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WYKAZ SKROTOW STOSOWANYCH W TEKSCIE
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WSTEP
1. Wprowadzenie

Nadcisnienie tetnicze (NT) jest istotnym problemem epidemiologicznym
i spotecznym na Swiecie. Polega na trwatym podwyzszeniu cisnienia tetniczego
w wyniku deregulacji mechanizméw homeostatycznych ustroju. W krajach
rozwinietych schorzenie to dotyka od 20 % do 50 % populacji oséb dorostych [1].
Badania epidemiologiczne pokazuja, ze w populacji polskiej na nadcisnienie tetnicze
choruje ok. 30 % spoteczenstwa [2]. Szacuje sie, ze na Swiecie w najblizszych latach
dojdzie do wzrostu zachorowan na to schorzenie, a liczba chorych obejmie 29,2 %
ludzkosci [3]. W okoto 90 % NT ma charakter pierwotny, a jego etiopatogeneza nie jest
doktadnie poznana, natomiast w pozostatej czesci przypadkdéw wzrost cisnienia
tetniczego wywotany jest wystepowaniem innych schorzen i wtedy NT okreslamy jako
wtdérne. Wystepowanie nadcisnienia tetniczego jest uznanym czynnikiem ryzyka
rozwoju choréb sercowo-naczyniowych, takich jak: choroba niedokrwienna serca,
niewydolnos¢ serca, udar mézgu oraz niewydolno$é nerek [4-6]. Szacuje sie, ze
powiktania nadcisnienia tetniczego sg przyczyng ok. 7 % zgondow Swiatowej populacji
0s6b dorostych.

Wiele badan poswieconych pierwotnemu nadcis$nieniu tetniczemu wykazato, ze
patomechanizm tej choroby jest niezwykle ztozony. Pomimo intensywnych poszukiwan
patogeneza nadcis$nienia tetniczego nie jest w petni poznana. Badania rodzin oraz
blizniat monozygotycznych pokazuja, ze na ostateczny obraz nadcisnienia tetniczego
wptywajg zaréwno czynniki Srodowiskowe jak i genetyczne [7]. Ws$rdd czynnikow
srodowiskowych wptywajacych na wzrost cisnienia tetniczego udowodniony wptyw
maja: palenie tytoniu, spozycie soli i alkoholu, nieodpowiednia dieta, ograniczenie
wysitku fizycznego, otytos¢ oraz stres [8-9] (ryc. 1.). W patomechanizmie schorzenia
poza czynnikami Srodowiskowymi niepodwazalny udziat ma uktad renina-
angiotensyna-aldosteron (RAA), uktad autonomiczny, czynniki humoralne i endokrynne
takie jak: endotelina, tlenek azotu, peptydy natriuretyczne, prostaglandyny,
wazopresyna oraz uktad kalikreina-kininy [10-11]. Wraz z wiekiem coraz wiekszy wptyw
na wzrost ci$nienia tetniczego ma podatnos¢ tetnic, powigzana z procesem
aterogenezy i stanem zapalnym. Biorgc pod uwage wptyw czynnikow srodowiskowych,

ztozony patomechanizm oraz znaczny udziat czynnikdéw genetycznych w powstawaniu
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choroby, nadcisnienie tetnicze zaliczane jest do choréb determinowanych

wieloczynnikowo.

Spozycie

Palenie

tytoniu ~ ™ cisnienie tqtnlcze N

e

e @ Spozycie soli

Rycina 1. Czynniki Srodowiskowe wptywajgce na cisnienie tetnicze.

alkoholu

2. Wplyw czynnikéw genetycznych na nadcisnienie tetnicze

Nadcisnienie tetnicze juz od lat pieédziesigtych XX wieku jest uznane za chorobe
wieloczynnikowa, uwarunkowang wielogenowo [12]. Dotychczasowe badania sugeruja,
ze czynniki genetyczne mogg w 30-60 % odpowiadac za zmiennos¢ cisnienia tetniczego
[13]. Dodatkowego potwierdzenia wptywu gendw na rozwdj nadcisnienia tetniczego
dostarczajg modele eksperymentalne. Badania dotyczgce wystepowania nadcisnienia
tetniczego w rodzinach wykazujg znaczny zwigzek zachorowania i pokrewienstwa.
Udowodniono, ze nadcisnienie tetnicze wystepuje u 27 % dzieci, ktorych matki
biologiczne chorowaty na to schorzenie. Ocena wspotwystepowania nadcisnienia
tetniczego u rodzenstwa biologicznego pokazuje, ze bracia i siostry oséb chorych
zapadajg na NT w 38 % [14]. Natomiast badania bliznigt ukazujg jeszcze mocniejszy
wptyw czynnikdw genetycznych na wzrost ci$nienia tetniczego. Jesli jedno z bliznigt
dizygotycznych choruje na nadcisnienie tetnicze drugie, ma az 50 % szans na
zachorowanie, z kolei wsrdd bliznigt monozygotycznych szanse na zachorowanie rosng
az do 78 % [15-16].

Nieznaczny odsetek przyczyn genetycznych nadcisnienia tetniczego jest
uwarunkowany postaciami monogenowymi, dziedziczonymi zgodnie z prawami
Mendla. Wystepowanie postaci jednogenowych nadcisnienia tetniczego jest bardzo

rzadkie (<1 %), jednak odkrycie ich wystepowania dostarczyto znacznej wiedzy na
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temat regulacji elektrolitowej i hormonalnej organizmu cztowieka. Dotychczas udato
sie okresli¢ geny odpowiedzialne za wystgpienie siedmiu postaci jednogenowych
nadci$nienia tetniczego. Dotycza one zaburzen w uktadzie RAA, kanatéw sodowych
i syntezy hormondw [13].

Jako pierwszy zostat opisany zespdét Liddle'a, ktéry zwigzany jest
z wystepowaniem mutacji gendw kodujgcych podjednostki B (SCNN1B) i y (SCNN1G)
nabtonkowego kanatu sodowego (ENaC) [17-20]. Mutacje te powodujg zaburzenie
regulacji liczby kanatow [21]. W btonie komdrkowej dystalnej czesci nefronu dochodzi
do nagromadzenia ENaC, co sprzyja zwiekszonej reabsorpcji jondw sodu i wydalaniu
jonow potasu. Zespot ten charakteryzuje sie ciezkim nadcisnieniem tetniczym,
zasadowicg metaboliczng z hipokaliemig, matg aktywnoscig reninowg osocza oraz
niskim stezeniem aldosteronu w osoczu. Naturalnym antagonistg kanatow sodowych
jest amyloid, diuretyk oszczedzajgcy potas, ktory dziata zmniejszajgc reabsorpcje sodu
przez zmutowane kanaty, a tym samym prowadzi do obnizenia cisnienia tetniczego.

Hiperaldosteronizm poddajgcy sie leczeniu glukokortykosteroidami (GRA),
inaczej zwany rodzinnym hiperaldosteronizmem typu 1, jest zespotem dziedziczonym
autosomalnie dominujgco, objawiajagcym sie nadci$nieniem tetniczym o zmiennym
nasileniu, umiarkowang hipokaliemig, oraz zasadowicg metaboliczng. W oznaczeniach
laboratoryjnych zaobserwowa¢ mozna obnizong aktywnos¢ reninowa osocza
i podwyzszone stezenie aldosteronu. Przyczyng GRA jest nierdwna rekombinacja
podczas mejozy miedzy genami: syntazy aldosteronu (CYP11B2) a 11-B-hydroksylazy
(CYP11B1). Efektem rekombinacji jest gen sktadajacy sie w obszarze kodujgcym
z sekwencji genu CYP11B2 zas w obszarze regulujgcym z promotora genu CYP11B1
[22]. Efektem powstania chimerycznego genu jest synteza aldosteronu kontrolowana
za pomocg hormonu adrenokortykotropowego (ACTH). Leczenie tego zespotu polega
na podawaniu glikokortykosteroidow co wptywa hamujgco na produkcje ACTH, tym
samym hamujac produkcje aldosteronu.

Zespo6t Gordona, pseudohipoaldosteronizm typu 2, to jednostka chorobowa
objawiajgca sie nadcisnieniem tetniczym, kwasicg metaboliczng oraz hiperkaliemia.
Objawy te sg wtorne do wzrostu absorpcji chlorku sodu przez kanat wrazliwy na
tiazydy (NCC) i spadku wydzielania jondéw potasu przez kanat potasowy

powierzchniowy rdzenia nerki (ROMK) w czesci dalszej nefronu. W zespole Gordona
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dochodzi do mutacji w genach kodujacych kinazy serynowo-treoninowe (WNK1
i WNK4) [23]. Fizjologicznie aktywnos¢ kanatu NCC reguluje kinaza WNK4, ktéra hamuje
reabsorpcje jonéw chloru i sodu. U os6b z zespotem Gordona powyzsza regulacyjna
rola jest zaburzona, a zmutowana kinaza WNK4 hamuje wydzielanie jonéw potasu
doprowadzajac do wzrostu ich stezenia [24]. Mechanizm zmian zwigzanych z mutacja
genu WNK1 nie jest doktadnie poznany, ale najprawdopodobniej wigze sie
z nieprawidtowym dziataniem innych kinaz, w tym WNK4 [25]. Zmieniona kinaza WNK1
prawdopodobnie uniemozliwia prawidtowe dziatanie WNK4, z opisanymi powyzej
konsekwencjami. Leczenie zespotu Gordona oparte jest na podawaniu diuretykow
tiazydowych, ktére hamujg kotransporter NCC [26].

Zespét pozornego nadmiaru mineralokortykoidow jest chorobg dziedziczong
autosomalnie recesywnie, objawiajacg sie ciezkim nadcisnieniem tetniczym,
hipokaliemig, zasadowicg metaboliczng z niskg aktywnoscig reninowg osocza i niskim
stezeniem aldosteronu. Zespot powyzszych objawdw wywotany jest mutacjg w genie
enzymu dehydrogenazy 11B-hydoksysteroidéw typu 2 (HSD11B2) powodujgcy jego
inaktywacje. Prowadzi to do uposledzenia przeksztatcania kortyzolu w kortyzon
a w konsekwencji do wzrostu stezenia tego pierwszego [27]. Kortyzol wystepujacy
w wysokim stezeniu aktywuje receptor mineralokortykosteroidowy wywotujgc objawy.

Nadcis$nienie tetnicze przyspieszone przez cigze zwigzane jest z mutacjg genu
receptora mineralokortykosteroidowego (NR3C2). Mutacja ta umozliwia aktywacje
receptora przez aldosteron, kortyzol, kortyzon, progesteron i spironolakton. W zwigzku
ze wzrostem stezenia progesteronu podczas cigzy objawy zwigzane ze wzrostem
cisnienia tetniczego nasilajg sie w tym okresie. Poza nadcisnieniem tetniczym
obserwowany jest rowniez spadek aktywnosci reninowej osocza i niskie stezenie
aldosteronu z umiarkowang hipokaliemiag [28].

Nadcisnienie tetnicze z brachydaktylig, zwigzane jest ze zmianami w obrebie
obszaru o dtugosci 4 centimorgandw na krdtkim ramieniu chromosomu 12. Objawami
tego zespotu poza nadci$nieniem tetniczym i brachydaktylig sg niski wzrost i anomalie
naczyniowe w obrebie czaszki [29-30]. Doktadny mechanizm rozwoju nadcisnienia
tetniczego w tym przypadku nie jest znany.

Opisano trzy przypadki nadcisnienia tetniczego zwigzanego z mutacjg w genie

(PPARG) dla receptora y aktywowanego przez proliferatory peroksysoméw (PPAR)
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w populacji kaukaskiej. PPARy sg jadrowymi receptorami petnigcymi role czynnikdéw
regulujagcych ekspresje gendw odpowiedzialnych za dojrzewanie adipocytéw,
lipogeneze, wychwyt glukozy, insulinowrazliwos¢ tkanki ttuszczowej, miesni
szkieletowych i watroby. Mogg wptywac na ekspresje gendw odpowiedzialnych za
magazynowanie i podaz energii, cykl komdrkowy oraz produkcje adipocytokin. Gtéwnie
dziatajg w adipocytach tkanki ttuszczowej jednak zidentyfikowano je rowniez
w komoérkach srédbfonka, miesni gtadkich naczyn, sercu, ptucach i nerkach. Innym
efektem ich regulacji w warunkach fizjologicznych jest obnizenie cisnienia tetniczego
poprzez blokade kanatéw dla jondw wapnia w komaérkach miesni gtadkich, hamowanie
uwalniania endoteliny-1 (czynnik naczynioskurczowy) i wzrost sekrecji peptydu
natriuretycznego typu C (czynnik naczyniorozkurczowy) w komoérkach srodbtonka.
Nadcisnieniu tetniczcemu w tym zespole towarzyszy cukrzyca typu 2 ze znaczng
insulinoopornoscia [31].

Poza monogenowymi formami nadci$nienia tetniczego wydaje sie, ze udziat
poszczegdlnych loci we wzroscie ci$nienia tetniczego jest niewielki. Ta specyfika choréb
wielogenowych powoduje znaczne trudnosci w poszukiwaniu jednoznacznych przyczyn
schorzenia. Poza tym na ostateczny obraz schorzenia moga wptywac zaréwno rdzne
loci jak i osobnicza, specyficzna kombinacja alleli odpowiadajgcych za zréznicowanie
wartosci cisnienia tetniczego. Powyzsze czynniki powoduja, ze w literaturze bardzo
czesto mozna spotka¢ zarowno badania wykazujgce, jak i wykluczajagce wptyw zmian
genetycznych na wzrost cisnienia tetniczego. W zwigzku z mnogoscia badan, brakiem
jednoznacznosci i réznorodnoscig metod analizy polimorfizmdéw nie sposdb wymienic
wszystkich gendw ocenianych w nadcisnieniu tetniczym.

Genom ludzki cechuje sie nieznaczng zmiennoscig pomiedzy poszczegdlnymi
osobnikami, dotyczy ona zaledwie 0,1% informacji w nim zawartej. Za zmiennos¢
ludzkiego genomu odpowiadajg gtownie polimorfizmy pojedynczych nukleotyddow
(SNP), ktore sg najczestszymi polimorfizmami wystepujgcymi w genomie cztowieka.
SNP wystepuja w sekwencjach kodujacych (cSNP, codingSNP), niekodujgcych (introny)
oraz regulatorowych np. w sekwencjach promotorowych lub regulatorowych (rSNP,
regulatorySNP). Wystepowanie SNP w sekwencji kodujacej moze skutkowac zmiang
w budowie biatek (polimorfizmy niesynonimiczne), a w fragmentach regulatorowych,

modyfikacjg ekspresji genu. W zwigzku z zdegenerowaniem kodu genetycznego (rézne
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tréjki zasad mogg kodowac ten sam aminokwas), nie kazdy cSNP powoduje zmiane
sekwencji aminokwasowej. Istotng cechg SNP jest zmiennos$¢ wystepowania w réznych
populacjach.

Jedng z form poszukiwan loci zwigzanych z wystepowaniem choréb sg analizy
sprzezen (LD). Badania oparte o t3 metode w znacznym stopniu przyczynity sie do
identyfikacji monogenowych przyczyn nadcisnienia tetniczego oraz wykazaty
wielogenowy charakter pierwotnego nadcisnienia tetniczego. W ostatnich latach
metoda rodzinnej analizy sprzezen genetycznych w nadcisnieniu tetniczym traci na
znaczeniu, miedzy innymi ze wzgledu na jej ograniczong czuto$¢ i mozliwosci
statystyczne zwigzane z identyfikacjg "stabych" loci. Analiza sprzezen jest uzywana do
identyfikacji loci o silnym zwigzku z patogenezg choroby, ale wraz ze wzrostem liczby
gendw majacych indywidualnie niewielki wptyw na wystepowanie choroby znaczenie
tej metody stabnie, tak jak w przypadku cisnienia tetniczego, ktdre jest determinowane
przez wiele loci. Mimo swoich ograniczen, dzieki analizom sprzezen, udowodniono, ze
pojedyncze zmiany genetyczne majg wplyw na zmienno$¢ cisnienia tetniczego.
W zwigzku z powyziszym wskazalty na potrzebe badan na duzych prébach
z odpowiedniag reprezentacjg fenotypowa oraz wielostopniowg analizg danych
(istothos¢ w  badaniach  poréwnawczych,  metaanalizach i  badaniach
eksperymentalnych). Na podstawie dostepnych wynikdw analiz sprzezen zostata
opisana znaczna grupa gendéw kandydujgcych, ktdore podejrzewane sg o zwigzek
z pierwotnym nadci$nieniem tetniczym. We wszystkich chromosomach wskazano
obszary genomu zwigzane ze wzrostem cisnienia tetniczego, jednakze najmocniejszy
zwigzek nadcisnienia tetniczego wykazano z chromosomami 2, 3, 5 i 16 [32-34]. Za
najbardziej istotne regiony uznano te, ktére wskazano przynajmniej w dwdch
badaniach catogenomowych oraz w przynajmniej jednej metaanalizie badani catego
genomu (tabela 1).

Nadal jedng z najbardziej istotnych drég poszukiwan czynnikdw genetycznych
zmiennosci cisnienia tetniczego jest analiza gendw kandydujacych powigzanych
z patofizjologicznymi przyczynami rozwoju nadcisnienia tetniczego. Badacze analizujgc
przyczyny wzrostu cisnienia tetniczego wytypowali geny, ktéorych zmienna
reprezentacja fenotypowa istotnie zaburza réwnowage uktadow fizjologicznych

kontrolujgcych cisnienie tetnicze (tabela 2).
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Gen chromosom

Adducyny (ADD2)

N

Kotransportera sodu i wodoroweglanéw typu 4 (SLC4A5)
Receptora a,p —adrenergicznego (ADRA2B)

Wymiennika sodowo-wodorowego typu 2 (SLC9A2)
Transportera fosforanéw zaleznego od sodu typu 1 (SLC20A1)
Aktywatora sekrecji zaleznego od jonow Ca2+ (CADPS)
Receptora typu 15 sprzezonego z biatkiem G (GPR15)
Receptora typu 27 sprzezonego z biatkiem G (GPR27)
Receptora typu 128 sprzezonego z biatkiem G (GPR128)
Receptora 3, —adrenergicznego (ADRB2)

Czynnika wzrostu fibroblastow typu 1 (FGF1)

Receptora glikokortykosteroidéw (NR3C1)

Receptora a;g —adrenergicznego (ADRA1B)

Receptor dopaminy typu D1 (DRD1)

Regulacyjnej podjednostki a3-kinazy fosfatydyloinozytolu (PIK3R1)

o 01 »n L1 L1 L1 L1 W W W W NN NNNNDN

Receptora 5-hydroksytryptaminy typu 1A (HTR1A)
Podjednostki B kinazy fosforylazy (PHKB)

B
[ )

Transportera noradrenaliny zaleznego od sodu (SLC6A2)

[E
(e)]

Metalopeptydazy macierzy typu 2 (MMP2)

[EEN
(o)}

Biatka podobnego do acylotransferazy typu 1 (AYTL1)
Matej podjednostki kalpainy typu 2 (CAPNS2) 16

Tabela 1. Geny kandydujgce w nadcisnieniu tetniczym w badaniach catego genomu.
Opracowano na podstawie "Nadcisnienie tetnicze — podrecznik European Society of
Hypertension" [35].

W uktadzie RAA wskazano na dwa polimorfizmy, w genie AGT dla
angiotensynogenu Thrl74Met oraz Met235Thr, majace wpltyw na wzrost cisnienia
tetniczego w populacji kaukaskiej [36-37]. Jednak przeprowadzone badania w réznych
populacjach dostarczyty dowoddéw zaréwno potwierdzajacych jak i wykluczajgcych
wplyw powyzszych zmian na wystgpienie nadciSnienia tetniczego. Wiele badan

wykonano analizujgc zmiennos$¢ genetyczng (insercja/delecja) w intronie 16 genu ACE,
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konwertazy angiotensyny i jej wptywu na nadci$nienie tetnicze. Réwniez w tym
przypadku wyniki badann nie s jednoznaczne [38]. Kolejne analizy dotyczyty
polimorfizméw w genach ATIR i AT2R dla receptoréw angiotensyny Il odpowiednio
typu 1 i 2. W genie ATIR opisano zwigzek polimorfizmu A1166C oraz A535T
z nadcisnieniem tetniczym. Polimorfizmy wykazujace powigzanie z wystepowaniem
nadcisnienia tetniczego w genie dla receptora angiotensyny Il typu 2 opisano
w intronie 1 A1675G oraz w obszarze nieulegajagcym translacji A3123C [39]. Istotng
zaleznos¢ polimorfizmdéw w genie REN reniny zaobserwowano w intronie 1 T17G oraz
w eksonie 9 G1051A [39].

W rozwoju nadcis$nienia tetniczego niezaprzeczalng role odgrywa autonomiczny
uktad nerwowy. W dotychczas przeprowadzonych badaniach genetycznych
poszukiwano zmian w receptorach adrenergicznych. W genie ADRB1 dla receptora B;-
adrenergicznego opisano polimorfizmy pojedynczych nukleotydéw powodujgce
niesynonimiczne substytucje aminokwasow Ser49Gly, Gly389Arg. Wptyw powyzszych
zmian na wzrost cisnienia tetniczego nie jest jednoznaczny a opublikowane dane s3
sprzeczne w tym wzgledzie [40-43]. Kolejnym genem, ktérego zmienno$¢ moze
wptywac na pierwotne nadcisnienie tetnicze jest gen receptora B,-adrenergicznego
(ADRB2). W tym przypadku opisano polimorfizmy typu zmiany sensu Argl6Gly oraz
GIn27Glu w obrebie eksonéw. Opublikowano znaczng liczbe badan, ktére dowodza
zwigzku powyzszych zmian ze wzrostem cisnienia tetniczego [44-47], jednak istniejg
réwniez prace wykazujgce brak ich wptywu na ten parametr [48-50]. Opisano ponadto
zwigzek SNP Trp64Arg w genie ADRB3 receptora Bs-adrenergicznego z wystepowaniem
nadcis$nienia tetniczego, cukrzycy typu 2 i otytosci [51].

Wiele czynnikéw regulujgcych funkcje miesniowki naczyn, a tym samym
cisnienie tetnicze dziata poprzez szlak biatka G. Opisano polimorfizm C825T
wystepujgcy w genie GNB3 podjednostki B3 biatka G majgcy zwigzek z wystepowaniem
nadcisnienia tetniczego [52]. Jednak i w tym przypadku badacze nie s3 zgodni,
a opublikowana w 2007 r. duza metaanaliza nie pozwolita na jednoznaczng odpowiedz
wptywu tej zmiany na patogeneze nadcisnienia tetniczego, co jest najprawdopodobniej
zwigzane z rodznicami populacyjnymi w badanych grupach [53]. W populacji
afrykanskiej wykazano zwigzek polimorfizmdéw I/D 1891-1892 TC i I/Dl 2138-2139 AA

genu RGS2, biatka regulujacego przekazywanie sygnatu przez biatko G, z nadcisnieniem
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tetniczym. Jednym z biatek przekazujgcych sygnat w szlaku biatka G moze by¢ biatko

Rho, nalezgce do rodziny biatek wigzacych i hydrolizujgcych guanozynotrifosforan

(GTP) do guanozynodifosforanu (GDP). W 2006 r. Seasholtz i wsp. wykazali zwigzek

polimorfizmu Thr431Asn w genie ROCK2, kinazy biatka Rho z nadcisnieniem tetniczym

[54].
Uktad Gen Polimorfizm
Renina- Angiotensynogenu (AGT) Thrl74Met; Met235Thr

angiotensyna-

aldosteron

Wspotczulny

uktad nerwowy

Szlak biatka G

Regulacji skurczu
i rozkurczu
naczyn

Regulacja
gospodarki

sodem

konwertazy angiotensyny (ACE)
receptora angiotensyny Il typu 1 (AT1R)
receptora angiotensyny Il typu 2 (AT2R)
reniny (REN)

receptora ;- adrenergicznego (ADRB1)
receptora B,-adrenergicznego (ADRB2)
receptora Bs-adrenergicznego (ADRB3)
podjednostki B3 biatka G (GNB3)

biatka regulujgcego przekazywanie
sygnatu przez biatko G (RGS2)

kinazy biatka Rho (ROCK2)

endoteliny 1 (EDN1)

srodbtonkowej syntazy tlenku azotu
(NOS3)

a-adducyny (ADD1)

B-adducyny (ADD2)

podjednostki a nabtonkowego kanatu

sodowego (SCNN1A)

(1/D) w intronie 16
A1166C; A535T
A1675G; A3123C
T17G; G1051A
Ser49Gly; Gly389Arg
Argl16Gly; GIn27Glu
Trp64Arg

C825T

|/D 1891-1892 TC;
I/D 2138-2139 AA
Thr431Asn
Lys198Asn

G894T; T2786C

Gly460Trp
C1797T
G2139A; Thre63Ala

Tabela 2. Geny kandydujgce w nadcisnieniu tetniczym najczesciej oceniane w badaniach

asocjacji.

