. Pomoci aplana¢niho tonometru
jsme za soucasné registrace EKG m¢fili pulzni vinu na spolecné karotidé a na femoralni
tepné. PWV je urena pomoci ¢asového posunu pulzni viny mezi dvéma misty pfi zndmé
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vzdalenosti téchto mist. Cim rychleji se tlakova vina §ifi, tim rigidnéjsi je cévni sténa.

1.2.2 Analyza pulzni viny

Jak popsano diive, pulzni vlna je smésici dopiedné a odrazené viny [2]. Zména tvaru pulzni
viny, dana G¢inkem vyssi rychlosti pulzni viny a zménou intenzity a na¢asovani odrazu, mtize
byt kvantifikovana pomoci tzv. augmenta¢nim indexem (Alx). Alx je definovany jako rozdil
mezi sekunddrnim a primdrnim systolickym vrcholem registrované pulzni viny [1]. Pomoci
pristroje SphygmoCor jsme registrovali pulzni vinu na a. radialis a pomoci pfenosové funkce
ziskali parametry pulzni viny v centralnim fecisti [5].



1.2.3 Tepenna tuhost mérena lokalné

V nasi praci jsme dale méfili lokalni parametry tepenné tuhosti na karotické, brachidlni a
femoralni tepné¢ pomoci wall-tracking sonografického pftistroje (Wall Track System).
M¢éfenymi parametry byl pramér tepny, jeji poddajnost (compliance) a distenzibilita
(roztaznost). Poddajnost je definovand jako zména objemu daného cévniho oddilu (V) pii
zméné tlaku (P), tj. C = AV/AP. Za piedpokladu, Ze dana céva ma konstantni délku, 1ze objem
nahradit primérem (D), tedy C=AD/AP. Distenzibilita je relativni zména objemu vztazena na
zaménu tlaku a odrdzi zatizeni tepenné stény vyvolané tlakovou vlnou. Vztah mezi
poddajnosti (CC) a distenzibilitou (DC) a tepennym objemem (V) je vyjadien rovnici: CC =
DCx V.

1.3 Ledvinné hospodareni se sodikem

Ledviny hraji klicovou roli vrozvoji hypertenze. Krevni tlak se zvySuje za situace, kdy
ledviny pottebuji vyssi nez obvykly krevni tlak kudrzeni extraceluldrniho objemu
v normalnich mezich. Méfeni clearance endogenniho lithia je zplsob, jak kvantifikovat sodné
hospodafeni v nefronu [6]. lonty lithia jsou volné filtrovany v ledvinném glomerulu a
vstfebavany spole¢né se sodikem a vodou v proximélnim ale ne v distalnim tubulu. Pokud
vyjadiime clearance lithia jako frakéni exkreci ziskame parametr, ktery zapocitava raznou
intenzitu glomerularni filtrace. Frakéni exkrece lithia (FEp;) a frakéni distalni reabsorpce
sodiku (RNA4;st) jsou neinvazivni parametry reabsorpce sodiku v proximalnim tubulu a Casti
sodiku, ktery unikl reabsorpci v proximalnim tubulu a je pozdé¢ji vstfeban v distalni Casti
nefronu [6].

1.4 Kandidatni geny a tepenna tuhost

1.4.1 Déditelnost

Pted zapocetim asociacnich genetickych studii je tfeba ovéfit, zda jsou sledované vlastnosti
déditelné. Mnoho autorti pied nami potvrdilo vyznamnou déditelnost parametrii tepenné
tuhosti, kterd v zavislosti na struktute rodin a miry adjustace nabyva hodnot mezi 0,36 az 0,40
pro PWV [7,8], amezi 0,18 az 0,37 pro Alx [9,10].

1.4.2 Kandidatni geny

Tato doktorska prace navazuje na piedchozi zjisténi projektu EPOGH. Jako kandidatni geny
byly zvoleny ty geny, u nichz zndme funkcionalitu nebo patofyziologickou vyznamnost.

1.4.2.1 Adducin

Adducin je cytoskeletonovy protein vyskytujici se prakticky ve vSech typech bunék a sklada
se bud’ z a- a B- nebo a- a y- podjednotek [11]. Adducin ovliviiuje interakci mezi aktinem a
spektrinem a expozici integrini a adheznich molekul na povrchu bunék [12]. Mutace genu pro
a-adducin (ADD1) je spojena se zvySenou aktivitou sodiko-draslikové pumpy [12] a zvySenou
reabsorpci sodiku v ledvinach [11]. Zména aktivity sodiko-draslikové pumpy a nasledné
intracelularni koncentrace Na" mize ovliviiovat na sodiku-zavisly transmembranézni pienos
Ca®" v buiikach cévni hladké svaloviny a timto mechanismem modulovat tonus tepen [2].

1.4.2.2 Angiotensinogen —variace v promotorové oblasti genu

Odstépeni 23 aminokyselin z prekurzoru angiotensinogenu reninem je klicovy krok v kaskade
enzymatickych procesti vedouci ke vzniku angiotensinu II, ktery vazbou na angiotensinovy
receptor typu 1 (AT;) zpisobuje vasokonstrikci a vaskuldrni hypertrofii. Jako nésledek
existuje pozitivni vztah mezi plazmatickou hladinou AGT a Ang II. Polymorfismus AGT



G—64 je spojen s lehce vyssi transkripci AGT, coz miize vysvétlit vyssi plazmatickou hladinu
AGT u jedinct nesouci —6A alelu [13]. Studie zahrnujici francouzské rodiny a zdravé jedince
zaroven demonstrovaly vyssi plazmatickou hladinu AGT u jedincti nesouci AGT —532T alelu
[14,15].

