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Souhrn: Zdmér studie: V multifaktorialni patogenezi esencialni hypertenze hraje sympatoadrenalni aktivita vyznamnou tlohu.
Tkénovy ucinek katecholamind je zprostfedkovan adrenergnimi receptory. p,-adrenergni receptory se svym vazodilata¢nim t¢in-
kem podileji na regulaci TK. Odchylky v jejich struktufe mohou vést k omezeni schopnosti vazodilatace, a tim ke vzniku hyper-
tenze. Polymorfizmus genu f,-adrenergniho receptoru se tak jevi jako nadéjny kandiddcni gen pro analyzu jeho asociace s esen-
cidlni hypertenzi. Soubory nemocnych a metodika: V této studii jsme sledovali vliv asociace polymorfizmu Argl6Gly genu pro
B,-adrenergni receptor na vyskyt a stupenl hypertenze. Porovnavali jsme cetnost jednotlivych genotypt (GG, AG, AA) a alel
(Ga A) u 3 skupin osob stfedniho véku: a) u kontrolni skupiny s normalnim TK < 140/90 mm Hg (N, n = 122), b) u pacientt
s hypertenzi dobfe kontrolovanou antihypertenzni 1écbou (KH, n = 156) a c) u skupiny hypertoniki rezistentnich na trojkombi-
naci antihypertenziv (RH, n =73). Argl6Gly polymorfizmus genu pro B,-adrenergni receptor jsme stanovili PCR technikou
z leukocytdrni DNA s naslednou inkubaci s restrikénim enzymem Ncol. Ziskané fragmenty jsme délili pomoci elektroforézy na
3% Metaphore agarézovém gelu a barvili pomoci ethidium bromidu. Ke statistickému porovndni distribuce genotypti a alel me-
zi jednotlivymi skupinami byl pouzit Kruskaltiv-Wallistiv test (ANOVA), Fishertiv exakeni test, x’ test a test linedrni asociace. Vy-
sledky: Nenalezli jsme signifikantni rozdily v zastoupeni poctu genotypti a frekvenci alel mezi jednotlivymi sledovanymi skupi-
nami. Avsak pfi spojeni skupiny KH a RH do jednoho souboru (n = 229 pacientit) byl nalezen vyznamny rozdil ve frekvenci alel
ve spojené skupiné hypertonikt oproti normotoniktim (x> = 4,5, p = 0,035). Toto pozorovani bylo v souladu s testem linedrni
asociace mezi stupném hypertenze a vyskytem alely A (na 5% hladiné vyznamnosti) s posunem k niz§imu zastoupeni alely A
u vyssich stupn hypertenze (RH). Pfi hodnoceni primérnych hodnot TK byl nalezen trend k niz$im hodnotdm systolického
i diastolického TK od genotypu GG, pies GA ke genotypu AA. Zdvéry: Nase soucasna pozorovani podporuji hypotézu, Ze se ge-
netickd odchylka genu pro B,-adrenergni receptor (Arg16Gly polymorfizmus) muize v kombinaci s dalsimi faktory podilet na
ovlivnéni vyse TK, a tak prispét k vyvoji esencialni hypertenze.
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Arteridlni hypertenze je multifakto-
ridlni onemocnéni, na kterém se
komplexné podili jednak genetické
faktory, jednak zmeény zevniho pro-
stiedi. Vy$si sympatickd aktivita je
zfejmd u fady pacient(l s esencidlni
hypertenzi (EH) a sympatoadrendlni
hyperaktivita je zodpovédna za fadu
odchylek prokazatelnych u EH. Tak
se geny ovliviiujici produkei kate-
cholamint nebo geny ovliviujici ak-
tivitu o- a B-adrenergnich receptort
mohou podilet na vzniku EH [8,13].

B,-adrenergni receptory (B,AR) jsou
exprimovany v mnoha tkanich jako
napt. srdci, adipocytech, bronchidlnim
a cévnim hladkém svalstvu. Tyto recep-
tory mimo jiné ¢inky zprostredkova-
vaji také vazorelaxa¢ni a¢inek katecho-
lamint. Dlouhodoba redukce funkce
B,AR s nédslednym oslabenim vazodi-
latace se muze podilet na vzestupu
TK u EH. Proto je vénovana zna¢na
pozornost mozné tloze B,AR genu ja-
ko kandidatnimu genu pro EH [3,22].

Gen pro B,AR je neintronovy
gen lokalizovany na chromozomu

5q31-32. Doposud bylo popsino
17 polymorfizmi jednotlivych nu-
kleotidti (single nucleotide polymor-
phisms - SNP). Tti z nich, které ovliv-
nuji zménu aminokyselin Argl6Gly,
GIn27Glu a Thr164lle, byly testova-
ny in vitro, zda ovliviiuji bunécné
funkece [2,18,20].

Lidsky B,AR zprostfedkovava rela-
xaci cévniho hladkého svalstva, a tim
vede k vazodilata¢ni odpovédi na
adrenalin. Odchylky v genomu pro
B,AR, napf. ve smyslu polymorfiz-
mu, mohou modifikovat tuto jejich

945




e ESEN(GidINi hypertenze a Arg16Gly polymorfizmus genu pro [3,-adrenergni receptor .