Wsréd czynnikdw regulujgcych rownowage miedzy skurczem a rozkurczem

naczyn badacze wskazali zwigzki polimorfizmu Lys198Asn w genie EDN1 endoteliny 1,

bedacej czynnikiem naczynioskurczowym [55] oraz polimorfizméw G894T w eksonie 7,
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4b/a intronie 4 i T2786C regionie promotora genu NOS3, sSrédbtonkowej syntazy tlenku
azotu z pierwotnym nadcisnieniem tetniczym [56]. Nieprawidtowa produkcja tlenku
azotu powoduje zaburzenie rozkurczowej funkcji naczyn.

Znaczna liczba badan zostata poswiecona poszukiwaniom zmiennosci
genetycznej w uktadzie regulacji gospodarki sodem, ktérego wptyw na wzrost cisnienia
tetniczego jest powszechnie uznany. Opisano polimorfizm Gly460Trp w genie ADD1, a-
adducyny oraz niemy polimorfizm C1797T w genie ADD2, B-adducyny, ktére maja
zwigzek z chorobg nadcisnieniowa [57-58]. Adducyny bedace biatkami cytoszkieletu
regulujg transport btonowy jondw oraz transdukcje sygnatéw. Dowiedziono réwniez
wptywu polimorfizméw genu SCNNI1A, podjednostki a nabtonkowego kanatu
sodowego ENaC na wystepowanie nadcisnienia tetniczego. Udowodnione znaczenie
w rozpoznaniu schorzenia majg dwa polimorfizmy G2139A oraz Thr663Ala genu
SCNN1A [39, 59], ktére wptywaja na regulacje transportu sodu w nefronie.

W ostatnich latach dzieki rozwojowi technik badan genetycznych, w znacznym
stopniu zmienity sie mozliwosci oceny polimorfizméw genomu ludzkiego. Pozwolito to
na wprowadzenie nowej metody badania catego genomu (GWAS, genom-wide
association studies), polegajacej na analizie wystepowania niesprzezonych zmiennosci
genetycznych w licznych grupach chorych i zdrowych osdb. Dzieki zastosowaniu metod
statystycznych z bardzo niskim prawdopodobiefnstwem wystgpienia bfedu, technika ta
pozwala na wyselekcjonowanie polimorfizméow majgcych najistotniejszy zwigzek
z wystepowaniem choroby. Do czasu rozwiniecia sie GWAS zmiany genetyczne
oceniano za pomocy analizy sprzezen oraz analizy asocjacji. Rozwdj tej nowej metody
pozwolit na przeprowadzenie badan z duzg liczbg ochotnikéw analizujgcych caty ludzki
genom w poszukiwaniu SNP istotnych w rozpoznaniu réznych schorzen, miedzy innymi
pierwotnego nadcis$nienia tetniczego. W 2007 roku opublikowano wyniki dwdch
duzych badan dotyczacych analizy genomu w kierunku przyczyn wptywajgcych na
rozpoznanie nadcisnienia tetniczego. Levy i wsp. dokonali analizy 100.000 SNP badajac
ponad 1300 ochotnikéw z Framingham Heart Study. Niestety mimo bardzo duzego
obszaru analiz nie zidentyfikowano istotnych czynnikdw wptywajgcych na
wystepowanie nadci$nienia tetniczego [60]. Kolejnym badaniem byta opublikowana
rowniez w 2007 r. przez Wellcome Trust Case Control Consortium (WTCCC) analiza

z badania BRIGHT (British Genetics of Hypertension), gdzie analizowano zwigzek

20



500.000 ewentualnych czynnikéw genetycznych z siedmioma chorobami, w tym
z nadcisnieniem tetniczym. W badaniu wzieto udziat 14.000 chorych (po 2.000 oséb
z jedng z badanych choréb) i 3000 zdrowych ochotnikéw. Niestety réwniez i w tym
badaniu nie znaleziono czynnikdw genetycznych istotnie wptywajgcych na rozpoznanie
nadci$nienia tetniczego [61]. Dopiero kolejne szeroko zakrojone badania przyniosty
pierwsze istotne rezultaty. Zespot Global BPGen (Global Blood Pressure Genetics)
analizujgc 2.500.000 SNP w grupie 34.433 Europejczykéw (gtdwnie ze Skandynawii
i Wielkiej Brytanii) zidentyfikowat 8 istotnych miejsc w genomie majgcych zwigzek
z ciSnieniem tetniczym. Wskazane polimorfizmy dotyczg gendw cytochromu P450
(CYP17A1, CYP1A2), czynnika wzrostu fibroblastéow (FGF5), domeny SH2 (SH2B3),
reduktazy metylenotetrahydrofolianowej (MTHFR), proteiny palca cynkowego
(ZNF652), fosfolipazy C (PLCD3) i otwartej ramki odczytu 107 na chromosomie 10
(C100rf107) [62]. W kolejnym badaniu opublikowanym w tym samym roku przez Levy
i wspotpracownikdw w ramach konsorcjum CHARGE (Cohorts for Heart and Aging
Reasearch in Genomic Epidemiology), dokonano analizy 2.500.000 polimorfizmoéw
pojedynczych nukleotyddw w materiale uzyskanym od 29.136 ochotnikéw
pochodzacych ze Standéw Zjednoczonych, Holandii i Islandii. Badanie CHARGE pozwolito
na identyfikacje 13 polimorfizmdéw zwigzanych ze skurczowym ci$nieniem tetniczym
(SBP, systolic blood pressure), 20 zwigzanych z rozkurczowym cisnieniem tetniczym
(DBP, diastolic blood pressure) i 10 wptywajacych na rozpoznanie nadcisnienia
tetniczego (tabela 3) [63]. SNP rs3184504 genu SH2B3 w obu powyzszych badaniach
byt zwigzany z DBP.

W 2011 roku ukazaty sie wyniki badania miedzynarodowego konsorcjum ICBP
(The International Consortium for Blood Pressure Genome-Wide Association Studies),
w ktérym analizowano zwigzek 2.500.000 SNP z SBP, DBP i NT u ochotnikow
pochodzgcych z Europy. W tej analizie wskazano 16 nowych loci oraz 29 SNP
zwigzanych z cisnieniem tetniczym lub chorobg nadcisnieniowa (tabela 4) [64]. W tym
samym roku opublikowano wyniki kolejnej analizy GWAS, Gene-Centric. W ramach

tego badania oceniano 49.452 SNP w populacji 25.118 ochotnikéw pochodzgcych
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SNP Chromosom Gen Zwiazek z ciSnieniem
tetniczym lub choroba
nadcisnieniowa

rs880315 1 CASZ1 SBP
rs11024074 11 PLEKHA7 DBP
rs4842666 12 ATP2B1* SBP, NT
rs11105328 12 ATP2B1* SBP
rs2681472 12 ATP2B1 SBP, DBP, NT
rs2681492 12 ATP2B1 SBP, DBP, NT
rs11105354 12 ATP2B1 SBP, DBP, NT
rs12579302 12 ATP2B1 SBP, DBP, NT
rs17249754 12 ATP2B1* SBP, DBP, NT
rs11105364 12 ATP2B1* SBP, DBP, NT
rs11105368 12 ATP2B1* SBP, DBP, NT
rs11105378 12 ATP2B1* SBP, DBP, NT
rs12230074 12 ATP2B1* SBP, DBP, NT
rs3184504 12 SH2B3 DBP
rs4766578 12 ATXNZ2 DBP
rs10774625 12 ATXNZ2 DBP

rs653178 12 ATXNZ2 DBP
rs11065987 12 BRAP DBP
rs17630235 12 TRAFD1 DBP
rs11066188 12 C12orf51 DBP
rs1991391 12 TBX3-TBX5* DBP
rs2384550 12 TBX3-TBX5 DBP
rs6489992 12 TBX3-TBX5* DBP
rs8096897 18 C18orf1 SBP

Tabela 3. SNP zwigzane z SBP, DBP lub nadci$nieniem tetniczym z badania CHARGE.

ATP2B1 - btonowa ATPaza transportujgca wapn, CASZ - czynnik transkrypcyjny palca
cynkowego, PLEKH - homologiczna domena plekstryny, ATXN - ataksyna, BRAP - biatko
powigzane z BRCA1, TRAFD - domena typu-TRAF palca cynkowego, C120rf51 - otwarta ramka
odczytu 51 na chromosomie 12, TBX - czynnik transkrypcyjny T-box, C18orfl - otwarta ramka
odczytu 1 na chromosomie 18, SBP — skurczowe ci$nienie tetnicze, DBP — rozkurczowe
cisnienie tetnicze, NT — nadci$nienie tetnicze. *SNP w s3gsiedztwie genu.

gtéwnie z Irlandii, Wielkiej Brytanii i Skandynawii. Wykazano zwigzek SNP z cisnieniem
tetniczym w osmiu loci: genie angiotensynogenu (AGT), receptora peptydu
natriuretycznego (NPR3), ludzkiego biatka hemochromatozy (HFE), syntazy
srodbtonkowej tlenku azotu (NOS3), czynnika transkrypcyjnego SOX (SOX6), btonowej
ATPazy transportujgcej wapn (ATP2B1) oraz sasiedztwie gendéw reduktazy
metylenotetrahydrofolianowej i peptydu natriuretycznego (MTHFR-NPPB), kinazy
biatkowo-tyrozynowej limfocytéw i troponiny (LSP1/TNNT3) [65]. Salvi i wsp. w 2012
roku opublikowali wyniki projektu Hypergenes, w ktérym wzieto udziat 3.615 osdb ze

Skandynawii, kontynentalnej czesci Wtoch i Sardynii, a analizowano 14.055
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polimorfizméw. W badaniu tym zidentyfikowano SNP rs3918226 podatnosci
nadcisnienia tetniczego w regionie promotora genu syntazy srédbtonkowe] tlenku
azotu (NOS3) [66]. Poza wymienionymi badaniami dotyczgcymi gtéwnie populacji

europejskiej dokonano réwniez duzych analiz w populacji azjatyckiej [67-68].

SNP Chromosom Gen Zwiazek z ci$nieniem
tetniczym lub NT
rs2932538 1 MOV10 SBP, DBP, NT
rs13082711 3 SLC4A7 DBP
rs419076 3 MECOM SBP, DBP
rs13107325 4 SLC39A8 SBP, DBP
rs13139571 4 GUCY1A3-GUCY1B3 DBP
rs1173771 5 NPR3-C50rf23 SBP, DBP, NT
rs11953630 5 EBF1 SBP, DBP, NT
rs1799945 6 HFE SBP, DBP, NT
rs805303 6 BAT2-BAT5 SBP, DBP, NT
rs4373814 10 CACNB2(5m) SBP, DBP, NT
rs932764 10 PLCE1 SBP, NT
rs7129220 11 ADM SBP, DBP
rs633185 11 FLJ32810-TMEM133 SBP, DBP, NT
rs2521501 15 FURIN-FES SBP, DBP
rs17608766 17 GOSR2 SBP
rs1327235 20 JAG1 SBP, DBP
rs6015450 20 GNAS-EDN3 SBP, DBP, NT
rs17367504 1 MTHFR-NPPB* SBP, DBP, NT
rs3774372 3 ULK4* DBP
rs1458038 4 FGF5* SBP, DBP, NT
rs1813353 10 CACNB2(3m)* SBP, DBP, NT
rs4590817 10 C100rf107* SBP, DBP, NT
rs11191548 10 CYP17A1-NT5C2* SBP, DBP
rs381815 11 PLEKHA7* SBP, DBP
rs17249754 12 ATP2B1* SBP, DBP, NT
rs3184504 12 SH2B3* SBP, DBP
rs10850411 12 TBX5-TBX3* SBP, DBP
rs1378942 15 CYP1A1-ULK3* SBP, DBP, NT
rs12940887 17 ZNF652* SBP, DBP, NT

Tabela 4. SNP zwigzane z SBP, DBP lub nadci$nieniem tetniczym z badania ICBP.

MOV10 - homolog wirusa biataczki Moloney 10, SLC4A7 - rozpuszczalny nosnik, kotransporter
dwuweglanéw sodu, MECOM - komplekowe locus MDS1 i EVI1, SLC39A8 - rozpuszczalny
nosnik, transporter jonéw metali, GUCY1A3 - cyklaza guanylowa, NPR3 - receptor peptydu
natriuretycznego, EBF1 - wczesny czynnik komérek B, BAT2 - traskrypt zwigzany z HLA-B, PLCE1
— fosfolipaza C epsilon 1, ADM - adrenomodulina, FLJ32810 - biatko typu Rho aktywujgce
GTPaze, TMEM133 - biatko przezbtonowe, FURIN - furyna, FES - onkogen miesaka, GOSR2 —
kompleks receptora Golgi SNAP 2, JAG1 - biatko Jagged-1, GNAS - podjednostka a biatka G,
EDN3 - endotelina, ULK4 - kinaza podobna do unc-51, CACNB2 - kanat wapniowy zalezny od
napiecia, NT5C2 - nukleotydaza cytozolu, SBP — skurczowe cisnienie tetnicze, DBP —
rozkurczowe cisnienie tetnicze, NT — nadci$nienie tetnicze.

*Loci opisywane we wczesniejszych badaniach.
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Badania wykazujgce zwigzki polimorfizmédw z nadcisnieniem tetniczym
W znacznej czeSci nie sg jednoznaczne. Wynika to miedzy innymi z faktu matego
wptywu pojedynczych loci oraz addytywnego wptywu réznych alleli na wartosc
cisnienia tetniczego. Mozliwe, ze niektdore polimorfizmy (niekoniecznie tylko SNP),
wystepujagc  pojedynczo nie wykazujg zwigzku z nadcisnieniem tetniczym,
a w zestawieniu z dwu lub kilku szczegdlnymi loci powodujg znaczny wzrost cisnienia
tetniczego [69]. Na wystepujgce polimorfizmy mogg réwniez wptywaé czynniki

Srodowiskowe takie jak palenie tytoniu [70] czy spozycie alkoholu [71].
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3. Rola ukfadu renina-angiotensyna-aldosteron w nadcisnieniu tetniczym

Uktad renina-angiotensyna-aldosteron jest jednym z wazniejszych mechanizméw
regulujgcych cisnienie tetnicze i gospodarke wodno-elektrolitowg organizmu. W sktad
uktadu RAA wchodzg zaréwno enzymy jak i hormony, wptywajace na funkcje wielu
narzgdéw. Aktualnie uznany jest poglad o wspdtistnieniu dwdch, niezaleznych
sktadowych uktadu RAA — ukfadu nerkowo-osoczowego i tkankowego. Dziatalnosc
tkankowej czesci uktadu zazwyczaj jest lokalna i dotyczy regulacji cisnienia tetniczego,
procesow apoptozy, proliferacji, podziatdw komorkowych i organogenezy. Czesc¢
nerkowo-osoczowa swoéj poczatek bierze w komdrkach aparatu przyktebkowego,
znajdujacych sie w scianie tetniczki doprowadzajgcej krew do kiebuszka nerkowego,
gdzie z proreniny powstaje renina [72]. BodZcami wptywajgcymi na wydzielanie reniny
sg zmiany ciSnienia w tetniczkach doprowadzajgcych. Silnym bodZzcem do jej
uwolnienia jest spadek cisnienia < 90 mm Hg. Kolejnym istotnym regulatorem jej
wydzielania jest stezenie sodu w komadrkach plamki gestej, ktérego spadek powoduje
uwalnianie reniny. Poza tym hormon ten pozostaje pod kontrolg uktadu wspdtczulnego
— wzrost stezenia zaréwno adrenaliny jak i noradrenaliny dziatajac na receptory B-
adrenergiczne przyczynia sie do wydzielania reniny. Réwniez wiele czynnikéw
hormonalnych i humoralnych wptywa na regulacje uwalniania reniny z komoérek.
Pobudzajgco dziatajg prostaglandyna E2 i prostacyklina, zas hamujgco angiotensyna I,
wazopresyna oraz endotelina. Poza nerka synteza reniny moze zachodzi¢ w sercu,
moézgu i nadnerczach [73]. W organach tych bardzo prawdopodobne jest
wewnatrzkomérkowe dziatanie reniny. Ostatnie lata obfitujg w badania dowodzgce
aktywnosci biologicznej proreniny i reniny szczegdlnie w zakresie uszkodzenia naczyn
(aterogeneza i wtdknienie) [74], ale takze rozwoju nadcisnienia tetniczego w modelach
eksperymentalnych. Wydzielona renina faczy sie z produkowanym gtéwnie przez
hepatocyty angiotensynogenem powodujgc odszczepienie od niego angiotensyny |I.
Istniejg dowody na to, ze produkcja angiotensynogenu odbywa sie rdwniez w sercu,
ptucach, nerkach i tkance ttuszczowej. Angiotensyna | nie posiada istotnej aktywnosci
biologicznej jednak jest przeksztatcana przez rézne enzymy do aktywnych czasteczek

takich jak angiotensyna ll, angiotensyna (1-9) i angiotensyna (1-7). Z angiotensyny |l
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powstaje angiotensyna lll (2-8) i angiotensyna IV (3-8), zas z angiotesyny (1-7) powstaje

angiotensyna (1-5) (ryc. 2).

[ Angiotensynogen ]

Angiotensynall ]\.\
{ \\

enzym konwertujgcy
angiotensyng (ACE)

karboksypeptydaza A

[ Angiotensyna 1-9 ] [Angiotensyna 1-7] [ Angiotensynall

aminopeptydaza A

[Angiotensyna 1l ]

aminopcptydazaB
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[Angiotensyna W% ]

endopeptydazy

Rycina 2. Szlak powstawania angiotensyn.

Angiotensyna |l powstaje z angiotensyny | pod wptywem enzymu konwertujacego
angiotensyne (ACE) typu 1. Podobne dziatanie do ACE w tym wzgledzie wykazuj3
rowniez inne enzymy proteolityczne takie jak chymazy i katepsyna A. Angiotensyna Il
dziata na ukfad krazenia poprzez receptory AT, ktére wystepujg w miesnidwce gtadkiej
naczyn, srodbtonku, sercu, strukturach okotokomorowych maédzgu, naczyniach
ktebuszkédw nerkowych, kanalikach nerkowych oraz nadnerczach [75]. Receptory dla
angiotensyny Il wykryto réwniez w limfocytach T i NK, na komédrkach dendrytycznych
i prezentujgcych antygen [76]. Wptyw angiotensyny Il na wzrost ci$nienia tetniczego
odbywa sie wieloma drogami [11]. Podstawowym mechanizmem hipertensyjnym jest
skurcz miesni gtadkich naczyi poprzez szlak biatka G i wewnatrzkomdrkowy wzrost

stezenia jonow wapnia. Dtugotrwata stymulacja komorek naczyn poprzez angiotensyne
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Il wigze sie ze wzrostem aktywnosci uktadu wspotczulnego, wydzielaniem wazopresyny
i endoteliny, a takze uruchomieniem innych szlakéw wewnatrzkomorkowych
powodujgc nasilenie dziatania czynnikdow wzrostu, cytokin i reaktywnych form tlenu.
Pobudzenie szlakéw alternatywnych sprzyja przebudowie naczyn i powstawaniu
blaszek miazdzycowych. Ditugotrwate zwiekszenie stezenia angiotensyny Il powoduje
wzrost aktywacji ukfadu wspdiczulnego, co wigze sie z odruchowg reakcja
hipertensyjna. W sercu dziatanie angiotensyny Il wptywa miedzy innymi na zwiekszenie
stezenia czynnika wzrostu tkanki facznej (CTGF), czynnikéw adhezji, migracji i apoptozy
[77]. Poprzez aktywacje tych elementéw prowadzi do niekorzystnej przebudowy
miesnia sercowego [78]. Dziatanie angiotensyny Il w mdzgu zwigzane jest z regulacjg
cisnienia tetniczego poprzez wydzielanie wazopresyny, regulacje pragnienia i checi
spozywania sodu [79]. W nerkach angiotensyna Il reguluje przeptyw poprzez
wazokonstrykcyjne dziatanie na tetniczki doprowadzajgce i naczynia rdzeniowe.
Przytaczajac sie do komdrek kanalikowych wywotuje zwrotne wchtfanianie sodu do
przestrzeni srodmigzszowej. Angiotensyna |l w nadnerczach stymuluje synteze
aldosteronu. Jej dziatanie w uktadzie immunologicznym jest wcigz badane, jednak
udowodniono wptyw angiotensyny Il na proliferacje i aktywacje limfocytéw T oraz
zwiekszanie stezenia reaktywnych form tlenu [80].

Badania dowodzg, ze angiotensyna (1-9) poteguje dziatanie angiotensyny Il poprzez
wigzanie z receptorem ATj.

Angiotensyna Ill (2-8) rowniez wzmacnia dziatanie angiotensyny Il szczegdlnie
w mechanizmie wzrostu wydzielania aldosteronu i wazopresyny.

Angiotensyna (1-7) przytaczajac sie do receptora Mas wywiera przeciwstawny efekt
do angiotensyny Il. Hamuje aktywnos¢ ACE oraz redukuje liczbe receptoréw AT,
zmniejszajagc tym samym hipertensyjne dziatanie angiotensyny Il [81]. Poza tym
angiotensyna (1-7) wywotuje reakcje hipotensyjne poprzez wzrost stezenia tlenku
azotu (NO). Wewnatrzkomodrkowe szlaki dziatania angiotensyny (1-7) powoduja
hamowanie proliferacji i hipertrofii naczyn.

Angiotensyna IV (3-8) wptywa na funkcje komorek poprzez aminopeptydaze
regulowang przez insuline (IRAP) i receptory AT, [82]. Gtdwnym miejscem dziatania tej
angiotensyny jest osrodkowy uktad nerwowy. W mdzgu wplywa na procesy

poznawcze, zdolnos¢ uczenie sie i zapamietywania.
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Jednym z najistotniejszych efektéw dziatania angiotensyny Il jest wzrost stezenia
aldosteronu, hormonu wytwarzanego gtownie przez warstwe kiebkowatg kory
nadnerczy. Cho¢ istniejg dowody na wystepowanie innych miejsc jego produkcji, majg
one znikome znaczenie dla ogdlnoustrojowego stezenia hormonu. Na wydzielanie
aldosteronu poza wzrostem stezenia angiotensyny Il wptywajg takie czynniki jak:
wzrost stezenia angiotensyny lll i jonéw potasu. ACTH, B-endorfina, wazopresyna czy
endorfina rowniez mogg stymulowac¢ wydzielanie aldosteronu, jednak ich wptyw jest
znacznie mniejszy. Hamowanie wydzielania tego hormonu regulowane jest za pomoca
dopaminy, somatostatyny i tlenku azotu. Tak jak wszystkie hormony sterydowe,
aldosteron przenika do wnetrza komorek przyfaczajac sie gtdwnie do receptoréw dla
mineralokortykosteroidow (MR). W znacznie mniejszym stopniu przytgcza sie réwniez
do receptoréw dla glikokortykosteroidéw (GR). Zgodnie z klasycznym schematem
dziatania hormondow sterydowych zaktywowane receptory stajg sie czynnikami
regulujacymi transkrypcje. Aldosteron poprzez swoje dziatanie zwieksza miedzy innymi
stezenie kinazy serynowo-treoninowej, ktora odpowiada za wzrost ilosci kanatéw
nabtonkowych ENaC na powierzchni komorek jelitowych i kanalikéw nerkowych [72].
Kanaty nabtonkowe odpowiadajg za wzrost resorpcji sodu. Dziatanie aldosteronu
w kanaliku dystalnym i cewce zbiorczej wigze sie nie tylko z retencjg sodu, ale co za
tym idzie réwniez z reabsorbcjg wody i wydalaniem jonéw potasu oraz wodoru.
Receptory dla aldosteronu wystepujg rowniez w naczyniach i sercu. Dziatajagc na
srodbtonek zmniejsza synteze NO, przez co prowadzi do obkurczenia naczyn i wzrostu
ci$nienia tetniczego [83]. Dtugotrwate, podwyzszone stezenie aldosteronu prowadzi do
przebudowy scian naczyn poprzez zwiekszenie ilosci kolagenu i fibronektyny, co
w konsekwencji przyczynia sie do usztywnienia naczyn [84]. Niekorzystne dziatanie
aldosteronu na serce wigze sie z przerostem i zwtdknieniem miesnidowki. Nastepstwem
tego remodelingu jest spadek elastycznosci i wzrost sztywnosci Scian miesnia
sercowego.