1.4.2.3 Receptor typu 1 pro angiotensin II

Jeden z nejvice studovanych polymorfismi genu pro AT; receptor (ATIR) je AI1166C. Dle
naSich znalosti se pouze jedna prace zabyvala efektem tohoto polymorfismu na tepennou
tuhost [16]. V prtfezové praci u 201 hypertonik bez znamek kardiovaskularnich komplikaci
a 201 vékové-odpovidajicich zdravych kontrol byla aPWV vyznamné vyssi u jedincii
nesoucich //66C alelu nezu ATIR AA homozygott [16].

1.5 Hlavni cile doktorské prace

Na zakladé vyse uvedenych dikazl z experimentalnich a klinickych studii jsme si kladli za
ukol zodpovédét otazku, do jaké miry jsou vlastnosti velkych tepen spojeny s ledvinnym
sodnym hospodafenim a variantami v genech kodujici RAAS a adducin.
V Kapitole 2 jsme studovali rozdil mezi indexy tepenné tuhosti u potomkll s normotenznimi
nebo hypertenznimi rodici.
V Kapitole 3 jsme stanovili déditelnost a genetickou a environmentéalni korelaci indexi
tepenné tuhosti.
V Kapitole 4 jsme se soustfedili na vztah mezi ledvinnym sodnym hospodafenim a
vlastnostmi tepen.
Kapitola 5 je vénovand vztahim mezi indexy lokalni tepenné tuhosti a genetickymi
variantami a sklada se ze 2 ¢asti:
> Cast 1 se vénuje vztahim mezi tepennymi vlastnostmi a ADDI (Gly460Trp), ADD2
(C1797T) a ADD3 (A386G).
> Cast 2 zahmuje ADDI (Gly460Trp) a n&kolik kandidatnich genti systému RAAS
jako je AGT (G—6A4, C—5324) a ATIR (A1166C).

2 Vlastnosti tepen u normotenznich potomki rodic¢i s nebo bez
arterialni hypertenze

2.1 Metodika

Studijni populace se skladala z ndhodné vybranych rodin z polského Krakova (n=299) a Plzné
(n=183). Osmdesat jedincti bylo vylouceno zanalyzy, protoze naméfend pulzni vina
nedosahovala dostatecné kvality nebo se jednalo o hypertenzni potomky nebo chybéla
informace u krevnim tlaku u rodi¢ti. Analyzovano bylo tedy 402 jedinct, z nichz bylo 233
potomkii.

Krevni tlak byl prumér z péti po sobé jdoucich hodnot namétenych na navstévé v domovech
participantt studie. U€astnici studie dale podstoupili 24-hodinou monitoraci krevniho tlaku.
Vsichni jedinci vyplnili standardizovany dotaznik sledujici osobni anamnézu, udaje o koufeni
a ptijmu alkoholu a uzivanych lécich.

Vlastnosti tepen jsme métili pomoci piistroje SphygmoCor a sledované parametry byly:
aortadlni PWV, periferni a centralni Alx a centralni pulzni tlak. Dale jsme stanovili la¢nou
glykémii a lipidogram.

Pro statistickou analyzu jsme pouZili program SAS. Priméry a proporce jsme porovnavali
pomoci f-testu a y’-statistiky. Po moznych dilezitych proménnych jsme patrali pomoci
stepwise regrese. PouZili jsme regresni postup PROC MIXED softwaru SAS, ktery umoZiiuje



nejenom adjustovat pro vyznamné faktory, ale také pro ne-nezavislost sledovanych parametrt
v ramci rodin.

2.2 Vysledky

Studie zahrnovala 59 potomkl s normotenznimi rodi¢i a 174 potomkd, ktefi méli alespon
jednoho rodic¢e hypertonika. Déti hypertenznich rodi¢d byli o 2,5 roku star$i a mély vyssi
BMI o 1,5 kg/m? oproti potomkiim normotenznich rodi¢i. Hodnoty lipidii a glykémie, stejnd
jako navyky — koufteni a ptijem alkoholu se nelisily v obou skupinach.

Déti  hypertenznich rodi¢i v porovnani s détmi normotenznich rodici mély vySsi
(0,14<P<0,0007) konvenéni krevni tlak a pulzni tlak méteny konvenéné (121/75 vs. 114/71
mm Hg a 46 vs. 42 mm Hg) stejné jako tlak ptfi 24-hodinové monitoraci (118/70 vs. 114/67
mm Hg a 48 vs. 47 mm Hg). Déti hypertenznich rodi¢t mély také vyssi (0,05<P<0,0008)
hodnoty centralniho pulzniho tlaku (28 vs. 26 mm Hg), periferni Alx (54,7 vs. 44,9 %),
centralni Alx (108,8 vs. 99,8%) a aortalni PWV (7,4 vs. 6,6 m/s). Po komplexni adjustaci,
véetné kontroly na stiedni arteridlni tlak a vE&k, ovSem tyto rozdily mezi potomky
hypertenznich a normotenznich rodi¢ti vymizely jak pro periferni a centralni Alx tak pro
aortalni PWV.

2.3 Zavér

Zavérem lze fici, Ze normotenzni déti hypertenznich rodic maji oproti normotenznim détem
rodi¢l s hypertenzi zhorSeny elastické vlastnosti tepen. Vysledky této prurezové studie
napovidaji, Ze alterace tepennych funkci u osob srodinou historii hypertenze jsou
determinovany predev$im zvySenym krevnim tlakem a vékem-danymi hemodynamickymi
zménami.