Gtéwng rolg ukfadu RAA w warunkach fizjologicznych jest utrzymanie
prawidtowego cis$nienia tetniczego i niewatpliwie istnienie tego mechanizmu pozwala
na prawidiowe funkcjonowanie organizmu. Jednak patologiczna stymulacja uktadu
RAA, bedgca nastepstwem zmian w réznych narzgdach, badZ niepoprawng regulacja

samego uktadu, powoduje nadmierny wzrost ciSnienia tetniczego poprzez miedzy
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innymi: retencje sodu i wody, skurcz miesni gtadkich naczyn oraz wzrost sztywnosci
naczyn. W dzisiejszych czasach wptyw uktadu RAA na nadcisnienie tetnicze jest
niekwestionowany, a leki blokujgce ten uktad, na rdéinych poziomach, sg uznang

metodg leczenia choroby nadcisnieniowe;j (ryc. 3).
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Rycina 3. Podstawowe mechanizmy dziatania uktad RAA na ci$nienie tetnicze wraz z miejscami

blokady za pomocg dostepnych lekdw.
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4. Zwiazek nadci$nienia tetniczego z procesem zapalnym i uktadem
odpornosciowym

W opublikowanych badaniach mozemy znalezé potwierdzenie wptywu
przewlektego procesu zapalnego na rozwdj nadcisnienia tetniczego jak i zaleznosci
pomiedzy wzrostem cisnienia tetniczego, a stezeniem markerow reakcji zapalnej takich
jak CRP, TNF-a, fibrynogen, al-antytrypsyna, haptoglobina, ceruloplazmina,
orozomukoid czy liczba leukocytéw w krwi obwodowej [85-87]. W ostatnim czasie
ukazuje sie coraz wiecej wynikow eksperymentow przeprowadzonych gtéwnie na
modelach mysich i szczurzych, swiadczgcych o istotnej zaleznosci wystepowania
nadcis$nienia tetniczego od aktywac;ji niektorych elementéw uktadu immunologicznego
[76, 88].

Wiele lat temu zaobserwowano, ze wysokie ciSnienie tetnicze sprzyja
rozwojowi chordb sercowo-naczyniowych. Wraz z rozwojem badan udowodniono, ze
jedng z przyczyn tej zaleznosci jest nasilenie uszkodzenia sréodbtonka poprzez chorobe
nadcisnieniowg, ktére prowadzi do rozwoju miazdzycy. Obserwacje analizujgce
przyczyny rozwoju blaszek miazdzycowych wykazaty istotny udziat uktadu
immunologicznego i procesu zapalnego w patogenezie tej choroby. Zaburzenie funkcji
srodbtonka w duzej mierze zalezne jest od wysokiego stezenia reaktywnych form tlenu,
ktore aktywujgc jadrowy czynnik transkrypcyjny NF-kB, zwiekszajg ekspresje molekut
adhezyjnych VCAM-1, ICAM-1, cytokin oraz chemokin. Wzrost stezenia tych czynnikéw
nasila przyleganie i migracje komorek uktadu immunologicznego, takich jak monocyty
i komorki wielojadrzaste. Lokalne dziatanie uktadu odpornosciowego oparte jest na
dziataniu cytokin prozapalnych, miedzy innymi IFN-y oraz IL-6 i wywotuje ograniczong
reakcje zapalng. Jak pokazujg badania, w reakcji tej aktywowany jest miedzy innymi
szlak JaK/STAT poprzez biatko STAT1 [89]. Wywotana reakcja zapalna powoduje
przerost warstwy miesniowej i sprzyja powstawaniu blaszki miazdzycowe]. Rodniki
tlenowe przytaczajagc sie do NO prowadzg do jego dezaktywacji, co wptywa na
pogorszenie mozliwosci relaksacyjnych naczyn prowadzgc do wzrostu cisnienia
tetniczego i zwiekszone] agregacji ptytek. Wzrost stezenia reaktywnych form tlenu,
spadek stezenia tlenku azotu i lokalny proces zapalny sprzyjajg nasileniu reakcji
zapalnej, wywotujg aktywacje i przyleganie leukocytow oraz wzrost stezenia
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wyktadnikéw reakcji zapalnej [90]. W wielu badaniach wykazano wzrost stezenia
markeréw zapalenia takich jak CRP, VCAM, IL-6, ICAM-1 u pacjentéw z nadcisnieniem
tetniczym [85]. Badania doswiadczalne pokazujg, ze za uposledzenie produkcji tlenku
azotu, zwiekszenie stezenia wolnych rodnikéw tlenowych i cytokin prozapalnych oraz
aktywacje molekut adhezyjnych odpowiada wzrost stezenia angiotensyny 11 [91-93].

W ostatnich latach proces zapalny zostat uznany jak czynnik wptywajacy na
rozwdj nadcisnienia tetniczego. W duzej mierze do tego przyczynity sie wyniki kilku
duzych badan, w ktdorych wykazano wptyw przewlektego procesu zapalnego na rozwdj
choroby nadcisnieniowej. Jednym z najwiekszych badan w tym aspekcie jest analiza
WHS (Women's Health Study), w ktérej wykazano zwigzek podwyziszonego stezenia
CRP (>3,5 mg/l) z 2,5 krotnym wzrostem ryzyka zachorowania na nadcisnienie tetnicze
w stosunku do oséb majgcych CRP <0,43 mg/l [94]. Istotnos¢ tego wniosku podkresla
fakt przeprowadzenia obserwacji w grupie ponad 20 tysiecy kobiet, na przestrzeni 8
lat. Podobne badanie przeprowadzono w grupie mezczyzn wykazujgc wzrost ryzyka
wystgpienia nadcisnienia tetniczego u oséb z CRP >3 mg/l w stosunku do grupy z CRP
<1 mg/l. Ocena markerdéw zapalenia (IL-6, ICAM-1) u oséb bez nadcisnienia tetniczego
wykazata korelacje z wartoscia ci$nienia tetniczego [95].

Istniejg rowniez doniesienia sugerujgce bezposredni wptyw komdrek uktadu
odpornosciowego na wzrost cisnienia tetniczego i wywotanie choroby nadcisnieniowe;j.
Jedna z hipotez sugeruje wptyw komadrek dendrytycznych zlokalizowanych w $cianie
naczyn i w nerkach na wzrost cisnienia tetniczego. W innych badania wykazano, ze
monocyty pobrane od hipertonikdw wykazujg nadmierng aktywnos¢, objawiajaca sie
zwiekszong produkcjg czynnikéw prozapalnych takich jak interleukina 1 B (IL-1PB)
i czynnik martwicy nowotworéw a (TNF) [96]. W kolejnych eksperymentach na
modelach mysich, wykazano redukcyjny wptyw eliminacji makrofagéw na liczbe
wolnych rodnikow tlenowych, co przektadato sie na poprawe funkcji naczyn i obnizenie
ci$nienia tetniczego [97]. Istniejg réwniez dowody na udziat limfocytéw w rozwoju
choroby nadcisnieniowej. Badacze wykazali, ze u pacjentédw z chorobg nadcisnieniowg
wystepuje wzrost aktywnosci limfocytow, prezentujgcy sie miedzy innymi
zwiekszeniem produkcji interleukiny 17 (IL-17) [98], ktdra zwieksza stres oksydacyjny
i pogarsza reaktywnos$¢ naczyn [99]. W badaniach eksperymentalnych wykazano

rowniez zahamowanie rozwoju nadci$nienie tetniczego u zwierzat pozbawionych
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limfocytéw T [76, 100]. Wazrost stezenia immunoglobulin u pacjentéw
z niekontrolowanym nadcisnieniem tetniczym sugeruje udziat limfocytéw B w rozwoju
choroby. W kilku badaniach eksperymentalnych zaobserwowano zwigzek wzrostu
i redukcji cisnienia tetniczego zalezny od aktywnosci limfocytéw.

Jednym z czynnikédw aktywujgcych dziatanie komérek uktadu
odpornosciowego jest angiotensyna Il, ktorej receptory AT, i AT, znajdujg sie na
powierzchni limfocytow T i NK oraz komdrek prezentujacych antygen [101].
Jednoczesnie wykazano, ze komérki dendrytyczne i makrofagi majg zdolno$¢ do
produkcji angiotensyny Il. Jednak badania pokazujg, ze aktywacja limfocytow poprzez
angiotensyne Il wymaga jednoczesnego pobudzenia czynnikami prozapalnymi.
Sugeruje sie, iz za aktywacje prozapalng odpowiadajg bakterie jamy ustnej lub
przewodu pokarmowego. Zaobserwowano, ze pobudzone limfocyty gromadza sie
w przydance naczyn i okofonaczyniowej tkance ttuszczowej. Sposéb dziatania tych
komdrek na naczynia nie jest udowodniony, ale podejrzewa sie, ze jest zwigzany
z wydzielaniem cytokin takich jak TNF a, interferon y (IFN) czy IL-17. Wykazano rowniez
gromadzenie sie aktywowanych limfocytdw w nerkach i nadnerczach. Mechanizm
dziatania limfocytéw T na komdérki nerek nie jest znany, ale udowodniono, ze brak
limfocytow lub ich zahamowanie powoduje wzrost diurezy. Guzik i wsp. wykazali, ze
u myszy pozbawionych limfocytédw B i T nie rozwija sie nadcisnienie tetnicze zalezne od
angiotensyny Il. Jednoczesnie przeszczepienie limfocytow T zwierzetom tej grupy od
myszy z grupy kontrolnej, powodowato rozwéj nadcisnienia tetniczego [76].

W swietle badan ostatnich lat analiza wzajemnych zaleznosci pomiedzy
nadci$nieniem tetniczym a stanem zapalnym musi uwzglednia¢ nie tylko uznawang
przez wiele lat hipoteze o nasileniu procesu zapalnego w skutek uszkodzen
wywotanych nadcisnieniem tetniczym, ale rdéwniez istotny wptyw ukfadu
odpornosciowego na wzrost ciSnienia tetniczego. Jednak doktadne poznanie

patomechanizmu tych zaleznosci wymaga jeszcze wielu badan.
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5. Szlak sygnalizacyjny JaK/STAT oraz jego rola w uktadzie RAA i procesie
zapalnym

Sekwencja sygnatowa JaK/STAT (Janus kinase/signal transducer and activator of
transcription) zostata opisana na poczatku lat 90 XX w. Poprzez szlak JaK/STAT dziata
wiele czynnikdbw miedzy innymi interleukiny, hormon wzrostu, prolaktyna,
erytropoetyna, leptyna, trombopoetyny, interferony i hemokiny. Sciezka sygnatowa
JaK/STAT jest rowniez jednym ze szlakéw, ktéry bierze udziat w przekazywaniu
informacji pomiedzy btonowym receptorem angiotensyny Il i jagdrem komdrkowym
[102]. Aktualnie opisanych jest prawie 40 czynnikow dziatajgcych poprzez te kaskade
sygnatowga. Szlak ten sktada sie z rodziny kinaz JAK: JAK1, JAK2, JAK3, TYK2; oraz
rodziny biatek STAT: STAT1, STAT2, STAT3, STAT4, STAT5A, STAT5B, STAT6 [103]. Role
sprzezenia zwrotnego dla aktywacji szlaku JaK/STAT spetniajg biatka rodziny SOCS
(Suppressor Of Cytokine Signaling): CISH, SOCS1, SOCS2, SOCS3, SOCS4, SOCS5, SOCS6,
SOCS7 [104]. Ich synteza wzbudzana jest poprzez aktywacje szlaku JaK/STAT,
a zasadniczg rolg jest blokowanie dalszego pobudzenia szlaku. Zahamowanie dziatania
kaskady JaK/STAT moze nastgpi¢ rowniez przy udziale biatek rodziny PIAS (protein
inhibitors of activated STATS): PIAS1, PIAS2, PIAS3, PIAS4. Z dotychczas
przeprowadzonych badan wynika, iz w przekazywaniu informacji zwigzanej
z pobudzeniem receptora dla angiotensyny Il biorg udziat wybrane biatka szlaku
JaK/STAT miedzy innymi: JAK1, JAK2, TYK2, STAT1, STAT3 [105-106], zas w hamowaniu
pobudzonego szlaku biatka SOCS1 i SOCS3. Aktywacja szlaku JaK/STAT w komdrkach
miesni gtadkich naczyn powoduje ich wzrost i proliferacje, co w konsekwencji prowadzi
do wzrostu cisnienia tetniczego [107].

Model opisujgcy aktywacje, dziatanie i regulacje kaskady JaK/STAT jest
skomplikowany i wcigz uzupetniany, jednak dotychczasowe badania pozwalajg zatozy¢
pewng ustalong sekwencje procesow. Przytgczenie ligandu do przezbtonowego
receptora pozwala na zmiane jego konformacji, a to umozliwia aktywacje powigzanych
z receptorem kinaz JAK, ktére fosforyzujg sie wzajemnie i powigzane receptory.
Ufosofylowanie receptoréw pozwala na przyfaczenie biatek STAT, ktére ulegaja
fosforylacji poprzez kinazy JAK. Nastepnie biatka STAT tgczg sie w homo- lub

heterodimer i penetrujg do jadra komorki, gdzie wigzg sie z palindromowymi

33



sekwencjami DNA gendéw docelowych. Dimery biatek STAT przytaczajg sie do sekwencji

promotorowych wptywajgc na aktywacje transkrypcji (ryc. 4).

Ligand

Btona komorkowa

g %

P

Jadro komorkowe

(P)
g g
- -

p Ekspresjagenow
D T

Rycina 4. Model dziatania sekwencji sygnatowej JaK/STAT.

Jako jeden z gendéw docelowych szlaku sg geny SOCS, ktérych produkty - biatka
SOCS przytaczajg sie do kinazy JAK lub bezposrednio do miejsc aktywowanych
receptorow kierujgc je na szlak degradacji poprzez ubikwitynizacje (ryc. 5). Inng drogg
hamowania dziatanie szlaku JaK/STAT jest wigzanie biatek PIAS do czynnikéw STAT, co
przyczynia sie do zmiany ich lokalizacji lub zaburzenia interakcji pomiedzy nimi.
Produkcja biatek PIAS nie jest zalezna od pobudzenia szlaku JaK/STAT.

Dotychczas opublikowane dane na temat roli sekwencji sygnatowej JaK/STAT
w patogenezie nadci$nienia tetniczego sg bardzo ograniczone. Jednak w kilku pracach
udowodniono zwigzek kaskady sygnatowe] JaK/STAT z uktadem RAA. Venema i wsp.
wykazali, ze angiotensyna |l dziatajgc poprzez receptor AT, powigzany z kinazg JAK2
aktywuje szlak JaK/STAT w komédrkach miesni gtadkich naczyn. Fosforylacja receptora
pozwala na aktywacje, a nastepnie dimeryzacje biatek STAT1 [105]. W innych
badaniach uzyskano potwierdzenie zaleznosci przyfaczenia angiotensyny Il do

receptora AT, i wzbudzenia kinazy JAK2 oraz biatek STAT1 [106].

34



Btona komorkowa

g
w
g
\/ Jadro komorkowe

P
golf

Rycina 5. Model hamowania szlaku JaK/STAT poprzez biatka SOCS.

Znacznie wiecej badan opublikowano wykazujac role szlaku JaK/STAT
w dziataniu ukfadu odpornosciowego. Znaczna czes$¢ cytokin i chemokin biorgcych
udziat w regulacji procesu zapalnego i reakcji uktadu odpornosciowego dziata
aktywujgc rozne subpopulacje kaskady JaK/STAT (tabela 5).

Wiele prac poswiecono analizie dziatania IL-6, ktora ma znaczny udziat
w procesie zapalnym i dziataniu uktadu odpornos$ciowego. Jest istotna miedzy innymi,
w produkcji przeciwciat przez limfocyty B, przy aktywacji limfocytéw T rozpoznajgcych
antygen oraz w reakcji ostrej fazy. Wykazano, ze u pacjentdw z nadcisnieniem
tetniczym stezenie IL-6 jest istotnie podwyzszone. IL-6 wigze sie z podjednostkg B
receptora glikoproteiny 130 (gp130) powodujgc aktywacje kinaz JAK1, JAK2, TYK2.
Ufosforylowane kinazy umozliwiajg aktywacje receptordw i przytgczenie biatek STAT3,
ktore nastepnie tgcza sie w dimery (lub heterodimery z STAT1) i przenikajg od jadra
[108]. Wykazano réwniez, ze w drodze hamowania wzbudzonej kaskady JaK/STAT
przez IL-6 udziat biorg biatka SOCS3, ktére hamujg fosforylacje receptora i kinaz oraz
umozliwiajg degradacje powstatych kompleksow receptorowych IL-6 [109-110]. Z kolei
dziatanie dimeréw STAT3 na DNA jest blokowane przez biatka PIAS3 [111].
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Ligand aktywujacy Rodzina JAK Biatka STAT

IFN-a, IFN-B JAK1, TYK2 STAT1, STAT2, STAT3
IFN-y JAK1, JAK2 STAT1, STAT3
IL-10 JAK1, TYK2 STAT1, STAT3
IL-6 JAK1, JAK2, TYK2 STAT1, STAT3
IL-2 JAK1, JAK3 STATS

IL-4 JAK1, JAK3 STAT6

IL-7 JAK1, JAK3 STATS

IL-9 JAK1, JAK3, TYK2 STAT1

IL-3 JAK2 STATS

IL-5 JAK2 STATS

IL-12 JAK2 STAT4

Tabela 5. Aktywacja kinaz rodziny JAK i biatek STAT w zaleznosci od ligandéw
(Briscoe i wsp. [112]). IFN - interferon, IL - interleukina.

Innym czynnikiem stanu zapalnego, ktdrego udziat postuluje sie w rozwoju
nadci$nienia tetniczego jest IFN-y. Biatka te przytaczajg sie do receptora aktywujac
kinaze JAK1, JAK2, ktora na szlaku fosforylacji aktywuje biatka STAT1 i STAT3. Dimery
biatek STAT przytaczajg sie do DNA, wptywajac w ten sposdb na aktywacje transkrypcji.

Wszystkie mechanizmy dziatania szlaku JaK/STAT nie sg doktadnie poznane,
a opublikowane badania  sugerujg odstepstwa od przyjetego modely,
w funkcjonowaniu niektorych jego elementéw. Niemniej jednak niepodwazalny jest
fakt udziatu tej kaskady w procesie zapalnym. Bardzo prawdopodobny jest zwigzek
szlaku JaK/STAT z dziataniem angiotensyny Il, jednak ocena skutkow tej reakcji wymaga
jeszcze wielu badan. Biorgc pod uwage istotny wptyw uktadu RAA i coraz bardziej
prawdopodobny udziat procesu zapalnego na rozwdj nadcisnienia tetniczego zasadng
wydaje sie analiza struktury sktadowych kaskady JaK/STAT u pacjentow

z nadcisnieniem tetniczym.
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CEL PRACY

1. Ocena czestosci wystepowania wybranych polimorfizméw pojedynczych
nukleotydow w sekwencjach kodujgcych gendw: kinazy JAK3, TYK2 czynnikdéw
STAT1, STAT3 oraz biatek SOCS1, SOCS3, CISH w populacji polskiej.

2. Ocena czestosci wystepowania wybranych polimorfizméw pojedynczych
nukleotydow w sekwencjach kodujgcych gendw: kinazy JAK3, TYK2 czynnikow
STAT1, STAT3 oraz biatek SOCS1, SOCS3, CISH u o0sd6b z pierwotnym
nadci$nieniem tetniczym na tle populacji oséb zdrowych.

3. Préba wyselekcjonowania polimorfizméw  pojedynczych  nukleotydow

o dziataniu ochronnym i wptywajgcym na rozwdj nadcisnienia tetniczego.
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PACJENCI | METODY

6. Projekt badania

Do badania wtaczono 455 oséb populacji polskiej, w tym 297 pacjentow
leczonych w oddziale oraz poradni przyklinicznej Kliniki Hipertensjologii, Angiologii
i Choréb Wewnetrznych Uniwersytetu Medycznego im. Karola Marcinkowskiego
w Poznaniu z rozpoznanym pierwotnym nadcisnieniem tetniczym oraz 158 ochotnikdéw
niechorujgcych na nadcisnienie tetnicze, ktorzy zgtosili sie w czasie naboréw na
Uniwersytecie Adama Mickiewicza, Uniwersytecie Medycznym w Poznaniu
i wspotpracujgcych poradniach podstawowej opieki zdrowotnej w Poznaniu i Gnieznie.
Ochotnicy witaczani byli do badania z Rekrutacje pacjentow i ochotnikdéw
przeprowadzono w latach 2008-2012.
Kryteria wtaczenia do badania stanowity:

1. Rasa kaukaska.

2. Wiek od 18 do 50 roku zycia

3. Zgoda pacjenta na udziat w badaniu.

4. Rozpoznane pierwotne nadcisnienie tetnicze (dla grupy badanej). Rozpoznanie
nadci$nienia tetniczego oparte zostato na kryteriach zawartych w wytycznych
Europejskiego Towarzystwa Nadcisnienia Tetniczego z 2007 r. SBP > 140 mm Hg
i/lub DBP > 90 mm Hg [113].

Kryteria wykluczenia dla obu grup zawieraty:

1. rozpoznanie cukrzycy

2. dodatni wywiad lub rozpoznanie chordb sercowo-naczyniowych

ostry stan zapalny (hsCRP > 10 mg/I)
dodatni wywiad lub rozpoznanie choroby nowotworowej

wtdrne nadcisnienie tetnicze (dla grupy badanej)

o v &~ W

dodatni wywiad w kierunku przewlektych choréb zapalnych (m.in.:
reumatoidalne zapalenie stawow, toczen, twardzina uktadowa, tfuszczyca,
nieswoiste zapalenia jelit).

Z grupy badanej, na podstawie uzyskanych wynikéw badan dodatkowych
wykluczono 73 ochotnikdw w tym, 11 oséb ze wzgledu na rozpoznanie cukrzycy, 11
pacjentéw z powodu rozpoznania choréb ukfadu sercowo-naczyniowego, 14

ochotnikow w zwigzku z ostrym stanem zapalnym, 7 osdéb z powodu choroby
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nowotworowej i 30 pacjentdw z powodu wtdrnych przyczyn nadcisnienia tetniczego.
W 56 przypadkach uzyskane DNA nie byto analizowane, ze wzgledu na ztg jakos$¢ lub
niewielkg ilos¢ pozyskanego materiatu.

Z grupy kontrolnej po wykonaniu badan dodatkowych wykluczono 2 osoby.
W jednym przypadku rozpoznano cukrzyce, a w drugim ostry stan zapalny.

Do ostatecznej analizy witgczono 168 pacjentow z grupy badanej i 156
ochotnikow grupy kontrolnej. Schemat badania przedstawiono na rycinie 6.

Wszyscy uczestnicy badania zostali poinformowani o jego celu i przebiegu,
a nastepnie wyrazili pisemng zgode na udziat w projekcie. Program badania uzyskat
aprobate Komisji Bioetycznej przy Uniwersytecie Medycznym im. Karola
Marcinkowskiego w Poznaniu (Uchwata nr 499/08 z dnia 15 maja 2008 r. - kopia
zostata dotgczona do aneksu). Projekt uzyskat finansowanie w ramach grantu
promotorskiego Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego (aktualnie Narodowego
Centrum Nauki), grant numer N N402 522439.

W ramach projektu przeprowadzono badanie podmiotowe obejmujgce
wyksztatcenie, dotychczasowy przebieg choroby, stosowane leczenie, wystepowanie
choréb wspétistniejgcych, wywiad rodzinny, palenie papieroséw, spozycie alkoholu,
nawyki zywieniowe, aktywnos¢ fizyczng oraz samoocene poziom stresu przez
ochotnika (petny kwestionariusz zostat dotgczony do aneksu).

Pacjenci byli oceniani w petnym badaniu przedmiotowym poszerzonym
0 pomiary antropometryczne takie jak wzrost, masa ciata, obwdd tali i bioder z oceng
wskaznika masy ciata (BMI), wg wzoru BMI = masa ciata [kg]/(wzrost [m])® oraz
wskaznik talia/biodra (WHR). Wszystkim uczestnikom badania, wykonano pomiary
wartosci cisnienia tetniczego w warunkach standardowych zgodnie z aktualnymi
zaleceniami Europejskiego Towarzystwa Nadcisnienia Tetniczego (wykonywano co
najmniej dwa pomiary w odstepie 1-2-minutowym).

Ochotnikom pobierano krew na badania laboratoryjne i genetyczne. Krew
pobierano z zyty w zgieciu fokciowym na czczo w ilosci 20 ml. Materiat biologiczny
w badaniach laboratoryjnych stanowita krew petna i surowica. Do izolacji DNA
uzywano komorek jednojadrzastych krwi obwodowej (PBMCs), uzyskanych z petnej

krwi zylne;j.
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Pacjentom z objawami choroby niedokrwiennej serca w celu wykluczenia, badz
potwierdzenia rozpoznania wykonywano badanie elektrokardiograficzne, prébe
wysitkowa, a w niektorych przypadkach koronarografie.