3 Déditelnost a geneticka a environmentalni korelace tepennych
vlastnosti

3.1 Metodika

Studijni populace se sklddala z ndhodn¢ vybranych rodin projektu EPOGH, kteti podstoupili
méteni tepen. Po vylou€eni 31 jedinct, jejichz tepenné méfeni nedosahovalo pottebnych
kvalit jsme do analyzy zahrnuli 201 jedinci z polského Krakova, 115 osob z belgického
Hechtel-Ekselu a 178 osob zPlzn€. VSichni jedinci vyplnili standardizovany dotaznik
sledujici osobni anamnézu, udaje o koufeni a ptijmu alkoholu a uzivanych lécich.

Krevni tlak byl primér z péti po sob€ jdoucich hodnot namétenych na navstéveé v domovech
participantli studie. Vlastnosti tepen jsme métili pomoci pristroje SphygmoCor a sledované
parametry byly: aPWV, periferni a centralni Alx a pulzni tlak.

Pro statistickou analyzu jsme pouzili program SAS. Priméry a proporce jsme porovnavali
pomoci Tukey #-testu a y’-statistiky. Pro analyzu d&ditelnosti a familiarni agregace jsme
pouzili centrum-specifické standardizované distribuce. Po moznych dulezitych proménnych
jsme patrali pomoci stepwise regrese.

> Déditelnost
Pro analyzu déditelnosti jsme pouzili maximum likelthood postup v programu ASSOC
statistického softwaru S.A.G.E. Dé&ditelnost (h?) je charakterizovan jako pomér polygenetické
komponenty vici celkové fenotypické varianci [17].

» Geneticka a environmentalni korelace
Genetické a environmentalni korelace jsme stanovili po komplexni adjustaci na vyznamné
proménné. Celkova variance sledovaného parametru (V) je dana souctem aditivni
polygenetické komponenty (A) a environmentalni komponenty E. Fenotypicka korelace (pp)



mezi dvéma sledovanymi parametry se sklada z obou — genetické (pg) a environmentalni (pg)
komponenty dle této rovnice: pp = pgVhi® hy” + peV(1-h;?) (1-hy?). Statisticky vyznamné
hodnoty pg a pg svédc¢i pro vliv sdilenych genetickych faktort a faktord vnéjSiho prostiedi
[17].
» Intrafamilialni agregace

Mezi cleny jednotlivych rodin jsme pocitali korelaéni koeficienty jako meéfitko shody
(pozitivni korelace) a neshody (negativni korelace). Pouzili jsme regresni postup PROC
GENMOD softwaru SAS, ktery umoZziiuje nejenom adjustovat pro vyznamné faktory, ale také
pro ne-nezavislost sledovanych parametrti v ramci rodin.

3.2 Vysledky

Primérny vék rodict a potomki (£SD) byl 51,7+6,5 let a 29,4+10,8 let. V porovnani s détmi,
byli rodi¢e vice obézni, méli vyssi krevni tlak, zvySené indexy tepenné tuhosti a Castéji byli
1é¢eni antihypertenzivy. Nalezli jsme vyznamnou déditelnost (P<0,0001) pro stiedni arteridlni
tlak (h*=0,39), periferni pulzni tlak (h*=0,37), a periferni a centralni Alx (h*=0,39 a 0,41).
Déditelnost aortalni PWV byla 0,19 (P=0,08). Genetické korelace mezi aortdlni PWV a
dals$imi tepennymi indexy byly vyznamné (p>0,29; P<0,0001). Korespondujici
environmentalni korelace byly vyznamné pro periferni pulzni tlak (pg>0,10; P=0,03).
Intrafamilédrni korelace u par rodi¢-potomek byly pozitivni a statisticky vyznamné pro
vSechny tepenné indexy (r>0,12; P<0,02). Korelace mezi sourozenci byly navic vyznamné
pro centralni Alx (r=0,22; P=0,001).

3.3 Zavér

Nase prace ukdzala vyznamnou déditelnost riznych indexii tepenné tuhosti, jako je pulzni
tlak, centralni a periferni augmentacni index a aortalni rychlost pulzni viny. Potvrdili jsme
vliv genetickych faktori na tyto indexy pomoci vyznamné rodinné korelace u parti rodic-
potomek a absenci vyznamné pozitivni environmentalni komponenty mezi vétSinou téchto
tepennych fenotypd. Jako prvni jsme ukdzali mirnou, avSak statisticky vyznamnou,
genetickou korelaci mezi n¢kolika indexy tepenné tuhosti, coz vyrazné podporuje tvrzeni, ze
spole¢né sdilené geny musi ovliviiovat tyto parametry.

4 Asociace mezi vlastnostmi tepen a ledvinnym hospodarenim se
sodikem v obecné populaci

4.1 Metodika

Studijni populace se skladala z ndhodné vybranych rodin ze severni Belgie. Ze 1306 jedinci,
ktefi se zacastnili métfeni tepen, jsme z analyzy vyloucili 237 osob, protoze kvalita jejich
meéteni tepen nedosahovala dostateéné kvality nebo chybélo méteni clearance endogenniho
lithia nebo jeho koncentrace byla ptilis vysoka. Z analyzy byli také vylouceni vSichni jedinci
uzivajici antihypertenzni 1écbu.

Ugastnici studie vyplnili standardizovany dotaznik tykajici se jejich navyki — koufeni a
ptijem alkoholu a uzivané 1écby. Na klinice jsme zméfili antropometrické udaje, jako je vyska
a véha a pétkrat po sobé zméfili krevni tlak. Hodnoty krevniho tlaku uzité¢ v analyze nebo
v popisu populace byly priméry z téchto péti méteni.