U czesci pacjentow ze wzgledu na wysokie wartosci ciSnienia tetniczego
(>180/100 mm Hg) lub opornos¢ na dotychczas stosowane leczenie (brak skutecznej
kontroli [BP > 140/90 mm Hg] przy stosowaniu przynajmniej 3 lekow w tym diuretyku)
w celu wykluczenia wtérnych przyczyn nadcisnienia tetniczego wykonano dodatkowe
badania obejmujgce ocene stezenia aldosteronu, aktywnosci reninowej osocza (ARO)
i hormonu tyreotropowego (TSH) oraz mikroalbumin w 24-godzinnej zbiérce moczu.
Oceniano rowniez przeptywy w tetnicach nerkowych za pomoca badania
ultrasonograficzne (USG) metodg Dopplera oraz gruczoty nadnerczowe przy pomocy

tomografii komputerowej z podaniem srodka kontrastowego.
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Grupa badana

297 pacjentow oddziatu oraz poradni
przyklinicznej Kliniki Hipertensjologii,
Angiologii i Choréb Wewnetrznych

Grupa kontrolna

158 zdrowych ochotnikow

badania dodatkowe

Wykluczono 73 osoby:

e 11 oséb cukrzyca
e 11 oséb choroby sercowo-

Wykluczono 2 osoby:

naczyniowe
e 14 0séb ostry stan zapalny
* 7 0s6b nowotwor

e 1 osoba cukrzyca
e 1 osoba ostry stan zapalny

e 30 0séb wtérne NT Izolacja DNA
56 probek nie analizowano w
dalszym etapie
ze wzgledu na z13 jakos¢
lub zbyt matg ilo$¢ DNA
Charakterystyka Charakterystyka
wyjsciowa grupy wyjsciowa grupy
badanej kontrolnej
n=168 n=156

Rycina 6. Schemat badania.

Analiza SNP
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7. Selekcja polimorfizmoéw pojedynczych nukleotydéw

Do badania na podstawie danych literaturowych z lat 2000-2011 wybrano 92
polimorfizmy pojedynczych nukleotydow wystepujace w analizowanych genach: TYK2
(ryc. 7), JAK3, CISH, SOCS1 (ryc. 8), SOCS3, STAT1, STAT3 (tabela 6). Selekcje SNP
rozpoczeto od oceny liczby i lokalizacji polimorfizméw w wybranych genach, za
pomoca bazy danych SNPper (http://snpper.chip.org) oraz NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

Gen Liczba Liczba SNP
opisanych SNP  wybranych do analizy

TYK2 419 11

JAK3 357 14

CISH 116 13
50Cs1 211 9
50CS3 141 9
STAT1 448 21
STAT3 558 15

Tabela 6. Liczba opisanych i badanych SNP w wybranych genach.

Do analizy wtgczono zwalidowane SNP. Podczas wyboru polimorfizmow
zwracano uwage na czestotliwos¢ ich wystepowania w populacji pdétnocno-
i zachodnioeuropejskiej (CEU) i eliminowano z dalszej analizy SNP, ktére w tej populacji
sg monoalleliczne. Chcgc unikngé¢ oznaczania segregujgcych ze sobg polimorfizmdéw
oceniano niezréwnowazenie sprzezen (LD) pomiedzy SNP za pomocy programu
Haploview i wybierano SNP znakujgcy haplotyp (tagging SNP). Dodatkowymi kryteriami
wtgczenia SNP do analizy byt wptyw na zmiane w sekwencji aminokwasowej oraz

udowodniony zwigzek z wystepowaniem chordb zapalnych u ludzi.
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Rycina 7. Umiejscowienie wybranych SNP w genie TYK2.
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Rycina 8. Umiejscowienie wybranych SNP w genie SOCS1.
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8. Metody oceny materiatu biologicznego

Badania laboratoryjne

Badania laboratoryjne zostaty wykonane w Laboratorium Szpitala
Przemienienia Panskiego Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu oraz w Pracowni
Diagnostyki Laboratoryjnej Nadcisnienia Tetniczego Katedry i Kliniki Hipertensjologii,
Angiologii i Chorob Wewnetrznych Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu.
Ocenie laboratoryjnej poddano:
- stezenia jondw sodu (norma: 136-145 mmol/l) i potasu (3,5-5,1 mmol/l) w surowicy
krwi zylnej metodg standardowg
- stezenie cholesterolu catkowitego (TC) w surowicy metodg standardowg (norma:
3,62-5,20 mmol/l), z podziatem na frakcje LDL (norma: 2,6-3,3 mmol/l) i HDL (norma:
dla kobiet 1,0-2,0 mmol/l; dla mezczyzn 0,9-1,55 mmol/l).
- stezenie trojglicerydéw (TGL) w surowicy metodg standardowg (norma: 0,6-1,7
mmol/I)
- stezenie glukozy w surowicy metoda standardowg (norma: 3,9-5,6 mmol/l)
- stezenie kwasu moczowego w surowicy metoda standardowg (norma: 2,6-7,2 mg/dl)
- kreatyniny (53,0-115,0 umol/l) w surowicy metodg standardowg oraz obliczono
wskaznik filtracji ktebuszkowej (eGFR) wg Modification of Diet In Renal Disease Study
Equation (MDRD) [114] (norma: 90-120 ml/min/1,73m?)
- liczbe leukocytéw (WBC) metodg standardowg (norma 4,0-11,0 G/I)
- stezenie biatka C-reaktywnego (hsCRP) w surowicy metodg wysoce czutg (norma: <5,0
mg/1)
- szybkos$¢ opadania krwinek czerwonych (ESR) (norma: dla kobiet 3-15 mm/h; dla
mezczyzn 1-10 mm/h),
- stezanie wydalanych albumin z moczem metodg immunoturbidymetrycznag
(w wybranych przypadkach) (norma < 30 mg/dobe)
- stezenie hormonu tyreotropowego (TSH) (norma: 0,55-4,78 ulU/l), wolnej
tréjjodotyroniny (fT3) (norma: 2,3-4,2 pg/ml) i wolnej tyroksyny (fT4) w surowicy
(norma: 0,89-1,76 ng/dl) (w wybranych przypadkach)
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- stezenie aldosteronu w surowicy metodg radioimmunologiczng (norma dla pomiaru
W pozycji poziomej: 8-172 pg/ml; norma dla pomiaru w pozycji pionowej 30-355
pg/ml) (w wybranych przypadkach)

- aktywnos¢ reninowg osocza (ARO) metodg radioimmunologiczng (w wybranych
przypadkach) (norma dla pomiaru w pozycji poziomej: 0,5-1,9 ng/ml/h; norma dla

pomiaru w pozycji pionowej: 30-355 ng/ml/h)

Analiza genotypu

W celu uzyskania materiatu genetycznego z pobranej krwi zylnej dokonywano
lizy erytrocytow i izolacji DNA metoda wysokosolng. Materiat uzyskany od ochotnikéw
grupy kontrolnej byt poddawany preparatyce niezwtocznie po pobraniu krwi, zas
materiat pobrany od pacjentdéw z nadcisnieniem tetniczym, po pobraniu byt mrozony
w temp. - 20 °C, a nastepnie rozmrazany i poddawany procedurze izolacji DNA. Analiza
genotypu zostata wykonana w Zaktadzie Genetyki Molekularnej Cztowieka Instytutu
Biologii Molekularnej i Biotechnologii na Wydziale Biologii Uniwersytetu im. Adama

Mickiewicza w Poznaniu.

Liza erytrocytow

W celu uzyskania materiatu genetycznego z 9 ml petnej krwi zylnej pobranej na
EDTA dodawano 18 ml buforu zawierajgcego: NH4Cl, KHCOs, EDTA o pH réownym 7.4.
Wysokie stezenie jondw amonowych powodowato pecznienie erytrocytéw i pekanie
bton komdrkowych. Reakcje przeprowadzano 20 minut, nastepnie mieszanine
wirowano przez 10 minut z szybkoscia 2100 rpm w celu oddzielenia resztek ze
zlizowanych erytrocytow od komérek jednojadrzastych krwi. Po wirowaniu usuwano
supernatant, a osad przemywano roztworem PBS (NaCl, Na,HPO4x2H,0, KH,P0O4, KCl)
i wirowano przez 10 minut z szybkoscig 2100 rpm. Procedure przemywania i wirowania
powtarzano trzykrotnie. Uzyskany osad komoérek jednojgdrzastych krwi obwodowe;j
rozpuszczano w 2 ml buforu izolacyjnego o pH 8.0 (NaCl, EDTA, Tris) i przechowywano

w temperaturze - 20 °C.

Izolacja DNA metodg wysokosolng
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Izolacje DNA rozpoczynano od rozmrozenia na lodzie, osadu komdrek
jednojadrzastych uzyskanego po lize erytrocytéw. Do rozmrozonego materiatu w celu
strawienia biatek dodawano 100 pl proteinazy K (4.5 mg/ml), 300 pl 10 % SDS -
aktywatora proteinazy oraz bufor do izolacji (NaCl, EDTA, Tris, pH 8.0) uzupetniajgcy
objetos¢ roztworu do 3 ml. Materiat doktadnie mieszano i pozostawiano na noc
w temperaturze 56° C, w tazni wodnej. Kolejnego dnia do roztworu dodawano 1 ml 6M
NaCl w celu precypitacji biatek i ostroznie mieszano. Nastepnie mieszanine wirowano
z szybkoscig 13 000 rpm przez 10 minut w temperaturze 4° C. Uzyskany supernatant
zawierat DNA, a w osadzie pozostawaty biatka. Do 20 ml schtodzonego, 96% etanolu
jednym ruchem przelewano supernatant. Aby osiagna¢ wydajniejszg precypitacja DNA
probéwki odktadano na 16d. W przeciggu kilku minut pojawit sie precypitat DNA, ktory
po przemieszczeniu sie ku gorze i odtgczeniu od innych faz byt przenoszony do kolejnej
probdéwki. Nastepnie przemywano precypitat DNA 70% etanolem, a osad rozpuszczano

w 200 pl buforu TE (Tris, EDTA, pH 8.0).

Ocena stezenia DNA

Kolejnym etapem analizy materiatu biologicznego byta ocena stezenia
i czystosci uzyskanego DNA, ktérg wykonywano metodg spektrometryczng za pomocg
urzadzenia NanoDrop firmy Thermo Scientific. Do dalszych badan uzywano DNA,
ktorego stosunek absorbancji OD 260/280 wynosit 1,8-2,0, wszystkie préoby

rozciericzono do stezenia 25 ng/pl.

Oznaczanie polimorfizméw

Oznaczenie polimorfizméw wykonano w Zaktadzie Genetyki Molekularnej
Cztowieka Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu przy pomocy aparatu
BeadXpress® Reader firmy lllumina wykorzystujgc metode GoldenGate® Genotyping
for VeraCode® (lllumina). Metoda ta polega na hybrydyzacji wyznakowanych
fluorescencyjnie fragmentéw DNA do nosnikéw statych - mikrokulek - posiadajgcych
identyfikacyjny kod holograficzny oraz odczycie sekwencji SNP na podstawie analizy
fluorescencji w skanerze wyposazonym w dwukolorowy laser. Przed rozpoczeciem prac
laboratoryjnych, przy pomocy programu llumina Design Studio

(http://designstudio.illumina.com/) zaprojektowano oligonukleotydy specyficzne do
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wybranych SNP. Kluczowe etapy GoldenGate® Genotyping for VeraCode® zostaty
opisane ponizej i przedstawione na rycinie 9.
Etap | - Aktywacja genomowego DNA

250 ng genomowego DNA aktywowano za pomocy chemicznej modyfikacji
biotyng, dzieki czemu w kolejnych etapach mozliwe byto przytaczenie zaktywowanego
(biotynylowanego) DNA do czgstek paramagnetycznych optaszczonych streptawidyng
(ryc. 9A).
Etap Il - Hybrydyzacja

Biotynylowane DNA hybrydyzowano z oligonukleotydami oraz czgstkami
paramagnetycznymi. W reakcji wykorzystuje sie trzy oligonukleotydy dedykowane dla
kazdego z analizowanych SNP, dwa z nich sg specyficzne dla alleli badanego SNP (ASO,
gdzie ostatni nukleotyd na koncu 3' odpowiada jednemu z dwdch wariantow
sekwencji), natomiast trzeci jest specyficzny dla locus SNP (LSO) i zlokalizowany jest
w odlegtosci 1-20 nukleotydéw od badanego SNP (ryc. 9B). Kazdy z uzytych do reakcji
oligonukleotydéw (ASO1, ASO2, LSO) zawiera sekwencje komplementarng do
genomowego DNA w regionie analizowanego SNP oraz sekwencje uniwersalng,
komplementarng do starterow reakcji PCR uzywanych w pdzZniejszych etapach
procedury (sekwencje oznaczone odpowiednio kolorami zottym, pomaranczowym
i zielonym, rycina 9B). Ponadto, LSO zawiera unikalng sekwencje adresowg (zaznaczong
kolorem niebieskim, rycina 9B) komplementarng do specyficznych oligonukleotydow
nadrukowanych na mikrokulkach VeraCode®.
Etap Il - Wydtuzanie i fgczenia fragmentow DNA

Po hybrydyzacji oczyszczano prébki z niezwigzanych lub niespecyficznie
zwigzanych oligonukleotyddéw poprzez ich wielokrotne przemywanie, a utracie DNA
zapobiegato utworzenia kompleksu miedzy biotynylowanym DNA a czastkami
paramagnetyka opfaszczonymi streptawidyng, unieruchomionymi na pfytce
magnetycznej. Nastepnie do reakcji podawano mieszanine enzymow zawierajgcy
polimeraze oraz ligaze DNA. Polimeraza wydtuza jedynie te ASO, ktére na korncu 3' sg
idealnie komplementarne do matrycy w miejscu SNP wypetniajgc jednoczesnie
przerwe miedzy ASO i LSO. Nastepnie ligaza DNA faczy wydtuzony fragment z LSO,
dzieki czemu powstaje matryca do reakcji PCR, ktéra zawiera zarowno informacje

o genotypie w miejscu badanego SNP oraz specyficzng sekwencje adresowg (ryc. 9C).
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Etap IV - Amplifikacja DNA (reakcja PCR)

W reakcji PCR wykorzystuje sie trzy uniwersalne startery P1, P2, P3,
komplementarne do uniwersalnych sekwencji oligonukleotydéw ASO1, ASO2 oraz LSO.
Startery komplementarne do ASO (P1 i P2) znakowane sg na koricu 5' dwoma réznymi
fluorochromami: cyjaning-3 (Cy3) - kolor zielony oraz cyjaning-5 (Cy5) - kolor czerwony,
natomiast starter komplementarny do LSO (P3) znakowany jest na koncu 5' biotyng
(ryc. 9D).

Etap V - Wiazanie produktéw PCR i elucja jednoniciowych fragmentéw DNA

Dwuniciowe produkty PCR tgczono z czgstkami paramagnetyka i naktadano na
ptytke z filtrem PVDF o srednicy porow 0,45 um. Nastepnie za pomocg roztworu 0,1 N
NaOH denaturowano produkt PCR i eluowano wyznakowang fluorescencyjnie ni¢,
podczas gdy ni¢ biotynylowana potgczona z czgstkami paramagnetyka pozostawata na
filtrze (ryc. 9E).

Etap VI - Hybrydyzacja fragmentéw DNA z mikrokulkami VeraCode®

Jednoniciowie, wyznakowane fluorescencyjnie fragmentu DNA (Cy3 i/lub Cy5)
hybrydyzowano do mikrokulek VeraCode® dzieki obecnosci unikalnej sekwencji
adresowej, komplementarnej do oligonukleotyddw nadrukowanych na catej
powierzchni mikrokulek, dzieki czemu do jednej mikrokulki mogty sie przytaczyc
wytgcznie fragmenty DNA dla pojedynczego SNP (ryc. 9F). Ponadto, przytgczenie wielu
jednakowych fragmentow DNA stuzy wzmocnieniu intensywnosci sygnatu
fluorescencyjnego podczas skanowania mikrokulek.

Etap VII - Skanowanie i analiza sekwencji SNP

Odczyt fluorescencji oraz sekwencji adresowej dla poszczegdinych mikrokulek
VeraCode® wykonany zostat przy zastosowaniu urzgadzenia BeadXpress® Reader
(Hlumina). Podczas skanowania wigzki laserow emitujgcych fale o dtugosci 550 nm
i 650 nm, odczytywaty rodzaj fluorescenc;ji, zielonej dla florochromu Cy3 absorbujgcego
fale o dtugosci 550 nm oraz czerwonej dla florochromu Cy5 absorbujgcego fale
o dtugosci 650 nm (ryc. 9G). ROownoczesnie odczytywany byt unikatowy kod dla
poszczegdlnych mikrokulek, ktory pozwala na szybkg i wysoce specyficzng identyfikacje
poszczegbdlnych SNP. Dane wygenerowane przez BeadXpress® Reader analizowano
nastepnie przy pomocy oprogramowania GenomStudio Software firmy lllumina, ktére

pozwala na automatyczne grupowanie genotypdw i odczyt sekwencji SNP.
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Rycina 9. Etapy analizy polimorfizméw metoda GoldenGate® Genotyping for VeraCode®.

Opracowano na podstawie GoldenGate® Genotyping with VeraCode® Technology, Technical
Note: SNP Genotyping [115].
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9. Analiza statystyczna wynikow

Do analiz statystycznych wynikdw wykorzystano program Statistica wersja 6.0.
Normalnos$¢ rozktadu danych w skali interwatowej oceniano za pomocg testu
Kotmogorowa-Smirnowa. Oceniajac rdznice w zakresie porownywanych parametrow
pomiedzy grupami, gdy uzyskano rozktad normalny uzywano testu t-Studenta. Dane
interwatowe bez rozktadu normalnego oraz dane w skali porzgdkowej oceniane byty
testem Manna-Whitney'a. Poréwnania parametrow w skali nominalnej dokonano za
pomoca testéw Chi® lub Fishera w zaleznoéci od liczebnosci poréwnywanych grup.
Poréwnania czestos¢ wystepowania ocenianych alleli w grupie kontrolnej z oczekiwang
czestoscig wynikajacg z réwnania Hardy-Weinberga dokonano za pomocg kalkulatora
udostepnionego przez Tufts University [116]. W celu wykazania istotnosci zwigzku
polimorfizméw pojedynczych nukleotyddw na wystepowanie nadcisnienia tetniczego,
niezaleznie od innych ocenianych parametréw dokonano analizy regresji logistyczne;.
W modelu regresji ujeto czynniki, ktorych rdéinice miedzy grupami byly istotne,
z wyjgtkiem elementéw redundantnych (WHR, HDL i LDL). Nastepnie z modelu
wyeliminowano parametry, ktére utracity istotnos¢ z wyjgtkiem pftci i witgczano SNP,
ktorych wystepowanie istotnie réznito sie pomiedzy badanymi grupami.

Wyniki prezentowane s3 jako wartosci $rednie + odchylenie standardowe (SD)
dla danych kategorii interwatowej o rozktadzie normalnym. Mediany i rozstep
miedzykwartylowy zaprezentowano dla danych w skali interwatowej o rozktadzie
nienormalnym oraz danych w skali porzgdkowej. Dane w skali nominalnej zostaty
przedstawione jako procent cafosci. Za znamienne statystycznie uznano wyniki

o prawdopodobienstwie wystgpienia btedu p<0,05.
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WYNIKI

W analizie koricowej ujeto 324 osoby. Sredni wiek uczestnikdw badania wynidst
30,46 * 9,00 lat, wiekszos¢ ochotnikéw stanowili mezczyzni (54,76 %). SBP w catej
analizowanej grupie $rednio wynosito 153,75 + 37,61 mm Hg, a DBP 95,63 + 23,74 mm
Hg. Sredni wskaznik masy ciata badanych oséb wykroczyt poza przyjeta norme i wynidst
25,16 + 5,16 kg/m?. Parametry reakcji zapalnej ksztattowaty sie w granicach przyjetych
norm osiggajac srednie rowne dla hsCRP 2,34 + 1,88 mg/I, WBC 6,38 + 1,71 109/I i ESR
4,68 + 4,48 mm/h, 17,55 % ochotnikéw palito papierosy. Szczegétowa charakterystyke

uczestnikow badania podano w tabeli 7.

Oceniane zmienne srednia + SD
Wiek [lata] 30,46 £ 9,00
Pteé (n) K/M 152/184
SBP [mm Hg] 153,75 + 37,61
DBP [mm Hg] 95,63 + 23,74
BMI [kg/m’] 25,16 £ 5,16
WHR 0,84+0,10
TC [mmol/I] 5,22 +1,14
HDL [mmol/I] 1,45+0,34
LDL [mmol/I] 3,16 £ 0,97
TGL [mmol/I] 1,35+0,97
Glukoza [mmol/I] 5,08 + 0,50
Kwas moczowy [mg/dl] 5,29+ 1,46
eGFR (ml/min/1,73m?) 102,79 + 19,86
WBC [10°/1] 6,38 £ 1,71
hsCRP[mg/I] 2,34+1,88
ESR [mm/h] 4,68 + 4,48
Palenie papieroséow n (%) 59,00 (17,55)

Tabela 7. Charakterystyka uczestnikéw badania.

SBP - skurczowe ci$nienie tetnicze, DBP - rozkurczowe cisnienie tetnicze, BMI - wskaznik masy
ciata, WHR - wskaznik talia biodra, TC - catkowity cholesterol, LDL - frakcja cholesterolu
niskiej gestosci, HDL - frakcja cholesterolu wysokiej gestosci, TGL - trojglicerydy, eGFR -
szacowany wspotczynnik przesgczania ktebuszkowego, ESR - wspdtczynnik opadania
krwinek czerwonych (odczyn Biernackiego), WBC - biate krwinki, hsCRP - biatko C-
reaktywne oznaczane metodg wysoce czuta.
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W pierwszym etapie analizy poréwnano rdéznice w wynikach pomiaréw
antropometrycznych, wybranych elementéw stylu zycia i uzyskanych wynikéw badan
laboratoryjnych pomiedzy osobami z nadcisnieniem tetniczym a zdrowymi. Grupy
istotnie réznity sie pod wzgledem wieku 23 (22-27) v 35 (27-42) lat, odpowiednio
w grupie kontrolnej i badanej (p <0,01) oraz ptci 66,24 % kobiet w grupie kontrolnej
i 26,81 % kobiet w grupie badanej (p<0,01). Istotne réznice zaobserwowano réwniez
w BMI 21,71 (19,98-23,86) v 27,17 (24,00-30,93) kg/m? (p<0,01) i WHR 0,77 + 0,07
v 0,91 + 0,08 (p<0,01) odpowiednio dla grupy badanej i kontrolnej. W ocenie cis$nienia
tetniczego mediany analizowanych grupy rdéznity sie o 60/35 mm Hg. Osoby z grupy
badanej istotnie czesciej pality papierosy 29,60 % v 14,50 % (p<0,01). Szczegdtowe
wyniki poréwnan analizowanych parametréw antropometrycznych i elementow stylu

zycia pomiedzy grupami przedstawiono w tabeli 8.

Oceniane zmienne Grupa kontrolna Grupa badana P

Wiek [lata] 23 (22-27) 35 (27-42) <0,01
Pteé (K) 104 (66,24) 48 (26,81) <0,01
SBP [mm Hg] 120 (110-126,5) 180 (165-200) <0,01
DBP [mm Hg] 75 (70-80) 110 (100-120) <0,01
BMI [kg/m?] 21,71 (19,98-23,86) 27,17 (24,00-30,93) <0,01
WHR 0,77 £ 0,07 0,91 + 0,08 <0,01
Palenie papierosow 14,50 29,60 <0,01

Tabela 8. Poréwnanie zmiennych antropometrycznych i wybranych elementéw stylu zycia.
SBP - skurczowe cisnienie tetnicze, DBP - rozkurczowe cisnienie tetnicze, BMI - wskaznik masy
ciata, WHR - wskaznik talia biodra.

Rowniez parametry metaboliczne istotnie réznity sie pomiedzy analizowanymi
grupami, sredni catkowity cholesterol w grupie kontrolnej wynidst 4,75 + 0,93 mmol/I,
za$ w grupie badanej 5,43 + 1,16 mmol/l (p<0,01), frakcja HDL odpowiednio 1,58
+0,33 v 1,39 + 0,32 mmol/l (p<0,01), frakcja LDL 2,74 + 0,76 v 3,34 = 0,99 mmol/I
(p<0,01), a glikemia 4,78 + 0,41 v 5,21 + 0,49 mmol/l (p<0,01). W ocenie czynnikow
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reakcji zapalnej istotng rdznice zaobserwowano jedynie w liczbie WBC, ktdra w grupie

kontrolnej byta nizsza 5,67 10°/I niz w grupie badanej 6,68 10°/ (p<0,01). Wyniki

poréwnan parametréw biochemicznych przedstawiono w tabeli 9.