Parametry lokalni tepenné tuhosti byly méfeny pomoci ultrazvuku (Wall Track System) na
spole¢né krkavici, brachialni a femoralni tepné. Poddajnost (CC) a distenzibilitu (DC) jsme
stanovili z prafezu tepny v diastole (A), systolického zvétSeni tepenného prifezu (AA) a
lokalniho pulzniho tlaku (PP): CC = AA/PP a DC = (AA/A) / PP.



Hospodateni se sodikem v ledvinach jsme stanovili pomoci clearance endogenniho lithia.
Koncentrace kreatininu v séru a v moc¢i jsme méfili automatizovanou enzymatickou metodou.
Lithium jsme méfili pomoci elektrotermalni atomické absorpéni spektrofotometrie [6].
Clearance byla pocitana pomoci klasické rovnice Cy = Uy x V/Py, kde Uy a Py jsou
koncentrace prvku x v moci a plazmé. Frakéni exkreci sodiku (FEy,) a lithia (FELi) jsme
pocitali jako podil clearance sodiku (Cn,) a lithia (Cpi) ke clearance kreatininu. Frakcni
distalni reabsorpce sodiku (RNagis) je dand vzorcem [(FEr; — FEn.)/FEL; x 100]. Frakéni
proximalni reaborpci sodiku (RNay,x) jsme definovali jako 100 — FEg;.

Pro statistickou analyzu jsme pouzili program SAS. Priméry a proporce jsme porovnavali
pomoci z-testu pro velké soubory a Fischerovym exaktnim testem. Po moznych dilezitych
proménnych jsme patrali pomoci stepwise regrese. Pouzili jsme regresni postup PROC
MIXED softwaru SAS, ktery umoziiuje nejenom adjustovat pro vyznamné faktory, ale také
pro ne-nezavislost sledovanych parametrti v ramci rodin. Zpoc¢atku jsme analyzovaly Zeny a
muze zvlast’, avSak pokud interakéni Cinitel mezi sledovanym parametrem a pohlavim nebyl
statisticky vyznamny (P>0,15), sloucili jsme ob¢ skupiny dohromady. RNapx a RNagis jsme
standardizovali k primérné hodinové exkreci sodiku v celé populaci.

4.2 Vysledky

Primérny vék Gcastnikd studie byl 41,6 let (10,9 — 81,5let). Zeny mély v porovnani s muzi
niz§i (P<0,0009) BMI (24,3+4,2 vs. 254+3,7 kg/m®), systolicky tlak (122,1+14,9 vs.
128,0+£13,1 mm Hg), diastolicky tlak (76,6+9,9 vs. 81,0+10,4 mm Hg), sérovou koncentraci
sodiku (141,0+3,3 vs. 142,6+2,4 mmol/1) a lithia (0,1740,13 vs. 0,19+0,10 umol/1). Zeny mély
v porovnani s muzi také niz§i FEy, (0,92+0,44 vs. 1,00£32,0; P=0,006), ale vyssi RNaygig
(95,0+£3,1 vs. 94,6+3,2; P=0,02). RNayox se neliSila mezi Zenami a muZi (79,3+8,4 vs.
79,5+8,3; P=0,64). Ve vSech méfenych lokalitich (P<0,0007) mély Zeny mensi tepenny
primeér, lokalni pulzni tlak a poddajnost, ovS§em distenzibilita jejich tepen byla vyssi.

Po adjustaci na vyznamné proménné a standardizaci na primérnou hodinou exkreci sodiku
se u obou pohlavi poddajnost a distenzibilita femoralni tepny zvySovala s vyssi frakeni
exkreci sodiku v distdlnim nefronu. Zmény femoralni poddajnosti a distenzibility spojené se
zménou o 1 smérodatnou odchylku (1-SD) RNagiy byly 51,7 mm?/kPa x 107 (95% CI, 23,9—
79,5; P=0,0002) a 0,56 x 107 /kPa (95%CI, 0,17-0,94; P=0,004). U zen, stejn¢ jako u muzi,
vzestup proximalni reabsorpce sodiku o 1-SD byl spojen se zmensenim praméru femoralni a
brachidlni tepny o 111,6 um (95% CI, 38,2—-185,1; P=0,003) a 52,5 um (95% CI, 10,0-94,9;
P=0,003). Nenalezly jsme zadnou konzistentni spojitost mezi vlastnostmi elastické karotické
tepny a ledvinnym sodnym hospodatrenim.

Dale jsme nalezli negativni asociaci mezi stfednim arterialnim a diastolickym tlakem
s RNapox. Vzestup o 1-SD RNa,,ox (10%) byl spojen se snizenim stfednim arterialni tlaku o
0,95 mm Hg (CI, 0,42-1,49; P=0,0005) a snizenim diastolického tlaku o 1,13 mm Hg (CI,
0,59-1,66; P=0,0009).

4.3 Zavér

Objevem této studie byl nalez statisticky vyznamné asociace mezi tepennymi vlastnostmi a
ledvinnym sodnym hospodatfenim. Vyssi reabsorpce sodiku v distalnim nefronu byla spojena
s vy$§i elasticitou femordlni tepny a vys$si reabsorpce sodiku v proximalnim nefronu byla
spojena s menSim primérem femoralni a brachidlni tepny. Tyto vysledky ukazuji na mozny
vliv ledvinného sodného hospodateni na vlastnosti tepen nebo obracené¢, anebo Ze spolecné
fyziologické mechanismy mohou ovliviiovat jak tepenné tak ledvinné funkce.



5 Spojitost mezi indexy lokalni tepenné tuhosti a genetickou
variabilitou podjednotek adducinu a renin-angiotensinového
systému

5.1 Vlastnosti tepen v souvislosti s genetickou variabilitou podjednotek
adducinu

5.1.1 Metodika

Studijni populace se skladala stejné jako v kapitole 4 z nahodné vybranych rodin ze severni
Belgie. Ze 1306 jedinct, ktefi se zicastnili métfeni tepen, jsme z analyzy vyloucili 180 osob,
protoze kvalita jejich méfeni tepen nedosahovala dostate¢né kvality, nebo chybél jejich
genotyp, ¢i jsme prokazali nesrovnalost v Mendelianské segregaci.

Utastnici studie podstoupili stejny protokol jako v Kapitole 4 (dotaznik, antropometrické
udaje, méteni krevniho tlaku, vySetieni tepen ultrazvukem).

Genotypy byly extrahovany z leukocytii. Pro stanoveni genotypii jsme pouzili pfistroj ABI
Prism 7700 Sequence Detection System. Podrobna metodika, véetné popisu primert a
podminek PCR byla popsany diive [18-20].

Pro statistickou analyzu jsme pouzili program SAS. Priméry a proporce jsme porovnavali
pomoci z-testu pro velké soubory a Fischerovym exaktnim testem. Po moznych dualezitych
proménnych jsme patrali pomoci stepwise regrese. Pouzili jsme jak population- tak family-
based analyzu. V prvnim piipadé, jsme aplikovali regresni postup PROC MIXED softwaru
SAS pro testovani asociace mezi fenotypy a SNPs. Tento program umoZziiuje nejenom
adjustovat pro vyznamné faktory, ale také pro ne-nezéavislost sledovanych parametri v rdmci
rodin. Family-based analyzou jsme zjistovali within- a between-family komponentu
fenotypické variability pomoci ortogonalniho modelu, ktery navrhl Abecasis [21]. Tento
postup umoziuje testovat vliv populacni stratifikace a vyloucit tak nepravou asociaci mezi
genotypem a fenotypem.

5.1.2 Vysledky

Studijni populace zahrnovala 187 zakladateld rodin a 273 nepiibuznych jedinci a 696
potomkdu. Jedinci ve skupiné zakladatelli rodin byly stars$i (P<0,0082) oproti potomkim
(51,512,4 vs. 39,0+15,1 let), m&li vy$si BMI (25,5+3,6 vs. 24,7+4,2 kg/m®), systolicky a
diastolicky krevni tlak (130,5/81,8 vs. 124,3/77,3 mm Hg) a Castéji uzivali antihypertenzni
1écbu (16,5 vs. 10,9 %).

Frekvence genotypii:

Gen Polymorfismus Genotyp
ADDI Gly460Trp GlhGly GlyTrp TrpTrp
666 (59,2) 390 (34,6) 70 (6,2)
ADD?2 C1797T cC CT T
888 (78,9) 224 (19,9) 14 (1,2)
ADD3 A386G AA AG GG
388 (34,4) 521 (46,3) 217 (19,3)

Hodnoty udévaji pocet genotypi (%). ADDI je gen kodujici a-podjenotku adducin, ADD2 kéduje B-
podjednotku a ADD3 koduje y-podjednotku adducinu.

Po komplexni adjustaci jsme nalezli statisticky vyznamnou asociaci mezi ADD3 A386G
polymorfismem a vlastnostmi brachidlni tepny. Primér brachidlni tepny byl o 0,15 mm
(95%CI, 0,05— 0,24; P=0,0022) 8irsi, zatimco distenzibilita a poddajnost brachidlni tepny byly
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o0 1,55 x 10°/kPa (CI, 0,33-2,77; P=0,013) a 0,017 mm®/kPa (CI, 0,002-0,032; P=0,0029)
mensi u ADD3 AA nez ADD3 GG homozygotl s aditivnim efektem G alely. Pfi analyze vice
gent, jsme tuto asociaci mezi brachidlnim primérem a distenzibilitou nalezli pouze u ADD]
GlyGly homozygoti. Dals$i asociace mezi ADDI nebo ADD?2 polymorfismy a tepennymi
vlastnostmi ve tfech méfenych secich nebyl vyznamné. Nenalezli jsme dikaz pro populaéni
stratifikaci. U 342 informativnich potomkl byl pfenos mutované ADD3 G alely spojen
s uz$im pramérem brachialni tepny (-0,12+0,04 mm; ¥*=6,99; P=0,0085) a u 209 potomki —
homozygoti pro ADD1 GlyGly (-0,14+0,06 mm; x*=5,72; P=0,018).

5.1.3 Zavér

Vlastnosti muskularni brachidlni tepny jsou spojené s ADD3 A386G polymorfismem, a to
zejména u ADDI GlyGly homozygotii. Nenalezli jsme dikaz pro populacni stratifikaci. U
dalsich studovanych tepen jsme nenalezli vyznamnou spojitost pro geny kodujicich
podjednotky adducinu.

5.2 Vlastnosti tepen v souvislosti s genetickou variabilitou a-podjednotky
adducinu a geny pro renin-angiotensiovy systém

5.2.1 Metodika

Studijni populace, stejné¢ jako zplisob métfeni antropometrickych charakteristik, krevniho
tlaku, vlastnosti tepen a statistické postupy byly stejné jako v pfedchozi kapitole. Navic jsme
pomoci softwaru SAS rekonstruovali haplotypy - aplikace PROC ALLELE a PROC
HAPLOTYPE. Pocet jedincti zahnutych do této analyzy ¢inil 1064 osob.