Oceniane zmienne Grupa kontrolna Grupa badana ¢}

TC [mmol/1] 4,75 + 0,93 5,43 +1,16 <0,01
HDL [mmol/I] 1,58 + 0,33 1,39 + 0,32 <0,01
LDL [mmol/1] 2,74+0,76 3,34 10,99 <0,01
TGL [mmol/I] 0,80 (0,53-1,06) 1,21 (0,81-1,86)  <0,01
Glukoza [mmol/I] 4,78 £ 0,41 5,21 + 0,49 <0,01
Kwas moczowy [mg/dl] 4,48 +1,03 5,66 +1,49 <0,01
eGFR (ml/min/1,73m?) 103,69 + 18,26 102,37 + 20,61 0,63
WBC [10°/1] 5,67 + 1,39 6,68 + 1,74 <0,01
hsCRP[mg/I] 1,6 (1,2-2,2) 1,9 (1,3-3,1) 0,06
ESR [mm/h] 3 (2-6) 2 (2-5) 0,39

Tabela 9. Poréwnanie parametréw biochemicznych.

TC - catkowity cholesterol, LDL - frakcja cholesterolu niskiej gestosci, HDL - frakcja cholesterolu
wysokiej gestosci, TGL - tréjglicerydy, eGFR - szacowany wspodtczynnik przesgczania
ktebuszkowego, ESR - wspdtczynnik opadania krwinek czerwonych (odczyn Biernackiego), WBC
- biate krwinki, hsCRP - biatko C-reaktywne oznaczane metodg wysoce czuta.

Kolejnym elementem analizy byta ocena wystepowania badanych SNP. Z 92
ocenianych polimorfizméw pojedynczych nukleotydéw w 7 przypadkach nie udato sie
uzyska¢ wynikow przynajmniej w jednej z analizowanych grup (tabela 10).

W przypadkach 22 SNP wystepowat tylko jeden allel (tabela 11). Pozostate 63
polimorfizmy pojedynczych nukleotydéw poddano dalszym analizom. Dokonano
poréwnania czestos¢ wystepowania ocenianych alleli w grupie kontrolnej z oczekiwang
czestoscig wynikajagcg z rownania Hardy-Weinberga. W przypadku osmiu SNP
(seqrs622502, rs8064821, rs13029532, rs1547550, rs2280232, rs3816769, rs744166,
rs9891119) czestosci wystepowania w ocenianych grupach byly istotnie réine od

oczekiwanych (tabela 14).
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Gen SNP

CISH rs419202

JAK3 rs2302600
STAT1 rs12693590
STAT3 rs2293152
STAT3 rs78519977
S0Cs1 rs34879384
50CS3 rs4969168

Tabela 10. SNP, dla ktdrych nie uzyskano wynikéw.

Gen SNP
CISH rs419160
CISH rs420060
CISH rs454386
CISH rs76541284
CISH rs969391
JAK3 rs3213408
JAK3 rs56061056
s0cs1 rs12922236
SOCs1 rs34927167
S0Cs1 rs35053580
S0Cs1 rs41355

Gen SNP
50cCs3 rs1061489
S0CS3 rs17849241
50cCs3 rs75383733
S0CS3 seqrs12059
STAT1 rs41473544
STAT1 seqrs1803838
STAT3 seqrs1141116
STAT3 seqrs11547455
STAT3 seqrs1141129

TYK2 rs12720263

TYK2 rs34536443

Tabela 11. SNP monoalleliczne w badanej populacji.

Przeprowadzona analiza czestosci wystepowania alleli poszczegdlnych SNP

w grupie kontrolnej badanej populacji z danymi zawartymi w bazie HapMap dla

populacji pétnocno- i zachodnioeuropejskiej (CEU) nie wykazata istotnych rdznic

(tabela 12). Jedynie rdznica czestosci wystepowania alleli SNP rs743753, genu CISH
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byta na granicy istotnosci statystycznej (p=0,05). W przypadku o$smiu ocenianych SNP

brak jest aktualnie danych w bazie HapMap na temat czestosci wystepowania alleli

w populacji europejskiej (tabela 13).

Czestosci alleli

Czestosci alleli

Gen SNP w grupie kontrolnej w bazie HapMap
CISH rs175634 0:;0 O,C20 0'23 0'C17 0,52
CISH rs201194 0; ) O,Cl 3 O,-; 4 O,Cl 6 0,75
CISH rs2239751 0:; 9 O,((;) 1 0:; 9 0,((;) 1 0,75
CISH rs743753 0,; 5 0'1(-)5 0,C9 9 0,1(-) 1 0,05
CISH rs809451 0,(; 1 Oi 9 O,(;:’: 0 03 0 0,85
JAK3 rs2110586 0,C7 6 0’2 4 O’C7 6 O,-; 4 0,87
JAK3 rs3008 0,A5 4 O,le 6 Og 6 O,le 4 0,73
JAK3 rs3212701 0,C77 0’2 3 0’C77 O,-; 3 0,89
JAK3 rs3212714 0,(; 4 Og 6 O,(; 4 0"; 6 0,98
JAK3 rs3212752 0:3 8 O,Cl 3 0,-; 3 0’%7 0,13
JAK3 rs3212760 Og 1 O,(; 9 023 027 0,13
JAK3 rs3213409 0,; 8 0'1(-)2 O'Cg 9 0,1(-) 1 1,00
JAK3 rs7250423 0,(; 9 0:; 1 O; 4 0,-[) 6 0,13
50cs1 rs243324 Og 6 0,(31 4 0,A5 4 0,(4;1 6 0,66
S0Cs1 rs4780355 0:23 0'27 O,-; 1 0,C2 9 0,14
S0CS3 rs2280148 0,-; 8 O,%) 5 O,-; 9 Of) 1 0,68
50CS3 rs4969170 0,66;2 Og 8 O'C;3 027 0,84
STAT1 rs10173099 0,C72 0,;8 0,C66 0,24 0,20
STAT1 rs10199181 0,A66 0’24 0:21 0;9 0,34
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Czestosci alleli

Czestosci alleli

Gen SNP w grupie kontrolnej w bazie HapMap

STAT1 rs12468579 0,’:\35 035 0"24 O,leG 0,18
C A C A
STAT1 rs12693591 0,89 0,11 0,89 0,11 0,96
STAT1 rs13010343 Og 1 0,'?) 9 O,(E;B 6 O,Al‘ 4 0,08
STAT1 rs13029247 0:;5 O; 5 O:I(; 3 0,(_:% 5 0,16
STAT1 rs16833177 0;2 0'C18 0;5 0,C25 0,10
STAT1 rs17749316 0;7 0,(;3 ng 0,((;)8 0,27
STAT1 rs2066802 024 0,((;)6 035 0’((;)5 0,88
STAT1 rs2066804 O,(; 6 o,/; 4 O,(; 4 03 6 0,64
STAT1 rs2280234 0,(;5 Ogs 0’25 025 0,91
STAT1 rs34997637 0,(; 3 o,/; 5 O,(; 4 Og 6 0,41
STAT1 rs3771300 0;9 0,(311 0;2 038 0,19
STAT1 rs6718902 0,(;7 O,-; 3 O,(; 4 0:; 6 0,48
STAT1 rs867637 0,670 o,/::o 024 0?36 0,24
STAT3 rs1053004 025 O,(; 5 O,?S 1 Og 9 0,45
STAT3 rs17593222 0,23 0'((3)7 O,C91 0’((3)9 0,59
STAT3 rs3744483 0:;3 O,(i7 0,15-3 0 0,(; 0 0,52
STAT3 rs3785898 0,C70 ogo 0’C72 038 0,69
STAT3 rs4103200 0'(; 5 O; 3 O,(; 4 0,(; 6 0,86
T C T C

STAT3 rs6503695 0,67 0,33 0,66 0,34 0,86
STAT3 rs9912773 0'(;5 O,(; 5 0'53 037 0,64

TYK2 rs12720279 0,?38 0,A12 O,(E;BS 0"61‘2 0,97

TYK2 rs12720352 0,(5:9 4 Of) 6 O,(; 3 037 0,59
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Czestosci alleli Czestosci alleli

Gen SNP w grupie kontrolnej w bazie HapMap P

TYK2 rs12720356 Ogl 0’((:)9 029 O,il 0,64
TYK2 rs280500 0,2 6 Oi 4 O,A87 Oi 3 0,70
TYK2 rs280519 O,GS 1 02 9 0,(; 1 O,él 9 0,99
TYK2 rs280521 0,28 O’Alz 0,26 O,A:‘lG 0,28
TYK2 rs280523 035 0’%5 ng O,/(_\)S 0,16
TYK2 rs6511695 0’35 0’1(-)5 0,(; 4 O’-I(; 6 0,64

Tabela 12. Analiza czestosci wystepowania alleli w grupie kontrolnej badanej populacji
i populacji europejskiej bazy HapMap.

Gen SNP Czestosci alleli w grupie
kontrolne;j
C T
CISH rs1872184 0,99 0,01
G A
JAK3 rs3212780 0,75 0,25
G A
JAK3 rs35458530 0,97 0,03
A G
JAK3 rs78955038 0,99 0,01
50Cs1 rs33932899 ¢ G
0,69 0,31
50cCs1 rs34595128 ¢ T
0,99 0,01
50CSs3 rs4969169 ¢ T
0,89 0,11
G A
TYK2 rs12720270 0,77 0,23

Tabela 13. Czestos¢ wystepowania ocenianych alleli w populacji polskiej, dla ktérych brak
danych o czestosci wystepowania w populacji europejskie;j.

Czestos¢ wystepowania czterech SNP byta istotnie rézna w badanych grupach,
gdy analizowano genotypy. Polimorfizm rs3212701 genu JAK3 czesciej wystepowat
jako homozygota w grupie badanej niz w grupie kontrolnej 8,02 % v 2,56 % (p=0,05).

SNP rs3212714 genu JAK3 w grupie z nadciSnieniem tetniczym wystepowat istotnie
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czesciej jako homozygota 12,96 % v 4,46 % (p=0,02). W genie JAK3 wykazano istotng
roznice w czestosci wystepowania homozygoty SNP rs3212760 15,24 % w grupie
z nadci$nieniem tetniczym i 6,08 % w grupie kontrolnej (p=0,02). Polimorfizm
rs16833177 w genie STATI istotnie czesciej byt oznaczany jako homozygota 5,56 %
w grupie osoéb chorych niz w grupie zdrowych 1,28 % (p=0,04). Wyniki poréwnan
czestosci wystepowania genotypdw wszystkich analizowanych SNP przedstawiono
w tabeli 14.

W analizie alleli u oséb z nadcisnieniem tetniczym istotnie czesciej wystepowat
SNP rs3212701 genu JAK3 29,94 % v 22,76 % (p=0,04), rs3212714 genu JAK3 33,33 %
v 26,11 % (p=0,04) oraz SNP genu JAK3 rs3212760 38,41 % v 29,05% (p=0,01). W grupie
zdrowych ochotnikdw czesciej wystepowat SNP rs809451 genu CISH, ktéry
zidentyfikowano u 12,65 % os6b z nadcisnieniem tetniczym i 18,59 % zdrowych
uczestnikéw badania (p=0,03). Szczegdétowe wyniki poréwnan czestosci wystepowania
alleli wszystkich analizowanych SNP, pomiedzy grupga badang i kontrolng

przedstawiono w tabeli 14.
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Genotyp H-W  Chi? Allele Chi?
Gen SNP n (%) 0 0 n (%) OR (95 % Cl) 0
rs175634 TT TC CC T C
CISH grupa kontrolna 98 (62,42) 55 (35,03) 4 (2,55) 0,24 0,40 251 (79,94) 63 (20,06) 0,82 (0,55-1,22) 0,32
grupa badana 113 (68,9) 46 (28,05) 5 (3,05) 272 (82,93) 56 (17,07)
rs1872184 CC CT 1T C T
CISH grupa kontrolna 153 (97,45) 4 (2,55) 0 (0) 0,87 0,52  310(98,73) 4(1,27) 1,93 (0,57-6,50) 0,27
grupa badana 157 (95,73) 6 (3,66) 1(0,61) 320 (97,56) 8 (2,44)
rs201194 TT TC CC T C
CISH grupa kontrolna 100 (66,23) 49 (32,45) 2(1,32) 0,13 0,71 249 (82,45) 53 (17,55) 0,89 (0,59-1,36) 0,61
grupa badana 115 (69,70) 47 (28,48) 3(1,82) 277 (83,94) 53 (16,06)
rs2239751 T TG GG T G
CISH grupa kontrolna 152 (97,44) 4 (2,56) 0(0) 0,88 0,66 308 (98,72) 4 (1,28) 0,71 (0,15-3,24) 0,66
grupa badana 159 (98,15) 3 (1,85) 0 (0) 321 (99,07) 3(0,93)
rs743753 CcC CT 1T C T
CISH grupa kontrolna 137 (89,54) 16 (10,46) 0(0) 0,49 0,39 290 (94,77) 16 (5,23) 1,16 (0,51-2,62) 0,71
grupa badana 74 (89,16) 8 (9,64) 1(1,2) 156 (93,98) 10 (6,02)
rs809451 CC CG GG C G
CISH grupa kontrolna 100 (64,1) 54 (34,62)  2(1,28) 0,07 0,34 254(81,41) 58 (18,59) 0,63 (0,41-0,97) 0,03
grupa badana 124 (76,54) 35(21,6) 3(1,85) 283 (87,35) 41 (12,65)
seqrs622502
CISH grupa kontrolna 101 (66,01) 51 (33,33) 1 (0,65) 0,04 - 253 (82,68) 53(17,32) - -
grupa badana 119 (73,01) 41 (25,15) 3(1,84) 279 (85,58) 47 (14,42)
rs2110586 CC CT TT C T
JAK3 grupa kontrolna 86 (56,21) 62 (40,52)  5(3,27) 0,11 0,22 234(76,47)  72(23,53) 0,66 (0,39-1,10) 0,11
grupa badana 48 (67,61) 22(30,99)  1(1,41) 118 (83,10) 24 (16,90)




Genotyp H-W Chi® Allele Chi’
Gen SNP n (%) 0 0 n (%) OR (95 % Cl) 0
rs3008 AA AG GG A G
JAK3 grupa kontrolna 46 (30,07) 73 (47,71) 34(22,22) 062 0,87  165(53,92) 141(46,08)  1,04(0,76-1,43) 0,78
grupa badana 44 (27,67) 80(50,31) 35(22,01) 168 (52,83) 150 (47,17)
rs3212701 ccC CcT T C T
JAK3 grupa kontrolna 89 (57,05) 63 (40,38) 4 (2,56) 0,06 0,05 241(77,24)  71(22,76) 1,45 (1,01-2,07) 0,04
grupa badana 78 (48,15) 71 (43,83) 13 (8,02) 227 (70,06) 97 (29,94)
rs3212714 GG GA AA G A
JAK3 grupa kontrolna  82(52,23) 68(43,31) 7 (4,46) 0,12 0,02 232(73,89) 82(26,11) 1,41 (1,00-1,99) 0,04
grupa badana 75 (46,3) 66 (40,74) 21 (12,96) 216 (66,67) 108 (33,33)
rs3212752 TT TC CC T C
JAK3 grupa kontrolna 118 (75,64) 37(23,72)  1(0,64) 0,29 0,26 273(87,50)  39(12,50) 0,93 (0,58-1,50) 0,79
grupa badana 130(78,79) 31(18,79) 4 (2,42) 291 (88,18)  39(11,82)
rs3212760 AA AG GG A G
JAK3 grupa kontrolna 71(47,97) 68(45,95) 9(6,08) 0,16 0,02 210 (70,95) 86 (29,05) 1,52 (1,08-2,13) 0,013
grupa badana 63 (38,41) 76(46,34) 25 (15,24) 202 (61,59) 126 (38,41)
rs3212780 GG GA AA G A
JAK3 grupa kontrolna 87 (56,49) 58 (37,66) 9 (5,84) 0,87 0,33 232(75,32) 76(24,68) 1,17 (0,82-1,67) 0,37
grupa badana 90 (54,88) 57(34,76) 17 (10,37) 237(72,26)  91(27,74)
rs3213409 cC CT 1T C T
JAK3 grupa kontrolna 152 (96,82) 5(3,18) 0(0) 0,83 0,42 309 (98,41) 5(1,59) 0,56 (0,13-2,36) 0,42
grupa badana 164 (98,20) 3 (1,80) 0 (0) 331 (99,10) 3(0,90)
rs35458530 GG GA AA G A
JAK3 grupa kontrolna 148 (94,27) 9 (5,73) 0(0) 0,71 0,06  305(97,13) 9 (2,87) 0,31(0,08-1,16) 0,06
grupa badana 162 (98,18) 3 (1,82) 0(0) 327 (99,09) 3(0,91)
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Genotyp H-W Chi® Allele Chi’
Gen SNP n (%) 0 0 n (%) OR (95 % ClI) 0
rs7250423 CcC CcT 1T C T
JAK3 grupa kontrolna 120 (77,42) 35 (22,58) 0 (0) 0,11 0,36 275(88,71)  35(11,29) 0,82 (0,49-1,37) 0,46
grupa badana 133 (81,60) 29(17,79) 1(0,61) 295 (90,49) 31(9,51)
rs78955038 AA AG GG A G
JAK3 grupa kontrolna 151 (97,42) 4 (2,58) 0(0) 0,87 0,63 306 (98,71) 4(1,29) 0,69 (0,15-3,14) 0,63
grupa badana 163 (98,19) 3 (1,81) 0(0) 329 (99,10) 3 (0,90)
rs243324 AA AG GG A G
S0cCs1 grupa kontrolna 44 (28,57) 86(55,84) 24 (15,58) 0,09 0,08 174 (56,49) 134 (43,51) 1,33 (0,97-1,81) 0,07
grupa badana 40 (24,39) 82(50,00) 42(25,61) 162 (49,39) 166 (50,61)
rs33932899 CC CG GG C G
SOCS1  grupakontrolna 75 (48,08) 66 (42,31) 15 (9,62) 0,93 0,38 216(69,23)  96(30,77) 1,17 (0,83-1,65) 0,34
grupa badana 61(40,67) 75(50,00) 14 (9,33) 197 (65,67) 103 (34,33)
rs34595128 CcC CT 1T C T
S0cCs1 grupa kontrolna 144 (99,31) 1(0,69) 0(0) 0,96 0,12 289 (99,66) 1(0,34) 4,53 (0,52-39,02) 0,13
grupa badana 157 (96,91) 5(3,09) 0(0) 319 (98,46) 5(1,54)
rs4780355 T TC CC T C
SOCS1  grupakontrolna  62(40,79) 69 (45,39) 21(13,82) 0,79 0,47 193 (63,49) 111(36,51)  1,02(0,73-1,44) 0,87
grupa badana 59 (43,38) 53(38,97) 24 (17,65) 171(62,87) 101 (37,13)
rs2280148 1T TC cC T C
S0CS3 grupa kontrolna 149 (96,13) 6(3,87) 0(0) 0,80 0,20 304 (98,06) 6 (1,94) 0,63 (0,17-2,26) 0,47
grupa badana 159 (98,15) 2 (1,23) 1(0,62) 320 (98,77) 4 (1,23)
rs4969169 CC CT 1T C T
SOCS3  grupakontrolna 127 (81,41) 25(16,03)  4(2,56) 0,06 0,54 279(89,42)  33(10,58) 1,02 (0,61-1,69) 0,92
grupa badana 129 (79,63) 31(19,14) 2 (1,23) 289 (89,2) 35 (10,8)
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Genotyp H-W  Chi? Allele Chi?
Gen SNP n (%) 0 0 n (%) OR (95 % Cl) 0
rs4969170 GG GA AA G A
SOCS3  grupakontrolna  60(38,96) 71(46,1) 23(14,94) 0,79 0,16  191(62,01) 117(37,99) 0,89 (0,64-1,24) 0,51
grupa badana 61(37,65) 87 (53,7) 14 (8,64) 209 (64,51) 115 (35,49)
rs8064821 CC CA AA C A
SOCS3 grupa kontrolna 118 (76,13) 31 (20,00) 6 (3,87) 0,04 - 267 (86,13) 43 (13,87) - -
grupa badana 123 (75,46) 37 (22,7) 3(1,84) 283 (86,81) 43 (13,19)
rs10173099 CcC CT 1T C T
STAT1 grupa kontrolna 76 (49,67) 69 (45,10) 8(5,23) 0,12 0,19 221 (72,22) 85 (27,78) 0,78 (0,49-1,25) 0,31
grupa badana 43 (60,56) 23 (32,39) 5(7,04) 109 (76,76) 33 (23,24)
rs10199181 AA AT T A T
STAT1 grupa kontrolna 62 (40,52) 78 (50,98) 13 (8,5) 0,09 0,13 202 (66,01) 104 (33,99) 0,73 (0,48-1,10) 0,13
grupa badana 45 (53,57) 32(38,10) 7 (8,33) 122 (72,62) 46 (27,38)
rs12468579 AA AG GG A G
STAT1 grupa kontrolna 63 (40,91) 73(47,40) 18(11,69) 0,65 0,85 199 (64,61) 109 (35,39) 0,97 (0,70-1,34) 0,86
grupa badana 72 (43,11) 74 (44,31) 21(12,57) 218 (65,27) 116 (34,73)
rs12693591 cC CA AA C A
STAT1 grupa kontrolna 122 (78,71) 33(21,29) 0 (0) 0,13 0,60 277 (89,35) 33 (10,65) 1,01 (0,61-1,68) 0,94
grupa badana 128 (79,01) 33(20,37) 1(0,62) 289 (89,20) 35(10,80)
rs13010343 GG GA AA G A
STAT1 grupa kontrolna 130 (82,80) 27 (17,20) 0(0) 0,23 0,44 287 (91,40) 27 (8,60) 0,86 (0,49-1,52) 0,61
grupa badana 142 (85,54) 23 (13,86) 1(0,6) 307 (92,47) 25 (7,53)
rs13029247 T TC CC T C
STAT1 grupa kontrolna 83 (53,55) 65(41,94) 7 (4,52) 0,19 0,41 231 (74,52) 79 (25,48) 0,86 (0,55-1,35) 0,52
grupa badana 49 (60,49) 27(33,33) 5(6,17) 125 (77,16) 37 (22,84)
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Genotyp H-W  Chi? Allele Chi?
Gen SNP n (%) 0 0 n (%) OR (95 % Cl)
rs13029532 AA AC CcC A C
STAT1 grupa kontrolna 139 (88,54) 0 (0) 18 (11,46) <0,01 = 278 (88,54) 36 (11,46) = =
grupa badana 144 (87,80) 20 (12,20) 0(0) 308 (93,9) 20 (6,1)
rs1547550 CC CG GG C G
STAT1 grupa kontrolna 40 (28,17) 90(63,38) 12(8,45) <0,01 - 170 (59,86) 114 (40,14) - -
grupa badana 66 (42,04) 76 (48,41)  15(9,55) 208 (66,24) 106 (33,76)
rs16833177 T TC ccC T C
STAT1 grupa kontrolna 102 (65,38) 52(33,33) 2(1,28) 0,10 0,04 256 (82,05) 56 (17,95) 1,01 (0,67-1,52) 0,93
grupa badana 112 (69,14) 41 (25,31) 9 (5,56) 265 (81,79) 59 (18,21)
rs17749316 cC CG GG C G
STAT1  grupakontrolna 117 (75,48) 35(22,58)  3(1,94) 0,83 0,41 269(86,77)  41(13,23) 1,33(0,76-2,32) 0,30
grupa badana 46 (67,65) 21(30,88) 1(1,47) 113 (83,09) 23 (16,91)
rs2066802 AA AG GG A G
STAT1 grupa kontrolna 137 (88,39) 18(11,61) 0(0) 0,44 0,13 292 (94,19) 18 (5,81) 0,68 (0,27-1,66) 0,39
grupa badana 81 (93,10) 5(5,75) 1(1,15) 167 (95,98) 7 (4,02)
rs2066804 GG GA AA G A
STAT1  grupakontrolna  89(57,42) 58(37,42) 8(5,16) 0,71 09  236(76,13)  74(23,87) 1,08 (0,75-1,55) 0,67
grupa badana 91(55,49) 63 (38,41) 10 (6,10) 245 (74,70) 83 (25,30)
rs2280232 AA AC cC A C
STAT1 grupa kontrolna 100 (64,52) 54 (34,84) 1(0,65) 0,02 - 254 (81,94) 56 (18,06) - -
grupa badana 107 (64,85) 52 (31,52) 6 (3,64) 266 (80,61) 64 (19,39)
rs2280234 GG GA AA G A
STAT1 grupa kontrolna 60 (40,27) 74 (49,66) 15 (10,07) 0,25 0,59 194 (65,10) 104 (34,90) 0,91 (0,65-1,27) 0,60
grupa badana 74 (45,12) 72 (43,90) 18(10,98) 220 (67,07) 108 (32,93)
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Genotyp H-W Chi® Allele Chi’
Gen SNP n (%) 0 0 n (%) OR (95 % Cl) 0
rs34997637 GG GA AA G A
STAT1 grupa kontrolna 90 (58,06) 61(39,35) 4(2,58) 0,08 0,17  241(77,74) 69 (22,26) 1,00 (0,69-1,46) 0,96
grupa badana 100 (61,35) 53(32,52) 10(6,13) 253 (77,61) 73 (22,39)
rs3771300 1T TG GG T G
STAT1 grupa kontrolna  51(32,90) 82(52,90) 22(14,19) 0,22 0,52  184(59,35) 126(40,65) 1,07 (0,78-1,47) 0,66
grupa badana 55(33,74) 78 (47,85) 30 (18,40) 188 (57,67) 138 (42,33)
rs6718902 CcC CT 1T C T
STAT1 grupa kontrolna 89 (59,73) 52(34,9) 8(5,37) 0,91 0,89 230(77,18) 68 (22,82) 1,07 (0,74-1,55) 0,70
grupa badana 97 (58,43) 58(34,94) 11 (6,63) 252 (75,90) 80 (24,10)
rs867637 GG GA AA G A
STAT1 grupa kontrolna 74 (47,13)  71(45,22) 12 (7,64) 0,36 0,73 219(69,75) 95 (30,25) 1,09 (0,77-1,53) 0,60
grupa badana 72 (45,86) 69 (43,95) 16 (10,19) 213 (67,83) 101 (32,17)
rs1053004 AA AG GG A G
STAT3 grupa kontrolna 62 (40,26) 77 (50,00) 15(9,74) 0,20 0,76 201 (65,26) 107 (34,74) 1,05 (0,75-1,46) 0,76
grupa badana 63 (40,38) 74 (47,44) 19 (12,18) 200 (64,10) 112 (35,90)
rs17593222 CC CG GG C G
STAT3  grupakontrolna 134 (85,35) 23 (14,65) 0(0) 0,32 061 291(92,68) 23 (7,32) 1,12 (0,63-2,01) 0,68
grupa badana 139 (84,24) 25(15,15)  1(0,61) 303 (91,82) 27 (8,18)
rs3744483 TT TC CC T C
STAT3 grupa kontrolna 109 (70,32) 39(25,16) 7 (4,52) 0,16 0,52 257 (82,90) 53 (17,10) 1,15 (0,68-1,95) 0,59
grupa badana 42 (64,62) 21 (32,31) 2 (3,08) 105 (80,77) 25 (19,23)
rs3785898 CC CA AA C A
STAT3  grupakontrolna 71 (46,71) 71(46,71) 10 (6,58) 0,16 0,65 213(70,07)  91(29,93) 0,90 (0,63-1,29) 0,59
grupa badana 78 (51,32) 63 (41,45) 11 (7,24) 219 (72,04)  85(27,96)
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Genotyp H-W  Chi? Allele Chi?
Gen SNP n (%) 0 0 n (%) OR (95 % Cl) 0
rs3816769 1T TC CcC T C
STAT3 grupa kontrolna 59 (37,82) 84(53,85) 13(8,33) 0,02 - 202 (64,74) 110 (35,26) = =
grupa badana 67 (40,36) 75(45,18) 24 (14,46) 209 (62,95) 123 (37,05)
rs4103200 GG GC CC G C
STAT3  grupakontrolna 77 (50,00) 68 (44,16) 9 (5,84) 0,22 0,24  222(72,08)  86(27,92) 0,98 (0,69-1,40) 0,95
grupa badana 85(54,14) 57(36,31) 15(9,55) 227 (72,29) 87 (27,71)
rs6503695 1T TC CcC T C
STAT3 grupa kontrolna 66 (42,31) 76(48,72) 14 (8,97) 0,23 0,75 208 (66,67) 104 (33,33) 1,05 (0,75-1,45) 0,76
grupa badana 71(42,51) 77 (46,11) 19 (11,38) 219 (65,57) 115 (34,43)
rs744166 AA AG GG A G
STAT3 grupa kontrolna 51(32,48) 88(56,05) 18(11,46) 0,03 - 190 (60,51) 124 (39,49) - -
grupa badana 53(32,72) 76 (46,91) 33(20,37) 182 (56,17) 142 (43,83)
rs9891119 AA AC CcC A C
STAT3 grupa kontrolna 60 (38,22) 86(54,78) 11(7,01) <0,01 - 206 (65,61) 108 (34,39) - -
grupa badana 76 (46,63) 64 (39,26) 23(14,11) 216 (66,26) 110 (33,74)
rs9912773 CcC CG GG C G
STAT3 grupa kontrolna 83 (53,90) 65(42,21) 6 (3,90) 0,12 0,30 231 (75,00) 77 (25,00) 1,13 (0,79-1,61) 0,48
grupa badana 87 (53,05) 64(39,02) 13(7,93) 238 (72,56) 90 (27,44)
rs12720270 GG GA AA G A
TYK2 grupa kontrolna 89 (57,42) 60(38,71) 6 (3,87) 0,28 0,74 238 (76,77) 72 (23,23) 0,94 (0,65-1,37) 0,77
grupa badana 100 (60,24) 58 (34,94) 8 (4,82) 258 (77,71) 74 (22,29)
rs12720279 GG GA AA G A
TYK2 grupa kontrolna 120 (76,92) 35(22,44) 1(0,64) 0,36 0,75 275 (88,14) 37 (11,86) 1,17 (0,73-1,86) 0,50
grupa badana 122 (73,94) 41 (24,85) 2(1,21) 285 (86,36) 45 (13,64)