5.2.2 Vysledky

Studijni populace zahrnovala 152 zakladateli rodin a 252 nepfibuznych jedincti a 660
potomkti. Jedinci ve skupiné zakladateld rodin byly starsi (P<0,0008) oproti potomkim
(51,0124 wvs. 39,1£15,2 let), méli vyssi BMI (25,543,6 vs. 24,7+4,2 kg/mz), systolicky a
diastolicky krevni tlak (130,2/81,8 vs. 124,6/77,5 mm Hg) a méli vyssi celkovy sérovy
cholesterol (5,65 vs. 5,15 mmol/l).

Frekvence genotypii:

Gen Polymorfismus Genotyp
ADDI Gly460Trp GhGly GlhyTrp TrpTrp

636 (59,8) 364 (34,2) 64 (6,0)
ATIR Al166C AA AC cc

507 (47,6) 451 (42,4) 106 (10,0)
AGT C-532T ccC CT T

855 (80,4) 194 (18,2) 15 (1,4)
AGT G-64 GG GA AA

345 (32,4) 513 (48,2) 206 (19.,4)

Hodnoty udavaji pocet genotypt (%). ADDI je gen kodujici a-podjenotku adducin, AT/R koduje AT,
receptor a AGT koéduje angiotensinogen.

Frekvence haplotypii promotorové oblasti genu pro angiotensinogen byla 56,3% pro
kombinaci -532C a -6G (HI-CG), 33,3% pro kombinaci -532C a -64 (H2-CA) a 10,4% pro
kombinaci -532T a -6A4 (H3-TA).

U jedincii nesouci ADD1 Trp alelu, ale ne u jedincti homozygotnich pro ADDI GlyGly (P
hodnota pro interakci <0,014), byla poddajnost femoralni tepny statisticky vyznamné vyssi
(0,74+0,03 vs. 0,65+0,03 mm?*/kPa; P=0,020) u jedinct nesoucich ATIR C alelu nez u ATIR
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AA homozygotld. Stejny trend jsme nalezli pro femoralni distenzibilitu (11,3+0,4 vs.
10,2+0,0,4 107/kPa; P=0,055). Tyto asociace byly nezavislé na potencialnd vyznamnych
proménnych, vcetné¢ veéku. Family-based analyza tyto vysledky potvrdila. Nenalezli jsme
diikkaz pro populacni stratifikaci. U 115 informativnich potomki, nesoucich ADDI Trp alelu,
byl pfenos mutované ATIR C alely spojen s vyznamnym zvySenim femoralni distenzibility
(+2,5+1,1 x 107/kPa; ¥’=5,39; P=0,022) s podobnym trendem pro femoralni poddajnost
(+0,12:£0,07 mm?*/kPa; x°=2,63; P=0,11).

Primér brachidlni tepny (4,35+0,04 vs. 4,18+0,05 mm) a plasmatickd reninova aktivita
(0,23 [95%CI, 0,18-0,30] vs. 0,14 [0,12-0,16] ng/ml/h) byly vyssi (P<0.0050) u homozygott
pro AGT CG haplotyp v porovnani s jedinci nesouci jiné haplotypy, zatimco opak byl pravdou
byl pro distenzibilitu brachialni tepny (12,4+0,6 vs. 14,4+0,7 107/kPa; P=0,011). Nenalezli
jsme Zadnou interakci mezi AGT a dal§imi studovanymi geny v souvislosti s méfenymi
fenotypy.

5.2.3 Zavér

Geny pro oa-adducin a receptor typu 1 pro angiotensin II ovliviiuji elastické vlastnosti
femoralni tepny. Dale jsme nalezli efekt haplotypli v promotorové oblasti genu pro
angiotensinogen na brachidlni tepnu. Tato asociace miize byt vysvétlena zménou cirkulujici
hladiny angiotensinogenu a angiotensinu II, jak napovida sniZzena plazmatickd reninova
aktivita u homozygott pro AGT CG haplotyp.

6 Obecna diskuze

Piijjem soli méa silny dopad na tuhost tepen. Ledviny hraji kliCovou roli v sodném
hospodafeni. Tento proces je ovliviluje jak systém renin-angiotensin-aldosteron, tak
cytoskeletarni protein adducin. Otazka, zda je ledvinné sodné hospodateni spojeno
s vlastnostmi tepen ziistalo az dosud nezodpovézena. V této doktorské praci jsme zkoumali
roli ledvinného sodného hospodateni a genetické variability systémi regulujicich sodnou
homeostazu na vlastnosti velkych tepen.

6.1 Statisticka analyza

Asociacni studie zalozené na kandidatnich genech jsou jednou z hlavnich strategii identifikace
genetickych faktor ovliviiujicich komplexni fenotypy, jakou jsou vlastnosti velkych tepen.
Obvykle jsou provadény ve skupinach neptibuznych jedinct, jako jsou case-control nebo
kohortni studie. V téchto studiich ovSem nelze vyloucit vliv populacni stratifikace [22]. Na
druhou stranu existuji family-based analyzy rodokmeni navrzené tak, aby identifikovaly a
vyloucily matouci efekt populacni stratifikace, jezZ mize byt pfitomna v asociacnich studiich
zalozenych na nepiibuznych jedincich [22]. Ve vzorku neptibuznych jedinci jsou do
statistické analyzy zahrnuti vSichni jedinci. Oproti tomu, ve family-based studiich jsou do
analyzy zahrnuti pouze informativni potomci. Family-based analyza je komplementarni
k popula¢né-zalozené studii, protoze piinasi dodatecnou informaci o neptitomnosti populacni
stratifikace (statisticky nevyznamna between-family komponenta) [21,23]. Within-family
komponenta urcuje miru genetického efektu na fenotyp.