Genotyp H-W  Chi? Allele Chi?
Gen SNP n (%) 0 0 n (%) OR (95 % Cl) 0
rs12720352 CcC CA AA C A
TYK2 grupa kontrolna 139(89,1) 16(10,26) 1(0,64) 0,47 0,98 294 (94,23) 18 (5,77) 1,04 (0,54-2,01) 0,89
grupa badana 147 (88,55) 18 (10,84) 1 (0,60) 312 (93,98) 20 (6,02)
rs12720356 AA AC CcC A C
TYK2 grupa kontrolna  128(82,05) 27(17,31) 1(0,64) 0,74 0,32  283(90,71) 29 (9,29) 0,65(0,36-1,18) 0,15
grupa badana 146 (87,95) 19(11,45)  1(0,60) 311 (93,67) 21 (6,33)
rs280500 AA AG GG A G
TYK2 grupa kontrolna 115 (73,72) 38(24,36) 3(1,92) 0,94 0,94 268 (85,90) 44 (14,1) 1,06 (0,68-1,65) 0,78
grupa badana 120(72,73) 41(24,85) 4 (2,42) 281 (85,15) 49 (14,85)
rs280519 GG GA AA G A
TYK2 grupa kontrolna 37 (24,03) 84(54,55) 33(21,43) 0,25 0,87 158 (51,3) 150 (48,7) 0,94 (0,68-1,28) 0,70
grupa badana 40 (24,69) 91 (56,17) 31(19,14) 171 (52,78) 153 (47,22)
rs280521 GG GA AA G A
TYK2 grupa kontrolna 119 (76,28) 36(23,08) 1(0,64) 0,32 0,77 274 (87,82) 38 (12,18) 1,16 (0,73-1,83) 0,52
grupa badana 122 (73,49) 42 (25,30) 2 (1,20) 286 (86,14) 46 (13,86)
rs280523 GG GA AA G A
TYK2 grupa kontrolna ~ 140(91,5) 12(7,84)  1(0,65) 020 0,22  292(95,42) 14 (4,58) 0,44 (0,17-1,12) 0,08
grupa badana 159 (95,78) 7 (4,22) 0(0) 325 (97,89) 7(2,11)
rs6511695 CC CT TT C T
TYK2 grupa kontrolna 140 (89,74) 16 (10,26) 0(0) 0,50 0,72 296 (94,87) 16 (5,13) 0,88 (0,42-1,81) 0,73
grupa badana 150 (90,91) 15 (9,09) 0 (0) 315 (95,45) 15 (4,55)

Tabela 14. Analiza rdznic czestosci wystepowania SNP wzgledem réwnania Hardy-Weinberga i pomiedzy badanymi grupami dla genotypdw i alleli.
H-W - réwnanie Hardy-Weinberga, OR - iloraz szans, Cl - przedziat ufnosci.
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Jak przedstawiono w tabelach 8 i 9 badane grupy istotnie rdznity sie miedzy
innymi pod wzgledem wieku, ptci, BMI, stezenia glukozy, kwasu moczowego oraz liczby
WBC w surowicy. W zwigzku z udowodnionym wptywem tych czynnikdw na wzrost
cisnienia tetniczego, chcac wykaza¢ addytywny wptyw badanych polimorfizméw na
wystepowanie nadcisnienia tetniczego przeprowadzona zostata analiza regres;ji
logistycznej. Do modelu regresji w celu wykluczenia, bgdz potwierdzenia zwigzku
innych parametréw z nadcisnieniem tetniczym, ktérymi grupy rdznity sie istotnie,
wtgczono rowniez palenie papieroséw, stezenie cholesterolu i tréjglicerydéw, pomimo
ich dyskusyjnego wptyw na rozpoznanie tego schorzenia (tabela 15). Po wykluczeniu
nieistotnych czynnikdw do modelu regresji wiagczano SNP, ktdrych obecnos¢ byta
istotnie rozna w ocenianych grupach. W analizie genotypdw istotny zwigzek
z rozpoznaniem nadcisnienia tetniczego niezaleznie od ptci, wieku, BMI, stezenia
glukozy i liczby WBC w surowicy wykazywat SNP genu JAK3 rs3212760 [OR 2,24 (95 %
Cl 1,20-4,20) p=0,01]. Obecnos¢ hetorozygoty zwieksza prawdopodobieristwo
rozpoznania nadcisnienia tetniczego 2,24 razy, a homozygoty allelu rzadkiego o 4,48
razy (ryc. 12). W analizie alleli niezaleznie od pfci, wieku, BMI, stezenia glukozy i liczby
WBC w surowicy obserwowano istotny wptyw na rozpoznanie nadcisnienia tetniczego
alleli minor SNP rs3212760 [OR 9,80 (95 % ClI 1,89-50,62) p=0,006]. Obecnos¢ allelu
minor SNP rs3212760 zwiekszata o 9,8 razy prawdopodobienstwo rozpoznania
nadcisnienia tetniczego (ryc. 16). Szczegdotowe wyniki analizy regresji logistycznej

pozostatych SNP przedstawiono na rycinach 10-17.

Oceniane zmienne OR 95 % CI p
Ptec¢ 2,94 0,86-10,06 0,08
Wiek 1,09 1,02-1,16 0,01
BMI 1,28 1,09-1,51 0,003
Palenie papieroséow 0,51 0,14-1,76 0,28
TGL 1,30 0,59-2,86 0,51
TC 1,32 0,81-2,15 0,27
Glukoza 5,44 1,71-17,31 0,004
Kwas moczowy 0,75 0,43-1,31 0,31

Tabela 15. Analiza regresji logistycznej dla parametréw istotnie réznych w badanych grupach.

BMI - wskaznik masy ciata, TC - catkowity cholesterol, TGL - tréjglicerydy, OR - iloraz szans, Cl -
przedziat ufnosci.
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Rycina 10. Zwigzek genotypu SNP rs3212701 genu JAK3 z nadcisnieniem tetniczym
skorygowany wzgledem wieku, ptci, BMI, stezenia glukozy i liczby WBC w surowicy.
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Rycina 11. Zwigzek genotypu SNP rs3212714 genu JAK3 z nadci$nieniem tetniczym
skorygowany wzgledem wieku, ptci, BMI, stezenia glukozy i liczby WBC w surowicy.
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Rycina 12. Zwigzek genotypu SNP rs3212760 genu JAK3 z nadcisnieniem tetniczym
skorygowany wzgledem wieku, ptci, BMI, stezenia glukozy i liczby WBC w surowicy.
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Rycina 13. Zwigzek genotypu SNP rs16833177 genu STAT1 z nadcisnieniem tetniczym
skorygowany wzgledem wieku, ptci, BMI, stezenia glukozy i liczby WBC w surowicy.
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Rycina 14. Zwigzek allelu minor SNP rs3212701 genu JAK3 z nadci$nieniem tetniczym
skorygowany wzgledem wieku, ptci, BMI, stezenia glukozy i liczby WBC w surowicy.
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Rycina 15. Zwigzek allelu minor SNP rs3212714 genu JAK3 z nadcisnieniem tetniczym
skorygowany wzgledem wieku, ptci, BMI, stezenia glukozy i liczby WBC w surowicy.
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Rycina 16. Zwigzek allelu minor SNP rs3212760 genu JAK3 z nadcisnieniem tetniczym
skorygowany wzgledem wieku, ptci, BMI, stezenia glukozy i liczby WBC w surowicy.
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Rycina 17 Zwigzek allelu minor SNP rs809451 genu CISH z nadcisnieniem tetniczym
skorygowany wzgledem wieku, ptci, BMI, stezenia glukozy i liczby WBC w surowicy.
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OMOWIENIE WYNIKOW

Pomimo wielu badan, nadal nie sg jasne przyczyny pierwotnego nadcisnienia
tetniczego. Jak pokazuja dotychczasowe analizy znaczna czes¢ przyczyn tego
schorzenia jest zalezna od czynnikow genetycznych, jednak dokfadne ich okreslenie
napotyka wiele trudnosci. Na cisnienie tetnicze wptywa znaczna liczba czynnikéw,
a mechanizm jego kontroli jest niezwykle ztozony. Jak dotad rozpoznano tylko kilka
jednogenowych przyczyn wzrostu cisnienia tetniczego, upowazniajgcego do
rozpoznania nadcisnienia tetniczego. W pozostatych przypadkach choroba
nadcisnieniowa jest najprawdopodobniej zalezna od wielu loci, zwigzanych z okreslong
populacjg, ktére mogg na siebie wzajemnie wptywac. Dodatkowo analize utrudnia fakt
liniowego wzrostu cisnienia tetniczego doprowadzajgcego do rozpoznania choroby.
W zwigzku z tym w badaniach asocjacyjnych ukierunkowanych na poszukiwanie
genetycznych przyczyn nadcisnienia tetniczego, nie tylko zwraca sie uwage na
wystepowanie samej choroby, ale rowniez na odpowiednig réznice cisnienia tetniczego
w analizowanych grupach [62]. W badaniu wtasnym réznica BP pomiedzy badanymi
grupami byta znaczna i znamienna statystycznie. SBP i DBP w grupie kontrolnej, byto
znacznie nizsze, a w grupie badanej znacznie wyzsze, niz kryteria rozpoznania
nadcisnienia tetniczego dla osdb bez chordb wspdtistniejgcych, za ktére uznaje sie
wartosci wyzsze, badz réwne 140/90 mm Hg.

Wraz z wiekiem zwieksza sie rola czynnikdéw srodowiskowych wptywajgcych na
nadcis$nienie tetnicze. Dowodzg tego obserwacje dokonane wsrdd ludnosci wiejskiej
krajow rozwijajgcych sie, ktére nie wykazywaty wzrostu BP zaleznego od wieku
opisywanego w spotecznosciach krajéw wysokouprzemystowionych. Podejrzewa sie, ze
za taki stan rzeczy odpowiada¢ moze styl zycia, dieta, palenie tytoniu, spozycie
alkoholu, stres czy masa ciata [117]. W badaniu wfasnym chcac wyeliminowac
oddziatywanie jak najwiekszej liczby czynnikow srodowiskowych wptywajgcych na
wzrost ciSnienia tetniczego rekrutowano ochotnikéw w wieku ponizej 50. roku zycia,
a $redni wiek uczestnikow badania wynosit 30,46 + 9,00 lat. Niestety grupy istotnie
roznity sie wiekiem. Analiza regresji logistycznej w wymiarze wielowymiarowym
potwierdzita istotny wptyw wieku na wystepowanie nadci$nienia tetniczego
w badanych grupach. Zapewne fakt ten ostabia istotnos¢ uzyskanych wynikow, jednak

nalezy pamieta¢, ze w duzych badaniach epidemiologicznych wzrost SBP pomiedzy
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populacjg 25- i 35-latkdw wynosit zaledwie kilka mm Hg [118], co nieznacznie niweluje
istotng rdznice SBP i DBP pomiedzy analizowanymi grupami. W zwigzku z planowang
kontynuacja badania analizowane grupy zostang znacznie powiekszone, co przy
odpowiednim doborze ochotnikéw pozwoli zredukowa¢ obserwowane, istotne réznice
pomiedzy grupami pod wzgledem czynnikéw wptywajgcych na cisnienie tetnicze.

Badania populacyjne pokazujg réznice w profilu cisnienia tetniczego zalezne od
ptci. W mtodosci mezczyzni majg wyzsze cisnienie tetnicze, jednak wraz z wiekiem
wzrost BP u kobiet jest silniejszy i wartosci SBP zréwnujg sie w 7 dekadzie zycia [119].
Mezczyzni w wieku 25-35 lat majg SBP srednio wyzsze od rowiesniczek o ok. 10 mm
Hg, a DBP o ok. 5 mm Hg. Analizowane grupy istotnie roznity sie pfcig, w grupie
badanej byto mniej kobiet niz mezczyzn, co mogto uwypukli¢ réznice w wartosciach
cisnienia tetniczego pomiedzy grupami. Jednak wieloczynnikowa analiza regresji
logistycznej nie potwierdzita istotnego zwigzku tego czynnika z wystepowaniem
nadcisnienia tetniczego w badanej grupie.

Kolejnym istotnym parametrem majgcym zwigzek z cisnieniem tetniczym jest
masa ciafa, ktéra przedstawiono w analizowanych grupach jako sktadowg BMI. Wyniki
badan potwierdzajg zwigzek masy ciata z wartoscig cisnienia tetniczego. W jednym
z najwiekszych badan interwencyjnych redukcja masy ciata srednio o 3,9 kg wigzata sie
z obnizeniem SBP $rednio 0 2,9 mm Hg a DBP o 2,3 mm Hg [120]. W grupie badanej
BMI byto znamiennie wyzsze niz w grupie kontrolnej, a warto$¢ mediany miescita sie
w granicach nadwagi. Wieloczynnikowa analiza regresji logistycznej wykazata istotny
zwigzek tego czynnika z wystepowaniem nadcisnienia tetniczego w badanych grupach.

Palenie papierosow jest uznanym czynnikiem rozwoju miazdzycy i wzrostu
ryzyka chordéb sercowo-naczyniowych. W badaniach oceniajgcych 24-godzinny profil
ciSnienia tetniczego wykazano przejsciowy wzrost BP po wypalonym papierosie [121].
Jednak doniesienia na temat bezposredniego wptywu palenia tytoniu na wzrost
cisnienia tetniczego sg sprzeczne. W badaniu wtasnym istotnie czesciej pality osoby
z grupy badanej, co posrednio moze by¢ zwigzane z wiekszg liczbg mezczyzn w tej
grupie, ktérzy wedtug wynikow badan populacyjnych palg papierosy czesciej od kobiet
[122]. Jednak analiza regresji logistycznej nie potwierdzita istotnosci zwigzku tego

czynnika z wystepowaniem nadcisnienia tetniczego.
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W dostepnej literaturze brak jest dowoddéw na bezposredni wptyw stezenia
cholesterolu i tréjglicerydow na cisnienie tetnicze. Jednak wysokie stezenie
cholesterolu, a szczegdlnie jego frakcji LDL przy niskim stezeniu frakcji HDL,
utrzymujace sie przez wiele lat, jest silnym czynnikiem aterogennym, a miazdzyca
sprzyja wzrostowi ci$nienia tetniczego i tym samym rozwojowi choroby
nadcisnieniowej [90]. Jednak rozwdéj miazdzycy nastepuje wolno, a jej wptyw na ryzyko
sercowo-naczyniowe wzrasta z wiekiem. W badaniu Framingham wykazano korelacje
stezenia cholesterolu i BP, jednak autorzy badania sugerujg, ze to osoby
z nadcisSnieniem tetniczym miaty tendencje do wyziszych wartosci stezenia
cholesterolu, a nie bezposrednio cholesterol zwiekszat wartosé¢ BP [123]. Uczestnicy
badania wtasnego to gtdwnie osoby miode, co znacznie ostabia wptyw choroby
miazdzycowej na rozwdj nadci$nienia tetniczego. Oznaczenie profilu lipidowego
wykonano jednokrotnie w momencie wigczania ochotnikdéw do badania, wiec uzyskane
wyniki nie odzwierciedlajg wieloletniej kontroli stezen tych parametréw w surowicy
badanych oséb. Ostatecznie analiza regresji logistycznej nie potwierdzita zwigzku
stezenia cholesterolu i trdjglicerydébw w surowicy z rozpoznaniem nadcisnienia
tetniczego w analizowanych grupach.

Uznanymi czynnikami wptywajgcymi na wzrost BP sg insulinoopornos¢ oraz
zwigzane z nig hiperinsulinemia i podwyzszone stezenie glukozy. Insulina ma dziatanie
naczyniorozkurczowe zwigzane z uwalnianiem tlenku azotu przez komorki srodbtonka,
ale jednoczesnie wptywa na wzrost reabsorbcji sodu w nerkach i aktywuje uktad
wspotfczulny. Ze wzgledu na uposledzenie funkcji srédbtonka u oséb z nadcisnieniem
tetniczym przewage uzyskuja mechanizmy hipertensyjne [124-125].
W przeprowadzonym badaniu, chcac zminimalizowa¢ wptyw hiperinsulinemii na BP,
wsrod kryteriow wyfaczenia znalazto sie rozpoznanie cukrzycy. W zwigzku z tym,
Srednia glikemia oséb z nadcisnieniem miescita sie w granicach normy. Pomimo tego,
wykazano istotng réznice w stezeniu glukozy w surowicy miedzy badanymi grupami,
wyzsze wartosci odnotowano w grupie badanej. Analiza regresji logistycznej wykazata,
ze czynnik ten miat istotny zwigzek z rozpoznaniem nadcisnienia tetniczego.

Analizujac inne czynniki, ktéore moga wptywac na BP, nie mozna nie wspomnie¢
o roli kwasu moczowego. Zwigzek kwasu moczowego z nadcisSnieniem tetniczym jest

ztozony. Istniejg doniesienia o zaleznosci pomiedzy stezeniem kwasu moczowego,
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a rozwojem nadci$nienia tetniczego [126]. Wsréd mechanizméw odpowiedzialnych za
powstanie tej zaleznosci wymienia sie uszkodzenie nerek w przebiegu stanu zapalnego
wywotanego hyperurykemig [127], wzrost aktywacji uktadu RAA i uposledzenie syntezy
tlenku azotu. Jednak istniejg rowniez doniesienia na temat wpltywu choroby
nadci$nieniowej na wzrost stezenia kwasu moczowego. W nadcisnieniu tetniczym
umiarkowanym i tagodnym wykazano zmniejszone wydalanie kwasu moczowego [128],
a w ciezkim przypuszcza sie, ze wspotistnieje rowniez wzrost jego produkcji [129].
Wséréd mechanizméw takiego stanu rzeczy wymienia sie miedzy innymi wzrost oporu
naczyniowego, ktory redukuje przeptyw nerkowy, czego konsekwencjg jest
upos$ledzenie sekrecji kanalikowej kwasu moczowego. Innym czynnikiem
zwiekszajacych stezenie kwasu moczowego jest hiperinsulinemia [130]. W badaniu
wtasnym S$rednie stezenie kwasu moczowego analizowanych grup miescito sie
w granicach normy, jednak w grupie badanej byto istotnie wyisze w pordéwnaniu
z grupg kontrolng. Jedng z przyczyn tej réznicy moze by¢ wieksza liczba kobiet w grupie
kontrolnej, u ktorych stezenie kwasu moczowego jest nizsze niz u mezczyzn. Inng, jak
dowodzg przytoczone dane literaturowe, nadcisnienie tetnicze. Jednak analiza regresji
logistycznej nie potwierdzita istotnego zwigzku nadci$nienia tetniczego ze stezeniem
kwasu moczowego w badanej grupie.

Gillum i wsp. analizujgc wyniki obserwacji 6456 o0sob niechorujacych na
nadcisnienie tetnicze wykazali zwigzek podwyzszonych wartosci WBC ze zwiekszonym
ryzykiem zachorowania na to schorzenie. Osoby z liczbg leukocytéw >8600 na mm?
miaty 50% wieksze ryzyko zachorowania na nadcisnienie tetnicze w przeciggu 10 lat niz
osoby z liczba leukocytéw <6200 w mm?®. Ryzyko to byto niezalezne od innych
czynnikéw [87]. Wyniki tego badania jednoznacznie dowodza zwigzku liczby WBC
z zachorowaniem na nadcisnienie tetnicze. W celu unikniecia wptywu ostrego stanu
zapalnego na wyniki parametrow reakcji zapalnej w badaniu wtasnym wykluczano
osoby z ostrym stanem zapalnym definiowanym na podstawie stezenia CRP > 10 mg/I.
W analizowanych grupach $rednia liczba WBC byta istotnie wyzsza u hipertonikéw niz
u zdrowych, cho¢ miescita sie w normie i byta znacznie nizsza od progu zwiekszajgcego
ryzyko zachorowania na nadcisnienie tetnicze przyjetego w badaniu Gilluma. Jednak
analiza regresji logistycznej wykazata zwigzek WBC z rozpoznaniem nadcisnienia

tetniczego w analizowanych grupach.
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Analiza regresji logistycznej w wymiarze wielowymiarowym potwierdzita
istotny zwigzek wieku, BMI, stezenia glukozy i WBC w surowicy z wystepowaniem
nadcis$nienia tetniczego w badanej grupie, co zapewne utrudnia dowiedzenie istotnosci
czynnikdw genetycznych w rozpoznaniu tego schorzenia. Uzyskanie wystarczajgco
licznych, jednorodnych grup pod wzgledem wielu parametréw, ktére mogg wptywad
na wzrost cisnienia tetniczego, badz rozpoznanie choroby nadcisnieniowej, jest bardzo
trudne i mato realne. W zwigzku z tym jedyng mozliwoscig zobiektywizowania
uzyskanych wynikéw byto uzycie odpowiednich narzedzi statystycznych pozwalajacych
na wykazanie zaleznosci badanych czynnikbw pomimo istotnego wptywu innych
parametrow. Niezaleznie od nich wykazano zwigzek SNP rs 3212760 genu JAK3
z rozpoznaniem nadcisnienia tetniczego zarowno dla jak i alleli.