Na zékladé¢ vySe zminénych dilkazli, nase genetické studie zahrnovaly obé metody -
asociani studie zalozené jak na populaci tak na rodiné.

6.2 Rodinna agregace

Vlastnosti velkych tepen jsou komplexni multigenetické fenotypy, coz znamena, ze mohou
byt determinovany variantami v mnoha genech, a interakcemi typu gen-gen a/nebo genotyp-
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fenotyp. To ze ma urcity sledovany fenotyp vysokou déditelnost podporuje vyzkum
genetickych faktort tohoto znaku.

V nasi prvni praci jsme ukazali, ze rychlost aortalni pulzni viny a odraz pulzni viny jsou
zhorSeny u normoteznich déti hypertenznich rodict v porovnani s normotenznimi potomky
normotenznich rodi¢d. Tento vysledek naznaduje, ze modifikace elastickych tepennych
vlastnosti je pfitomna jiz u prehypertenznich jedincii a mlize ptispivat k progresi hypertenze
v dal$im véku.

V nasi druhé studii, jsme zkoumali rodinnou agregaci vlastnosti velkych tepen. Nalezli jsme
statisticky vyznamnou intrafamiliarni korelaci u pard rodi¢-potomek stejn¢ jako statisticky
vyznamnou déditelnost pro aortalni rychlost pulzni vlny, periferni a centrdlni augmentaéni
index a pulzni tlak. Nami zjisténa déditelnost se ponékud lisila od diive publikovanych praci
[8-10]. Déditelnost je populacné specifickd. Proto typ studované populace (studie dvojcat,
malych nebo rozsahlych rodin), zplisob méfeni tepennych vlastnosti, jejich reproducibilita
nebo mira adjustace hraji vyznamnou roli v odhadu déditelnosti a mohou vysvétlovat rozdily
ve zjisténych hodnotach déditélnosti.

Dale jsme zkoumali efekt sdilenych genii a vlivh vnéjSiho prostfedi. Nalezli jsme
vyznamnou pozitivni genetickou korelaci mezi rychlosti aortalni pulzni viny a augmentac¢nimi
indexy a pulznim tlakem, zatimco korespondujici environmentalni korelace byly pozitivni
pouze pro pulzni tlak. Tento vysledek naznacuje, Ze spolecné geny ovliviuji tyto
hemodynamické vlastnosti. Sdilené vlivy vnéjSiho prostiedi, krom¢ faktort Zivotniho stylu
zahrnutych do analyzy, patrné hraji pouze vedlejsi roli v rodinné agregaci téchto fenotypti.
Tyto vysledky podporuji dalsi vyzkum gent ptisobicich na tuhost tepen.

6.3 Asociace tepennych vlastnosti s ledvinnymi fenotypy

Klic¢ova role ledvin v patogenezi arteridlni hypertenze je velmi dobfe znama. Stfedni arteridlni
tlak je hnacim motorem tlakové natriurézy a navic ovlivituje strukturu a funkci tepen. Systém
renin-angiotensin-aldosteron je dulezitym faktorem pro ledvinné sodné hospodateni a
vlastnosti velkych tepen. Proto jsme v na$i praci zkoumali vlastnosti tfi velkych tepen
v souvislosti s ledvinnym sodnym hospodatenim.

V nasi praci jsme prokazali, ze elastické vlastnosti femoralni tepny se zlepSuji s vyssi
reabsorpei sodiku v distdlnim tubulu, zatimco primér muskularnich brachidlni a femoralni
tepny se snizoval s vys$i reabsorpci sodiku v proximalnim tubulu.

Nase prufezovd studie nemiize objasnit mechanismus této asociace. Moznosti je, Ze
spole¢ny mechanismus pusobici jak v ledvinnych tubulech, tak ve sténé tepen, mize ovlivnit
jak vlastnosti tepen, tak ledvinné sodné¢ hospodateni, napiiklad, geneticka wvariabilita
ovliviiyjici transport iontl pfes bunéénou membranu. Nase pracovni skupina ve stejné
populaci jiz diive prokdzala, Ze mutace cytoskeletonového proteinu a-adducinu (4DD]
Gly460Trp) a angiotensin konvertujiciho enzymu (ACE 1/D) spolecné piedpovida incidenci
arteridlni hypertenze [18], je spojena s vysSi koncentraci kreatininu v séru [24], vysSi
tloustkou intimy-medie femoralni tepny [25] a 24-hodinovou proteinurii [24]. Je tedy mozZné,
7e tyto u¢inky nejsou omezeny jen na buiiky ledvinnych tubuldi, ale mohou byt pfitomné 1
v buiikach hladké svaloviny cév. V cévnich myocytech miize zvySena aktivita sodiko-
draslikové pumpy snizovat sarkolemalni Na"/Ca*” vymé&nu a modulovat tak kontrakei [2].

Vyssi reabsorpce sodiku v proximdlnim tubulu byla prokdzana u zvifecich modelt
hypertenze [26], hypertonikl [27] a normotenznich jedincii s pozitivni rodinnou anamnézou
hypertenze [28]. Vasokonstrikce je charakteristickym znakem hypertenze, coz je moznym
vysvétlenim negativni asociace mezi prumérem muskularnich tepen a reabsorpce
v proximalnim tubulu.
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6.4 Geneticka analyza

6.4.1 Vlastnosti velkych tepen ve spojitosti s geny pro podjednotky adducinu

Adducin je heterodimer, skladajici se bud’ z podjednotek a- a B- nebo a- a vy, coz dava
fyziologicky a biochemicky podklad pro studium interakce mezi tiemi geny pro adducin,
které jsou lokalizovany na riznych chromozomech [11]. Nasim klicovym poznatkem bylo, ze
zatimco prumér brachialni tepny se zmenSoval, tak brachialni distenzibilita vzristala s ADD3
G alelou, ale pouze u ADDI GlyGly homozygoti. Nenalezli jsme diikaz pro populacni
stratifikaci. Transmise mutované G alely byla spojena s mensim primérem brachialni tepny.
Pro femoralni nebo karotickou tepnu jsme nenalezli spojitost s geny pro adducin.