W dostepnych danych literaturowych brak jest jednoznacznych badan na temat
zwigzku sekwencji sygnatowe]j JaK/STAT z nadcisnieniem tetniczym. Cho¢ wiadomo, ze
za pomocy tego szlaku moze dziata¢ angiotensyna Il [105-106]. Niepodwazalny jest
udziat Sciezki JaK/STAT w regulacji procesu zapalnego [108-110], ktérego zwigzek
z rozwojem nadci$nienia tetniczego jest coraz czes$ciej dostrzegany przez naukowcéw
[95-100]. Jednak poszczegdlne sktadowe sekwencji sygnatowej JaK/STAT moga w rézny
sposob wptywaé na procesy biologiczne, dlatego ich analiza musi odbywac sie na
poziomie poszczegdlnych cztonkdw rodzin kinaz JAK, biatek STAT i SOCS.

Wsraéd kinaz JAK w badaniu wtasnym analizowano zmiennos¢ genetyczng kinazy
JAK3 i TYK2. W dotychczas opublikowanych badaniach wykazano, istotng role kinazy
JAK3 w limfopoezie, szczegdlnie limfocytéw T [131], a jej uszkodzenie skutkuje ciezkim
niedoborem odpornosci. W modelach zwierzecych i komérkowych blokada JAK3
ogranicza rozwdj stanu zapalnego [132]. Wykazano, ze obecnos¢ JAK3 w jelitach ma
istotny wptyw na regeneracje $luzéwki przez IL-2 [133]. Zaobserwowano réwniez udziat
JAK3 w réznicowaniu adipocytéw [134]. W badaniach dotyczacych schorzen u ludzi
wykazano zwigzek zmiennosci w genie JAK3 z ostrg biataczkg limfoblastyczng
z limfocytéw-T oraz z chtoniakiem [135-137]. Wykazano wptyw aktywacji JAK3/STAT3
na rozwoj raka jelita grubego [138-139]. Polimorfizmy genu JAK3 dializowanych oséb
byty zwigzane z nowymi incydentami sercowo-naczyniowymi [140]. Z kolei u pacjentek
z rakiem jajnika ekspresja genu JAK3 byta zmniejszona w pordwnaniu do oséb

zdrowych [141], a defekt w ekspresji gendw JAK3/STAT5/6 sprzyjat rozwojowi raka
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nerki [142]. Liczne dowody na zwigzek JAK3 z chorobami rozrostowymi sugeruje, ze
wptyw na funkcje JAK3 moze by¢ Zréditem nowych lekdow immunosupresyjnych
w leczeniu nowotworéw lub transplantologii [143-144]. W badaniu wfasnym
obserwowano istotny, niezalezny od ptci, wieku, BMI, stezenia glukozy i liczby WBC
w surowicy zwigzek wystepowania SNP genu JAK3 rs3212760 z nadci$nieniem
tetniczym. SNP rs3212760 zlokalizowany jest w intronie 13 genu JAK3, na ramieniu
krétkim chromosomu 19. W jedynym badaniu dotyczacym oceny SNP genu JAK3
rs3212760 nie wykazano istotnego zwigzku polimorfizmu ze zdarzeniami sercowo-
naczyniowymi u pacjentow dializowanych [140]. SNP rs3212714 znajduje sie
w intronie 2, za$ rs3212701 w intronie 1 genu JAK3. Niestety w dostepnej literaturze
brak jest badan dotyczacych zwigzku polimorfizméw genu JAK3 z nadcisnieniem
tetniczym.

Kinaza TYK2 bierze udziat w przekazywaniu sygnatow wptywajgc na rozwaj linii
limfocytéw Th1l i Th17 [145-146]. Wykazano zwigzek TYK 2 z rozwojem otytosci
i miazdzycy [147-148]. Sugeruje sie jej wptyw, wraz z innymi kinazami, na rozwdj
ostrego zapalenia trzustki [149]. Wykazano liczne zwigzki TYK2 z chorobami o podtozu
zapalnym i autoimmunologicznym [150-151], m.in. ze stwardnieniem rozsianym [152-
154], choroba Lesniowskiego-Crohna [155], zapaleniem stawdéw [156] czy pierwotng
marskoscig zétciowg watroby [157]. Istniejg pojedyncze doniesienia na temat roli TYK2
w chorobie Alzheimera [158]. Postulowany jest rowniez zwigzek TYK2 z rakiem
odbytnicy, piersi i prostaty [159-162]. W populacji europejskiej wykazano wptyw
polimorfizmu TYK2 na rozwdj tocznia uktadowego [163-165], jednak nie potwierdzono
tej obserwacji w populacji chinskiej [166]. Badacze sugerujg, ze mutacje w obrebie
genu TYK2 predysponujg do zakazen oportunistycznych [145-146] oraz niedoboru
odpornosci o charakterze hipergammaglobulinemii E [167]. W niedawno
opublikowanym badaniu zaobserwowano zwigzek polimorfizmu TYK2 z bezptodnoscia
zwigzang z endometrioza w populacji brazylijskiej [168]. Zahamowanie kinazy TYK2
moze miec istotne znaczenie w leczeniu wielu choréb o podfozu zapalnym m.in.
stwardnienia rozsianego [169]. W badaniu wtasnym nie wykazano istotnego zwigzku
badanych 9 SNP genu TYK2 z nadcisnieniem tetniczym.

Kolejnym elementem szlaku JaK/STAT sg biatka STAT, ktore ulegaja fosforylacji

poprzez kinazy JAK, a nastepnie taczg sie w homo- lub heterodimer i penetrujg do jadra
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komorki, gdzie przytaczajg sie do sekwencji promotorowych wptywajac na aktywacje
transkrypcji. Istniejg doniesienia na temat roli czynnikdw STAT w rozwoju wielu
nowotwordw: glejaka mdzgu [170], raka piersi [171], szpiczaka, raka pecherzyka
26tciowego, prostaty, nerki, jajnika, trzustki, czerniaka oraz rakow ptaskonabtonkowych
gtowy i szyi [172]. Wykazano udziat STAT3 w rdéznicowaniu limfocytéw T [173] oraz
w patogenezie ostrej biataczki i chtoniakdow [174-176]. Z kolei w przypadku raka
przetyku wykazano ochronny wptyw aktywacji STAT1 [177] oraz zwigzek aktywac;ji
STAT3 z poprawg prognozy u pacjentéw z rakiem nosogardzieli [178]. W przypadku
choréb o podtozu zapalnym zaobserwowano role STAT1 i STAT3 w zapaleniu stawodw,
oraz w zapaleniu watroby wykazujac ochronny wptyw tego drugiego czynnika
w przypadku obu choréb [179-181]. Zaobserwowano zwigzek STAT3 z przerostem
miesnia sercowego i rozwojem tetniakdéw aorty brzusznej. Hamowanie biatka STAT3
skutkuje zmniejszong syntezg kolagenu i regresjg przerostu miesnia sercowego [182-
183]. Istnieja rowniez doniesienia na temat dziatania prozapalnego STAT1,
sprzyjajacego rozwojowi miazdzycy jak i przeciwzapalnego STAT3 hamujgcego jej
rozwoj [89]. Wykazano ponadto zwigzek STAT ze $ciezkg sygnatowg TSH [184] oraz
udziat STAT 1 i STAT 3 w patogenezie nefropatii cukrzycowej [185].
W przeprowadzonym badaniu wtasnym nie wykazano zwigzku 17 polimorfizméw genu
STAT1 i 10 SNP genu STAT3 z nadcisnieniem tetniczym. SNP rs16833177 wystepowat
istotnie czesciej jako homozygota w grupie pacjentdw z nadcisnieniem tetniczym.
Polimorfizm rs16833177 znajduje sie w regionie promotora genu STAT1 na ramieniu
dtugim chromosomu 2. W dostepnych badaniach oceniano jego zwigzek z toczniem
uktadowym i reumatoidalnym zapaleniem stawdw nie wykazujgc istotnych zaleznosci
pomiedzy polimorfizmem i wystepowaniem tych schorzen.

Biatka regulatorowe SOCS i biatko CIS majg za zadanie kontrolowac funkcje
czynnikdéw STAT [186-187]. Biatka SOCS przytaczaja sie do kinazy JAK lub bezposrednio
do miejsc aktywowanych receptoréw kierujgc je na szlak degradacji poprzez
ubikwitynizacje. Zaobserwowano zwigzek biatek SOCS z rakiem piersi, jajnika [188-
189], chtoniakiem Hodgkina [190], guzami ptuc, watroby i rakami ptaskonabtonkowymi
gtowy i szyi [191-193]. Biatka SOCS1 i SOCS3 sg kluczowymi czynnikami biorgcymi
udziat w reakcji zapalnej [194], hamujg reakcje immunologiczne wywotane przez np. IL-

6 [195-196]. Nieprawidtowa funkcja SOCS1 i SOCS3 zwigzana jest z ostrg biataczkg
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szpikowg, szpiczakiem mnogim oraz guzami litymi [197-198]. Zwiekszong ekspresje
SOCS1 zaobserwowano w ptucnej postaci gruzlicy [199], a u pacjentéw z alergicznym
niezytem nosa wykazano zwiekszong ekspresje SOCS1 i SOCS3 [200]. Zwiekszone
stezenie SOCS1 i SOCS3 zaobserwowano rowniez u 0séb z reumatoidalnym zapaleniem
stawdéw [201]. Zwiekszona ekspresja SOCS3 w Sluzéwce jelita grubego ma zwigzek
z wrzodziejagcym zapaleniem jelita grubego [202]. Jednak réwniez zaobserwowano
lepsze rokowanie u pacjentek z rakiem piersi, u ktorych jest zwiekszona ekspresja
SOCS1, SOCS3, SOCS4 i SOCS7 [203]. Sugeruje sie, ze metylacja SOCS3 odgrywa istotna
role w patogenezie glejaka wielopostaciowego [204]. Ponadto wykazano zwigzek
SOCS1 i SOCS3 z insulinoopornosciag [205-207] oraz miazdzyca [208]. Polimorfizmy genu
CISH byty oceniane w pojedynczych badaniach, dotyczacych m.in. wirusowego
zapalenia watroby typu B [209]. Istniejg réwniez doniesienia na temat zwigzku genu
CISH z toczniem rumieniowatym [210] i ostrg biataczkg szpikowa [211]. A poprzez
zwigzek z dziataniem IL-2 sugeruje sie wptyw CIS na choroby o podtozu infekcyjnym
[212]. W badaniu wtasnym oceniono 7 SNP genu CISH, 4 polimorfizmy genu SOCS1 i 4
genu SOCS 3, w przypadku SNP rs809451 wykazano istotnie czestsze wystepowania
polimorfizmu w grupie oséb zdrowych. Czestos¢ wystepowania pozostatych SNP nie
roznita sie istotnie pomiedzy obserwowanymi grupami. Polimorfizm rs809451 zostat
opisany w regionie promotora genu CISH na ramieniu krétkim chromosomu 3.
Podsumowujac, istniejg liczne dowody na zwigzek gendow szlaku JaK/STAT
z chorobami zapalnymi i nowotworowymi. Pomimo opisania udziatu drogi JaK/STAT
w przekazywaniu informacji z receptorow m. in. dla angiotensyny Il czy IL-6, ktérych
wzrost stezenia towarzyszy nadcisnieniu tetniczemu brak jest bezposrednich dowodow
na udziat tego szlaku w indukcji choroby nadcisnieniowej. W duzych badaniach GWAS
dotyczacych nadcisnienia tetniczego analizowano wybrane SNP gendw szlaku JaK/STAT
jednak nie wykazano ich istotnego wptywu na wzrost cisnienia tetniczego.
Przeprowadzone badanie wykazuje istotny, niezalezny od ptci, wieku, BMI, stezenia
glukozy oraz liczby WBC w surowicy zwigzek polimorfizmu rs3212760 genu JAK3
z nadcisSnieniem tetniczym zaréwno w analizie genotypow jak i alleli. Istotnos¢ tego
zwigzku wymaga wzmocnienia w dalszych badaniach, ktére powinny by¢
ukierunkowane na zwiekszenie liczby uczestnikdw i poprawe doboru grup pod

wzgledem udowodnionych czynnikédw wptywajacych na rozpoznanie choroby
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nadci$nieniowej takich jak wiek, pte¢ czy BMI. Silng strong badania jest znaczna,
istotna réznica w wartosciach cisnienia tetniczego pomiedzy analizowanymi grupami
i jednolita populacja obejmujgca wyfacznie osoby pochodzenia polskiego. Oba te
czynniki utatwiajg wnioskowanie i eliminujg wptyw czesci niepozgadanych czynnikéw
genetycznych i sSrodowiskowych na przeprowadzong analize. Poza wykazaniem zwigzku
polimorfizmdéw gendw Sciezki sygnatowej JaK/STAT z cisnieniem tetniczym bardzo
waznym celem kolejnych badan powinna sta¢ sie obserwacja wptywu dziatania tego
szlaku komérkowego na wartos$¢ cisnienia tetniczego. Wykazanie takiego zwigzku
statoby sie fundamentem do dalszych analiz a przede wszystkim do zastosowania
nowych lekédw blokujgcych poszczegdlne elementy szlaku JaK/STAT w chorobie
nadcisnieniowej, tak jak obecnie ma to miejsce w modelach eksperymentalnych
choréb rozrostowych. Ocena przyczyn nadcisnienia tetniczego, ktdre jest chorobg
determinowang przez wiele czynnikdw srodowiskowych i genetycznych, mimo
przeprowadzenia tysiecy badan, nadal wymaga dalszych prac. W ostatnich latach
dokonano znacznego postepu w ocenie zwigzku polimorfizmdéw genomu z cisnieniem
tetniczym. Bez watpienia jednak jeszcze wiele pracy i wysitku naukowcéw bedzie
musiato by¢ wiozone w uzupetnienie listy czynnikdw genetycznych zwigzanych
z chorobg nadcisnieniowg, wykazanie ich patofizjologicznej roli w organizmie cztowieka
oraz wprowadzenie odpowiednich do zmiennosci genetycznych metod diagnozowania

i leczenia pacjentow.
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WNIOSKI

1. Czestos$¢ wystepowania ocenianych polimorfizmdéw pojedynczych nukleotyddow
w sekwencjach kodujacych gendw kinazy JAK3, TYK2, czynnikdw STAT1, STAT3
oraz biatek SOCS1, SOCS3 i CISH w populacji polskiej nie réznita sie istotnie
z czestoscig obserwowang w populacji poétnocno- i zachodnioeuropejskiej
(CEU).

2. Nie stwierdzono istotnych réznic w czestosci wystepowania 59 z 63 ocenianych
polimorfizmdéw pojedynczych nukleotydéw w analizowanych grupach, zaréwno
dla genotypow jak i alleli. Czestosci wystepowania osmiu z tych SNP (gen CISH:
rs1872184; gen JAK3: rs3212780, rs35458530, rs78955038; gen SOCS1:
rs33932899, rs34595128; gen SOCS3: rs4969169; gen TYK2, rs12720270) byta
po raz pierwszy oceniana w populacji europejskiej.

3. Istotne rdinice w czesto$¢ wystepowania wybranych polimorfizmow
pojedynczych nukleotydéw w grupie oséb z pierwotnym nadcisnieniem
tetniczym na tle populacji zdrowej wykazano w przypadku 4 polimorfizméw
w analizie genotypow (gen JAK3: rs3212701, rs3212714, rs3212760; gen STATI1:
rs16833177) oraz 4 polimorfizméw w analizie alleli (gen JAK3: rs3212701,
rs3212714, rs3212760; gen CISH: rs809451). Wsrdd ocenianych polimorfizmow
pojedynczych nukleotydow SNP rs809451 genu CISH wykazat dziatanie
ochronne na rozwdj nadcisnienia tetniczego.

4. SNP rs3212760 genu JAK3 wykazat istotny, niezalezny od wptywu pfci, wieku,
BMI, stezenia glukozy i liczcby WBC w surowicy zwigzek z rozpoznaniem
pierwotnego nadcisnienia tetniczego zaréwno w analizie genotypu jak i alleli,

zwiekszajgc prawdopodobienstwo rozpoznania od 2,24 do 9,80 razy.
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STRESZCZENIE

Nadcisnienie tetnicze (NT) jest istotnym problemem epidemiologicznym
i spotecznym na swiecie. W populacji polskiej na nadcisnienie tetnicze choruje ok. 30%
spoteczenstwa. W okofo 90% NT ma charakter pierwotny, a jego etiopatogeneza nie
jest doktadnie poznana. Wystepowanie nadcisnienia tetniczego jest uznanym
czynnikiem ryzyka rozwoju chordéb sercowo-naczyniowych. Szacuje sie, ze powiktania
nadci$nienia tetniczego s przyczyng ok. 7% zgondw swiatowej populacji oséb
dorostych. Wiele badan poswieconych pierwotnemu nadcisnieniu tetniczemu
wykazato, ze patomechanizm tej choroby jest niezwykle ztozony. Badania rodzin oraz
bliznigt monozygotycznych pokazujg, Zze na ostateczny obraz nadcisnienia tetniczego
wptywajg zaréwno czynniki srodowiskowe jak i genetyczne.

Uktad renina-angiotensyna-aldosteron jest jednym z najwazniejszych
mechanizmoéw regulujagcych cisnienie tetnicze i gospodarke wodno-elektrolitowg
organizmu. Istotnym szlakiem, ktory bierze udziat w przekazywaniu informacji
pomiedzy btonowym receptorem angiotensyny Il i jadrem komdrkowym jest sciezka
sygnatowa JaK/STAT. Szlak ten sktada sie z rodziny kinaz JAK oraz rodziny biatek STAT.
Role sprzezenia zwrotnego dla aktywacji szlaku JaK/STAT spetniajg biatka rodziny SOCS.
Z dotychczas przeprowadzonych badan wynika, iz w przekazywaniu informacji
zwigzanej z pobudzeniem receptora dla angiotensyny Il biorg udziat wybrane biatka
szlaku JaK/STAT. Aktywacja szlaku JaK/STAT w komodrkach miesni gtadkich naczyn
powoduje ich wzrost i proliferacje, co w konsekwencji prowadzi do wzrostu oporu
obwodowego i podwyzszenia cisnienia tetniczego.

W ostatnich latach proces zapalny zostat uznany jak czynnik wptywajacy na
rozwdj nadcisnienia tetniczego. Istniejg doniesienia sugerujgce bezposredni wptyw
komorek uktadu odpornosciowego na wzrost cisnienia tetniczego i wywotanie choroby
nadci$nieniowej. Niepodwazalny jest rowniez fakt udziatu szlaku JaK/STAT w procesie
zapalnym. Nie wszystkie mechanizmy dziatania szlaku JaK/STAT sg doktadnie poznane,
a opublikowane badania sugerujg odstepstwa od przyjetego modely,
w funkcjonowaniu niektorych jego elementéw. Biorgc pod uwage istotny wpltyw

uktadu RAA i coraz bardziej prawdopodobny udziat procesu zapalnego na rozwdj
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nadcis$nienia tetniczego zasadng wydaje sie analiza zmiennosci struktury sktadowych
kaskady JaK/STAT u pacjentdow z nadciSnieniem tetniczym.

Celem pracy byta ocena czestosci wystepowania wybranych polimorfizméw
pojedynczych nukleotydow w sekwencjach kodujgcych gendw: kinazy JAK3, TYK2,
czynnikdw STAT1, STAT3 oraz biatek SOCS1, SOCS3 i CISH w populacji polskiej, ocena
czestosci wystepowania wybranych polimorfizméw pojedynczych nukleotydéw
w sekwencjach kodujgcych genow: kinazy JAK3, TYK2, czynnikow STAT1, STAT3 i biatek
SOCS1, SOCS3, CISH u 0s6b z pierwotnym nadcisnieniem tetniczym na tle populacji
0sob zdrowych oraz préba wyselekcjonowania polimorfizméw pojedynczych
nukleotyddéw o dziataniu ochronnym i wptywajacym na rozwdj nadcisnienia tetniczego.

Do badania witgczono 455 oséb populacji polskiej, w tym 297 pacjentow
oddziatu oraz poradni przyklinicznej Kliniki Hipertensjologii, Angiologii i Chordb
Wewnetrznych Uniwersytetu Medycznego im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu
zrozpoznanym pierwotnym nadcisnieniem tetniczym oraz 158 ochotnikéw
z prawidfowym cisnieniem tetniczym. Rekrutacje pacjentow i ochotnikdéw
przeprowadzono w latach 2008-2012. Do ostatecznej analizy wtgczono 168 pacjentow
z grupy badanej i 156 ochotnikdéw grupy kontrolnej. Wykonano badanie podmiotowe,
przedmiotowe i laboratoryjne, w tym badania genetyczne (analiza polimorfizmow
pojedynczych nukleotyddéw wystepujgcych w analizowanych genach: TYK2, JAK3, CISH,
SOCS1, SOCS3, STAT1, STAT3).

W analizie koricowej ujeto 324 osoby. Sredni wiek uczestnikéw badania wynidst
30,46 * 9,00 lat, wiekszos¢ stanowili mezczyzni (54,76 %). SBP w catej analizowanej
grupie érednio wynosito 153,75 + 37,61 mm Hg, a DBP 95,63 + 23,74 mm Hg. Sredni
wskaznik masy ciata badanych osdb wykroczyt poza przyjetg norme i wynidst 25,16
+5,16 kg/mz, a 17,55 % ochotnikdw palito papierosy. Parametry reakcji zapalnej
ksztattowaty sie w granicach przyjetych norm osiggajgc srednie réwne dla hsCRP 2,34
+ 1,88 mg/l, WBC 6,38 + 1,71 10°/1 i ESR 4,68 + 4,48 mm/h.

Osoby z nadcisnieniem tetniczym w poréwnaniu do oséb zdrowych istotnie
roznity sie wiekiem 35 (27-42) v 23 (22-27) lat, (p <0,01) oraz picig 26,81 % v 66,24 %
kobiet (p<0,01). Istotne réznice zaobserwowano réwniez w BMI 21,71 (19,98-23,86)
v 27,17 (24,00-30,93) kg/m’® (p<0,01) i WHR 0,77 + 0,07 v 0,91 # 0,08 (p<0,01)

odpowiednio dla grupy z nadci$nieniem tetniczym i kontrolnej. W ocenie cisnienia
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tetniczego mediany analizowanych grupy roéznity sie o 60/35 mm Hg. Osoby
z nadcisSnieniem tetniczym istotnie czesciej pality papierosy 29,60 % v 14,50 % (p<0,01).
Rowniez parametry metaboliczne istotnie rdznity sie pomiedzy analizowanymi
grupami, $Sredni catkowity cholesterol w grupie kontrolnej wynidst 4,75 + 0,93 mmol/I,
za$ w grupie badanej 5,43 = 1,16 mmol/l (p<0,01), frakcja HDL odpowiednio 1,58
+0,33 v 1,39 + 0,32 mmol/l (p<0,01), frakcja LDL 2,74 + 0,76 v 3,34 + 0,99 mmol/I
(p<0,01), a glikemia 4,78 + 0,41 v 5,21 + 0,49 mmol/l (p<0,01). W ocenie czynnikow
reakcji zapalnej istotng rdznice zaobserwowano jedynie w liczbie WBC, ktore w grupie
kontrolnej byto nizsze 5,67 10°/I od stezenia w grupie badanej 6,68 10°/I (p<0,01).
Najistotniejszym elementem analizy byta ocena wystepowania badanych SNP.
Z 92 ocenianych polimorfizméw pojedynczych nukleotyddéw w 7 przypadkach nie udato
sie uzyska¢ wynikow przynajmniej w jednej z analizowanych grup. W przypadkach 22
SNP wystepowat tylko jeden allel. Pozostate 63 polimorfizmy pojedynczych
nukleotydow poddano dalszym analizom. Dokonano pordwnania czestosé
wystepowania ocenianych alleli w grupie kontrolnej z oczekiwang czestoscia
wynikajgcg z réwnania Hardy-Weinberga. W przypadku o$miu SNP (seqrs622502,
rs8064821, rs13029532, rs1547550, rs2280232, rs3816769, rs744166, rs9891119)
czestosci wystepowania w ocenianych grupach byty istotnie rézne od oczekiwanych.
Przeprowadzona analiza czestosci wystepowania alleli poszczegdlnych SNP w grupie
kontrolnej badanej populacji z danymi zawartymi w bazie HapMap dla populacji
europejskiej (CEU) nie wykazata istotnych rdznic. Jedynie rdznica czestosci
wystepowania alleli SNP rs743753, genu CISH byta na granicy istotnosci statystycznej
(p=0,05). W przypadku o$smiu ocenianych SNP brak jest aktualnie danych w bazie
HapMap na temat czestosci wystepowania alleli populacji europejskiej. Czestos¢
wystepowania czterech SNP byta istotnie rézna w badanych grupach, gdy analizowano
genotypy. Polimorfizm rs3212701 genu JAK3 czesSciej wystepowat jako homozygota
w grupie badanej niz w grupie kontrolnej 8,02 % v 2,56 % (p=0,05). SNP rs3212714
genu JAK3 w grupie z nadcisnieniem tetniczym wystepowat istotnie czesciej jako
homozygota 12,96 % v 4,46 % (p=0,02). W genie JAK3 wykazano istotng roznice
w czestosci  wystepowania homozygoty SNP rs3212760 15,24 % w grupie
z nadcisSnieniem tetniczym i 6,08 % w grupie kontrolnej (p=0,02). Polimorfizm

rs16833177 w genie STATI1 istotnie czesciej byt oznaczany jako homozygota 5,56 %
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w grupie oséb chorych niz w grupie oséb zdrowych 1,28 % (p=0,04). W analizie alleli
u 0séb z nadcisnieniem tetniczym istotnie czesciej wystepowat SNP rs3212701 genu
JAK3 29,94 % v 22,76 % (p=0,04), rs3212714 genu JAK3 33,33 % v 26,11 % (p=0,04)
oraz SNP genu JAK3 rs3212760 38,41 % v 29,05% (p=0,01). W grupie zdrowych
ochotnikow czesciej wystepowat SNP rs809451 genu CISH, ktory zidentyfikowano
u 12,65 % oséb z nadcisnieniem tetniczym i 18,59 % zdrowych uczestnikéw badania
(p=0,03). W analizie genotypdw istotny zwigzek z rozpoznaniem nadci$nienia
tetniczego niezaleznie od pfci, wieku, BMI, stezenia glukozy i liczby WBC w surowicy
wykazywat SNP genu JAK3 rs3212760 [OR 2,24 (95%Cl 1,20-4,20) p=0,01]. Obecnos¢
hetorozygoty zwieksza prawdopodobieristwo rozpoznania nadcisnienia tetniczego 2,24
razy, a homozygoty allelu rzadkiego o 4,48 razy. W analizie alleli niezaleznie od ptci,
wieku, BMI, stezenia glukozy i liczby WBC w surowicy obserwowano istotny wptyw na
rozpoznanie nadci$nienia tetniczego alleli minor SNP rs3212760 [OR 9,80 (95%Cl 1,89-
50,62) p=0,006]. Obecnos¢ allelu minor SNP rs3212760 zwiekszata o 9,8 razy
prawdopodobienstwo rozpoznania nadcisnienia tetniczego.

WNIOSKI

1. Czestos¢ wystepowania ocenianych polimorfizméw pojedynczych nukleotydéw
w sekwencjach kodujgcych gendw kinazy JAK3, TYK2, czynnikow STAT1, STAT3
oraz biatek SOCS1, SOCS3 i CISH w populacji polskiej nie rdznita sie istotnie od
czestosci obserwowanej w badaniach populacji potnocno-
i zachodnioeuropejskiej (CEU).

2. Nie stwierdzono istotnych réznic w czestosci wystepowania 59 z 63 ocenianych
polimorfizmdéw pojedynczych nukleotydéw w analizowanych grupach, zaréwno
dla genotypow jak i alleli. Czestosci wystepowania oSmiu z tych SNP (gen CISH:
rs1872184; gen JAK3: rs3212780, rs35458530, rs78955038; gen SOCSI:
rs33932899, rs34595128; gen SOCS3: rs4969169; gen TYK2, rs12720270) byta
po raz pierwszy oceniana w populacji europejskiej.

3. Istotne rdinice w czestos¢ wystepowania wybranych polimorfizméw
pojedynczych nukleotydow w grupie oséb z pierwotnym nadcisnieniem
tetniczym na tle populacji zdrowej wykazano w przypadku 4 polimorfizméw
w analizie genotypdw (gen JAK3:rs3212701, rs3212714, rs3212760; gen STAT1:
rs16833177) oraz 4 polimorfizméw w analizie alleli (gen JAK3: rs3212701,
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rs3212714, rs3212760; gen CISH: rs809451). Wsrdd ocenianych polimorfizméw
pojedynczych nukleotydow SNP rs809451 genu CISH wykazat dziatanie
ochronne na rozwdj nadciénienia tetniczego.

SNP rs3212760 genu JAK3 wykazat istotny, niezalezny od wptywu pfici, wieku,
BMI, stezenia glukozy i liczby WBC w surowicy zwigzek z rozpoznaniem
pierwotnego nadcisnienia tetniczego zaréwno w analizie genotypu jak i alleli,

zwiekszajgc prawdopodobienstwo rozpoznania od 2,24 do 9,80 razy.
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ABSTRACT

Hypertension (HT) is an important epidemiological and social problem in the
world. About 30% of the Polish population suffers from higher blood pressure. In
approximately 90% of cases of HT etiology is not well understood. The occurrence of
elevated levels of blood pressure is a leading risk factor for cardiovascular disease. It is
estimated that higher blood pressure, by its complications is a cause of death in
around 7% of cases in the adult population worldwide. Many studies on essential
hypertension showed that the pathogenesis of this disease is extremely complex.
Studies of families and identical twins show that both environmental and genetic
factors affect the presence of hypertension.

The renin-angiotensin-aldosterone system is one of the most important
mechanisms that regulate blood pressure and water and electrolyte balance of the
body. An important pathway, which is involved in the transmission of information
between the membrane receptor of the angiotensin Il and the nucleus is a signal path
JaK/STAT. The pathway is made up of the JAK kinases’ family and the STAT proteins’
family. The role of the feedback for activation of the JaK/STAT path is the family of
SOCS proteins. The studies conducted so far show that in the transduction of a signal
related to the activation of angiotensin Il receptor are involved selected proteins of the
JaK/STAT path. Activation of the JaK/STAT pathway in vascular smooth muscle cells
results in their growth and proliferation, which in turn leads to an increase in
peripheral resistance and an increase in blood pressure.

In recent years, the inflammatory process has been recognized as a factor
influencing the development of hypertension. There are reports suggesting a direct
effect of the cells of the immune system on the blood pressure elevation and induction
of hypertension. Undeniable is fact that the JaK/STAT pathway participates in the
inflammatory process. Not all mechanisms of the JaK/STAT pathway are thoroughly
understood, and published studies suggest derogation from the previously adopted
model of some of its elements. Given the significant impact of the RAA system and
more likely part of the inflammatory process in the development of hypertension
analysis of the JaK/STAT cascade components variation in patients with hypertension

seems reasonable.
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The aim of this study was to evaluate the prevalence of selected single
nucleotide polymorphisms in genes’ encoding sequences: JAK3 and TYK2 kinases,
STAT1 and STAT3 factors and SOCS1, SOCS3 and CISH proteins in the Polish population
and the prevalence of selected single nucleotide polymorphisms in the coding
sequences of genes: JAK3 and TYK2 kinase, STAT1, STAT3 factors, and SOCS1, SOCS3,
CISH proteins in patients with essential hypertension on the background of the healthy
population and an attempt to select single nucleotide polymorphisms with the
protective effect and influencing on the development of hypertension.

The study included 455 subjects of the Polish population, including 297 patients
from the ward and outpatient clinic of the Department of Hypertension, Angiology and
Internal Medicine of the Poznan University of Medical Sciences with diagnosed
essential hypertension and 158 subjects with normal blood pressure. Recruitment of
the patients and volunteers was conducted in 2008-2012. The final analysis included
168 patients in the study group and 156 subjects in the control group. Symptoms, signs
and laboratory tests, including genetic tests (analysis of single nucleotide
polymorphisms in the analyzed genes: TYK2, JAK3, CISH, SOCS1, SOCS3, STAT1, STAT3)
were performed.

Finally 324 people were taken to the analysis. The average age of participants
was 30,46 = 9,00 years, the majority were male (54,76%). Average SBP in the total
group was 153,75 + 37,61 mm Hg and DBP 95,63 + 23,74 mm Hg. Average body mass
index of the subjects was above norm and was 25,16 £ 5,16 kg/m2 and 17,55% of the
subjects smoked cigarettes. Inflammatory parameters were within the accepted
standards mean: hsCRP was 2,34 + 1,88 mg/l, WBC 6,38 + 1,71 109/I and ESR 4,68
+ 4,48 mm/h.

People with hypertension compared to healthy subjects differed significantly in
age 35 (27-42) v 23 (22-27) years, (p <0,01) and gender 26,81% v 66,24% of women,
(p <0,01). Significant differences were also observed in the BMI 21,71 (19,98-23,86)
v 27,17 (24,00-30,93) kg/mz, (p <0,01) and WHR 0,77 £ 0,07 v 0,91 + 0,08, (p <0,01)
respectively for the group with hypertension and controls. Medians of the blood
pressure levels differ between groups by 60/35 mm Hg. People with hypertension

significantly more often smoked cigarettes 29,60% v 14,50%, (p <0,01).
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Also, metabolic parameters differed significantly between analyzed groups, the
average total cholesterol in the control group was 4,75 + 0,93 mmol/l, whereas in the
group with hypertension 5,43 * 1,16 mmol/l (p<0,01); HDL cholesterol 1,58 + 0,33
v1,39 + 0,32 mmol/l (p<0,01), LDL cholesterol 2,74 + 0,76 v 3,34 + 0,99 mmol/I
(p<0,01) and glucose 4,78 + 0,41 v 5,21 + 0,49 mmol/l (p<0,01) respectively. In the
assessment of inflammatory factors, a significant difference was observed only in the
number of WBC, which was lower in the control group than in the group with
hypertension (5,67 10°/I'v 6,68 10%/I (p<0,01).

The most important part of the analysis was the evaluation of the occurrence of
SNPs. Of the 92 evaluated single nucleotide polymorphisms in 7 cases results in at least
one of the analyzed groups were not achieved. In 22 cases, only one SNP allele
occurred. The remaining 63 single nucleotide polymorphisms were further analyzed.
A comparison of the frequency of allele assessed in the control group with the
expected frequency of the equations resulting from Hardy-Weinberg equilibrium was
performed. In the case of eight SNPs (seqrs622502, rs8064821, rs13029532,
rs1547550, rs2280232, rs3816769, rs744166, rs9891119) their incidence in the study
groups was significantly different from the expected.

The analysis of the incidence of each SNP allele in the control group of the
study population in comparison to data in the HapMap base for European population
(CEU) showed no significant differences. Only the difference in frequency of rs743753
SNP alleles of CISH gene was with border statistical significance (p = 0,05). In the case
of eight of evaluated SNP there is no data about frequency in the European population
alleles in the HapMap base. In genotype evaluation the incidence of four SNPs was
significantly different between analyzed groups. Polymorphism rs3212701 of the JAK3
gene was more frequent as homozygous in the study group than in the control group,
8,02% v 2,56% (p = 0,05). SNP rs3212714 of the JAK3 gene in the group with
hypertension occurred significantly more often as homozygous than in the control
group 12,96% v 4,46% (p = 0,02). SNPs rs3212760 of the JAK3 gene showed
a significant difference in the incidence of homozygous 15.24% in the group with
hypertension and 6,08% in the control group (p = 0,02). Polymorphism rs16833177 in
the gene STAT1 was significantly more marked as homozygous in the group of

hypertensive patients 5,56% than in the healthy control group 1,28% (p = 0,04).
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In the analysis of alleles SNP rs3212701 of the JAK3 gene 29,94% v 22,76% (p =
0,04), SNP rs3212714 of the JAK3 gene 33,33% v 26,11% (p = 0,04 ) and SNP rs3212760
of the JAK3 gene 38,41% v 29,05% (p = 0,01) were observed more frequent in the
group of hypertensive patients in comparison to control group. In a group of healthy
volunteers, SNP rs809451 of the CISH gene was present more often, it was identified in
12,65% of patients with hypertension and 18,59% of healthy subjects (p = 0,03). In the
analysis of genotypes SNP rs3212760 of the JAK3 gene was significantly associated
with a diagnosis of hypertension, regardless of sex, age, BMI, blood glucose and serum
WBC count [OR 2.24 (95% Cl 1,20-4,20) p = 0, 01]. The presence of the heterozygote
increases the probability of the diagnosis of hypertension 2,24 times, and the rare
allele homozygotes 4,48 times. In the analysis of alleles, irrespective of gender, age,
BMI, blood glucose and WBC count, a significant relationship of the minor allele of the
SNP rs3212760 and the diagnosis of hypertension was observed [OR 9.80 (95% CI 1,89-
50,62) p = 0.006] . The presence of minor allele of SNP rs3212760 increased the
likelihood of diagnosis of hypertension 9,8 times.
Conclusions

1. The incidence of the evaluated single nucleotide polymorphisms in genes
encoding sequences of kinases JAK3, TYK2, factors STAT1, STAT3, and proteins
SOCS1, SOCS3 and CISH in the Polish population was not significantly different
from that observed in the study population of northern and western Europe
(CEU).

2. There were no significant differences in the incidence of 59 of 63 evaluated
single nucleotide polymorphisms in the analyzed groups for both genotypes
and alleles. The incidence of eight of these SNPs (CISH gene: rs1872184; JAK3
gene: rs3212780, rs35458530, rs78955038, SOCS1 gene: rs33932899,
rs34595128, SOCS3 gene: rs4969169; TYK2 gene, rs12720270) was evaluated in
the European population for the first time.

3. Significant differences in the incidence of selected single nucleotide
polymorphisms in patients with essential hypertension in comparison to
a healthy population was revealed in the case of four polymorphisms in the
analysis of genotypes (JAK3 gene: rs3212701, rs3212714, rs3212760, STAT1
gene: rs16833177) and four polymorphisms in the analysis of alleles (JAK3
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gene: rs3212701, rs3212714, rs3212760, CISH gene: rs809451). Among the
evaluated single nucleotide polymorphisms SNP rs809451 of CISH gene
revealed a protective effect on the development of hypertension.

. SNP rs3212760 of the JAK3 gene showed a significant, independent of gender,
age, BMI, blood glucose and serum WBC count, association with a diagnosis of
essential hypertension in both the analysis of genotype and allele, increasing

the likelihood of diagnosis of hypertension from 2,24 to 9,80 times.
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ANEKS

Kwestionariusz
Data wypetnienia kwestionariusza: DD'DD'DDDD KOD PACJENTA DDDDDD

Pted: KD MD Kiedy rozpoznano u Pani/Pana nadcisnienie tetnicze (miesigc, rok): DD'DDDD

Wyksztatcenie: [ Ipodstawowe [ lzawodowe [I$rednie Llwyzsze WiekDDlat
lle Pan(i) wazy: obecnie?: DDDkg, przy urodzeniu?: DDDDg Ile Pan(i) ma wzrostu: DDDcm
Jaki jest obwdd Pani/Pana talii? DDD cm Jaki jest obwdd Pani/Pana bioder? DDDcm

Jakie ma Pan(i) najwyisze DDD/DDD i najnizsze DDD/DDD wartosci cisnienia tetniczego?

Czy ktos$ z krewnych (rodzice, rodzenstwo, dzieci) chorowat/choruje na nadcisnienie tetnicze?

TAK L], kto? NIE []

Czy przed zachorowaniem na nadcisnienie lub obecnie pobierata Pani/Pan przewlekle leki na recepte?

TAK [ NIE [
Jesli tak to jakie?
Kiedy i jak dfugo?
Z jakiego powodu (na co)?
Czy jest Pani/Pan chora/y na cukrzyce? TYPU 1 [] TYPU 2 [] NIE []
Czy jest Pani/Pan chora/y na wirusowe zapalenie watroby (WZW) typu B lub C? TAK [] NIE []
Czy jest Pani/Pan chora/y na nadczynnos¢ lub niedoczynnos¢ tarczycy? TAK [] NIE []
Czy wykryto kiedykolwiek u Pani/Pan nowotwér ztosliwy? TAK [] NIE []
Czy miata Pani/Pan zawat serca? TAK [] NIE []
Czy miata Pani/Pan udar mézgu? TAK [] NIE []
Czy jest Pani/Pan chora/y na chorobe niedokrwienng serca (dtawice piersiowg)? TAK [] NIE []
Czy jest Pani/Pan chora/y na jakies$ inne choroby przewlekte? TAK [] NIE []
Jesli tak to jakie?
Palenie
Czy pali aktualnie Pani/Pan papierosy? TAK [] NIE [JRZUCItAM/EM []

W jakim wieku Pani/Pan zaczeta/at pali¢? DD W jakim wieku Pani/Pan rzucit/a palenie? DD Jakie

papierosy Pani/Pan pali/t/a? lle sztuk papieroséw dziennie

Pani/Pan pali/t/a? DDD
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Alkohol
Czy pije Pani/Pan alkohol? TAK [] NIE []
W jakim wieku zaczeta/at Pani/Pan pic alkohol? DD Od ilu lat nie pije Pani/Pan alkoholu? DD

Jak czesto pije Pani/Pan piwo? Ile kufli piwa przecietnie, za jednym

razem Pani/Pan wypija? DD lle ml piwa przecietnie, za jednym razem Pani/Pan wypija? DDDD ml

Jak czesto pije Pani/Pan wino owocowe? lle lampek wina

przecietnie za jednym razem Pani/Pan wypija? DD lle ml wina przecietnie, za jednym razem Pani/Pan
wypija? DDDD ml

Jak czesto pije Pani/Pan woddke? lle kieliszkdw waodki

przecietnie za jednym razem Pani/Pan wypija? DD lle ml wédki przecietnie, za jednym razem Pani/Pan
wypija? DDDD ml

Jak czesto pije Pani/Pan whisky, brandy, koniak? lle kieliszkdw whisky, brandy,

koniaku przecietnie, za jednym razem Pani/Pan wypija? DD lle ml whisky, brandy, koniaku przecietnie, za
jednym razem Pani/Pan wypija? DDDD mi

Jak czesto pije Pani/Pan likiery, nalewki? lle kieliszkéw likieru, nalewki

przecietnie, za jednym razem Pani/Pan wypija? DD lle ml likieru, nalewki przecietnie, za jednym razem
Pani/Pan wypija? DDDD mli

Jak czesto pije Pani/Pan napoje energetyzujgce (np. Red Bull)? lle napojow

energetyzujgcych przecietnie, za jednym razem Pani/Pan wypija? DD lle ml napojéw energetyzujacych za

jednym razem Pani/Pan wypija? DDDD mli

Czy pije Pani/Pan inne alkohole? TAK [] NIE []

Wysitek fizyczny

Czy Pani/Pan pracuje: TAK [ PEENY ETAT [ NIEPELNY ETAT [
NIE [] STUDENT/UCZEN [] RENTA[] EMERYTURAL BEZROBOTNA/Y []

Czy Pani/Pan pracuje na zmiany? TAK [] NIE []

Gdzie Pani/Pan pracuje?

Zawod wykonywany?

lle godzin dziennie Pani/Pan pracuje? DD godz. lle dni w tygodniu Pani/Pan pracuje? |:| lle czasu spedza

Pani/Pan na stojgco w godzinach pracy? DD godz. lle czasu spedza Pani/Pan na siedzgco w godzinach
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pracy? DD godz. lle czasu spedza Pani/Pan chodzac w godzinach pracy? DD godz. lle czasu dZwiga
Pani/Pan rzeczy wazgce 5-10kg w godzinach pracy? DDD min. lle czasu dZwiga Pani/Pan rzeczy ciezkie
>10kg w godzinach pracy? DDD min. lle czasu spedza Pani/Pan chodzac pieszo do iz pracy, szkoty,
zakupow? DDD min. lle czasu spedza Pani/Pan jezdzgc na rowerze do i z pracy, szkoty, zakupow?
DDD min. lle czasu w tygodniu spedza Pani/Pan spacerujac rekreacyjnie? DDD min.
Czy odczuwa Pani/Pan brak tchu, dusznos¢ po: spokojnym spacerze  TAK [ NIE []

szybkim chodzeniu TAK [ NIE []
lle czasu dziennie spedza Pani/Pan na umiarkowanej aktywnosci fizycznej w domu (np. sprzatanie,

odkurzanie, pranie reczne)?

Czy odczuwa Pani/Pan brak tchu, duszno$s¢ po wyzej wymienionych czynnosciach domowych?
TAK [ NIE []
Czy uprawiat/a Pani/Pan sport wiecej niz 12 razy w ciggu ostatnich 12 miesiecy:
WYCZynowo TAK [ NIE []
dla przyjemnosci TAK [ NIE []

Na czym najczesciej polegat Pani/Pana wysitek fizyczny?

lle miesiecy w ciggu ostatniego roku uprawiat/a Pani/Pan sport? DD lle razy w tygodniu Pani/Pan

uprawia sport? lle czasu za kazdym razem poswieca Pani/Pan na uprawianie
sportu? Czy odczuwa Pani/Pan brak tchu, dusznos¢ po uprawianym sporcie?
TAK [] NIE [

Czy uprawia Pani/Pan sport dla przyjemnosci lub wyczynowo regularnie czesciej niz 12 razy przez ostatni
rok? TAK [] NIE [

Jaki sport uprawiat/a Pani/Pan najbardziej regularnie w ciggu ostatniego roku?

Od jakiego czasu zaprzestat/a Pani Pan uprawiania tego regularnego wysitku?

Jaki aktualnie wykonuje Pani/Pan wysitek fizyczny poza godzinami pracy?

Spozycie soli

Czy spozywa Pani/Pan gtéwnie produkty $wieze? TAK [ NIE []
Czy spozywa Pani/Pan gtéwnie produkty konserwowe? TAK [ NIE []
Czy dosala Pani/Pan potrawy? TAK [ NIE []
Stres

Jak ocenia Pani/Pan swoje codzienne zycie pod wzgledem stresu w skali 1-10? DD
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UNIWERSYTET MEDYCZNY IM. KAROLA MARCINKOWSKIEGO W POZNANIU

KOMISJA BIOETYCZNA PRZY UNIWERSYTECIE MEDYCZNYM
IM. KAROLA MARCINKOWSKIEGO W POZNANIU

Collegium Maius tel. (+48 61) 854 62 51, 854 60 60
ul. Fredry 10 ) fax. (+48 61) 854 61 07
61-701Poznaii www.bioetyka.ump.edu.pl

Uchwata nr 499/08

Na podstawie art. 29 ustawy z dnia 5 grudnia 1996r. o zawodzie lekarza i lekarza dentysty (tj. Dz.Uz 2002r. Nr 21, poz.204 ze zm.):
Rozporzqdzenia Ministra Zdrowia | Opieki Spolecznej z dnia 11 maja 1999r. w sprawie szczegolowych zasad powolywania | finansowania
oraz trybu dzialania komisji bioetycznych (Dz.U. Nr 47, poz.480 ); Rozporzqdzenia Ministra Zdrowia z dnia 11 marca 2005r. w sprawie
szezegolowych wymagar Dobrej Prakiyki Klinicznej (Dz.U. Nr 57, poz. 500); Ustawy z dnia 6 wrzesnia 2001r. Prawo farmaceutyczne (t).
Dz.U. z 2004r. Nr 53, poz. 533 ze zm.); Rozporzqdzenia Ministra Zdrowia z dnia 3 stycznia 2007r. w sprawie wzoru wniosku o rozpoczecie
badania klinicznego produktu leczniczego oraz o wydanie przez komisje bioetyezng opinii o badaniu klinicznym produktu leczniczego,
kierujqe sig Zasadami Prawidlowego Prowadzenia Badarn Klinicznyeh — GCP - opracowanymi w oparciu o Deklaracje Helsiviskq.

Komisja, na posiedzeniu w dniu: 15 maja 2008 r.

rozpatrzyla wniosek, ktory przedstawil Pan:
prof. dr hab. Andrzej Tykarski

w sprawie prowadzenia badan w
Klinice Hipertensjologii, Angiologii i Chorob Wewnetrznych

UM w Poznaniu

Glowny badacz: lek. med. Pawef Uruski

Temat
badari: "Ocena wpfywu czynnikéw genetycznych na wystepowanie

pierwotnego nadcisnienia tetniczego”.

Komisja wyraza zgode¢ na prowadzenie badan

L~

Przewodniczqcy Komisji

ed. Zygmunt Przybylski
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