NaSe prarezova studie dovoluje pouze spekulovat o mozném vysvétleni této asociace.
Moznym vysvétlenim je, Ze tento polymorfismus moduluje neurogenni tonus bunck hladké
svaloviny. Pfedchozi experimentalni prace prokazaly zvyseni nervového pienosu po inhibici
v-adducinu dodanim y-adducin-specifickych protilatek [29]. Krom¢ toho bylo ve zvifecich
modelech zvysSeni krevniho tlaku spojeno se snizenim hladiny mRNA a y-adducin proteinu
[29,30]. Jelikoz jsme vSak u dalSich dvou studovanych tepen nenalezli spojitost se
sledovanymi polymorfismy, vysvétleni této asociace lezi spiSe v mechanismu lokalizovaném
v brachiélni tepné.

6.4.2 Vlastnosti velkych tepen ve spojitosti s geny pro a-adducin podjednotku a
systém renin-angiotensin

Tato prace byla pokraCovanim vyzkumu nasi skupiny, kde jsem prokézali interakci mezi
ADDI, ACE a genem pro aldosteron-syntazu v souvislosti s femoralni tloustkou intimy-medie
[25] a karotickou a femoralni distenzibilitou [31]. Zkoumali jsme tedy, zda i jiné geny RAAS
mohou interagovat s ADDI. Kli¢ovym vysledkem této prace bylo, ze femoralni distenzibilita
a poddajnost byly vyssi u nositelt AT/R C alely nez u ATIR AA homozygotid, pokud byli
zaroven nositelé mutované ADDI Trp alely. Family-based analyza potvrdila tento vysledek
populacni analyzy.

Tento vysledek se zda byt v rozporu s literaturou [32]. Ve studii zahrnujici hypertoniky [32]
byla tuhost tepen méfena pomoci rychlosti aortalni pulzni viny vyssi u nositelit A7/R C alely.
Tato a naSe prace bychom ovSem neméli porovnavat. Poddajnost je parametr méfeny na
malém tepenném segmentu, zatimco aPWV je parametr odrdzejici vlastnost tepny mezi
dvéma misty méfeni, tedy na karotidé a femoralni tepné. Déle, elasticka aorta a muskulérni
femoralni tepna maji jiné vlastnosti. Navic, pozorovani zjisténé na populaci hypertoniki by
nemélo byt extrapolovano do obecné populace. A konecné€, ndmi zjisténa asociace mezi ATIR
C alelou byla pfitomna pouze u nositelt ADDI Trp alely, coz svéd¢i pro genovou interakci.

Dale jsme nalezli asociaci mezi haplotypy v promotorové oblasti genu pro angiotensinogen
a prumér a distenzibilitu brachidlni tepny. Protoze polymorfismy v tomto haplotypu jsou
spojeny s mirn¢ vyssi mirou transkripce AGT genu [13], je mozné Ze nositelé haplotypu H2-
CA nebo H3-TA mohou mit vySsi hladinu angiotensinogenu jak v plasmé, tak ve tkanich.
Zjisténi nizs8i plazmatické reninové aktivity u H2-CA a H3-TA nositelti podporuje toto tvrzeni.
Jedinci se suprimovanym systémem renin-angiotensin a niz$im cirkulujicim objemem mohou
mit mens$i primér brachialni tepny, a tedy vyssi distenzibilitu [33].

Nenalezli jsme spojitost mezi sledovanymi geny a vlastnostmi elastické karotické tepny.
Elastické tepny maji jiné vlastnosti a funkci nez tepny muskuldrni [34]. Smérem od
centralnim k perifernim tepnam se obraci pomér kolagen/elastin, prevladajici slozkou cévni
stény se stava hladka svalovina a navic se méni fenotyp bunck hladké cévni svaloviny [34].
Moznym vysvétlenim pro rozdilnou expresi genti podél tepenného fecist¢ muze byt mira
stfizného napéti [35].
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6.5 Zavér

Tuhost tepen, ptedevsim aortalni PWV je nezavisly predikétor kardiovaskularnich morbidity a
mortality v obecné populaci [36], stejn€ jako u pacientl s riznymi nosologickymi jednotkami
[37-39]. Rychlost aortdlni pulzni viny >12m/s je zafazena v Doporucenich Evropské
spoleCnosti pro hypertenzi jako faktor ovliviujici kardiovaskularni prognozu [40]. Tyto
dikazy mohou byt vysvétleny fenoménem nazyvanym ,,ventricular-arterial coupling® [41].
Ptes obrovskou snahu mnoha védci geneticky vyzkum dosud nezodpovédél vSechny otazky
tykajici se akcelerovaného zvySovani tepenné rigidity.

Nase prace potvrdila statisticky vyznamnou rodinou agregaci a déditelnost a demonstrovala
genetickou korelaci mezi n€kolika indexy tepenné tuhosti. V ndvaznosti na ptedchozi prace
naseho tymu jsme pokracovali ve vyzkumu ucinku gend pro adducin a RAAS na vlastnosti
tepen. Navic jsme zaznamenali spojitost mezi vlastnostmi tepen a hospodafenim sodiku v
ledvinach.
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