Essential hypertension and Argl6Gly polymorphism of B,-adrenergic receptor gene

Summary: Study objective: Sympathetic-adrenal activity plays important role in multifactorial pathogenesis of essential hyperten-
sion. Tissue effect of catecholamines is mediated by adrenergic receptors. Vasodilatation action of B,-adrenergic receptors partic-
ipates in BP regulation. Variations in their structure may lead to the limitation of vasodilatation efficiency and thereby to gene-
sis of hypertension. Consequently polymorphism of B,-adrenergic receptor gene seems to be a promising candidate gene for an
analysis of its association with essential hypertension. Patients’ population and methods: In this study we investigated the effect of
association of Argl6Gly polymorphism of B,-adrenergic receptor gene with the incidence and degree of hypertension. We com-
pared frequency of individual genotypes (GG, AG, AA) and alleles (G and A) in 3 groups of middle-aged individuals: a) a control
group with normal BP < 140/90 mm Hg (N, n = 122), b) patients with hypertension well-controlled with antihypertension treat-
ment (KH, n = 156) and c) a group of hypertonic patients resistant to the combination of the three antihypertensives (RH, n = 73).
We determined Argl6Gly polymorphism of B,-adrenergic receptor gene by the PCR method on leukocyte DNA with subsequent
incubation with restriction enzyme Ncol. We separated resulting fragments by means of electrophoresis on 3% Metaphore agarose
gel stained with ethidium bromide. Kruskal-Wallis test (ANOVA), Fisher exact test, * test and linear association test were used for
statistical comparison of genotypes and alleles distribution between individual groups. Results: We did not find significant differ-
ences in representation of number of genotypes and allele frequency between individual monitored groups. However after pool-
ing of KH and RH groups in one group (n = 229 patients) significant difference was found in allele frequency in pooled group of
hypertonic patients versus normotonic patients (¥’ = 4.5, p = 0.035). This observation was in accord with the linear association
test between the degree of hypertension and allele A incidence (5% significance level) with a shift to lower representation of allele
A in higher degrees of hypertension (RH). During the evaluation of mean BP values the tendency to lower values of systolic and
also diastolic BP was found, starting from GG genotype, over GA to AA genotype. Conclusions: Our recent observations support
the hypothesis that genetic variation of B,-adrenergic receptor gene (Argl6Gly polymorphism) can participate in affecting of BP
level in combination with other factors and thus it can contribute to a genesis of the essential hypertension.

Key words: essential hypertension - polymorphism - B,-adrenergic receptor - pathogenetic participation

zakladni funkci s omezenim schop-
nosti vazodilatace po specifickych
podnétech. Zhorseni vazodilatace
v pritomnosti normalni nebo zvyse-
né vazokonstrikéni odpovédi mtize
vést ke zvysené cévni reaktivité, a tak
k hypertenzi [5].

Jak molekularné genetické, tak lid-
ské cévni studie sledovaly ulohu
B,AR u EH. Vysledky studii vztaht
mezi polymorfizmem genu pro
B,AR a hypertenzi jsou nejednotné.
Kotanko et al [14] nasli, Ze Gly16 po-
lymorfizmus je asociovan s hyperten-
zi u karibskych Afri¢ant. Pozitivni
asociace s hypertenzi byla také pro-
kazina u bilych Evropant [22], smi-

$ené méstské populace v Brazilii [19]
aneddvno také u rodin ¢inského pu-
vodu, avsak u némecké populace je
to spise alela Arg26, kterd urcuje ge-
netickou predispozici k hypertenzi
[22]. Nechybi ani protikladné studie,
které nenasly asociaci polymorfizmu
genu pro B,AR s EH [11,23,24].

Ani studie dlohy polymorfizmu
Argl6Gly a Glul7GIn u zdravych
dobrovolnikti nedavaji konzistentni
vysledky. Nékteré z nich podporuji
nélez snizené odpovédi na stimulaci
B-adrenergnimi agonisty u homozy-
gott Gly16 [5,7], jiné se pak domni-
vaji, Ze je to naopak Argl6 receptor,
ktery podminuje cévni desenzitizaci

Tab. 1. Klinicka charakteristika studovanych skupin.

skupina MN

n 206
muzi/Zeny 206/0
vék (roky) 26,6 £ 5,4
STK (mm Hg) 118 £ 10
DTK (mm Hg) 807

N KH RH
156 122 73
84/72 90/32 53/20
503+91 552+97*% 57,6+83*
12010 142+ 17% 152+ 16*
80+ 7 91 + 9% 96 + 8*

MN - skupina mladych normotenznich muzit, N — skupina normotoniki stredniho véku,

KH — skupina pacientii s kontrolovanou hypertenzi, RH — skupina rezistentnich hypertoniks
(trojkombinace atihypertenziv, véetné diuretik), STK — systolicky krevni tlak, DTK — diastolic-

[4]. Proto jsme si v predklddané stu-
dii polozili otdzku, zda je Argl6Gly
polymorfizmus B,AR asociovin s vy-
skytem a tizi hypertenze i v nasi ces-

ké populaci.

Sledované soubory a metodika

V této na$i praci navazujici na nasi
drivéjsi studii [12] jsme se zaméfili
na vliv polymorfizmu Argl6Gly ge-
nu B,AR na vyskyt a tiZi hypertenze.
Vysetiili jsme jednotlivé genotypy
GG, GA a AA, stejné tak frekvenci
jednotlivych alel A a G u kontrolnich
osob bez hypertenze (n = 122, K),
u nemocnych s EH, u kterych doslo
pri bézné kombinaéni lé¢bé k nor-
malizaci TK (n = 156, KH) a u skupi-
ny pacientd s hypertenzi, kde ani
trojkombinaci antihypertenziv obsa-
hujici diuretikum se ndm nepodarilo
snizit TK na cilové hodnoty TK, tj.
TK < 140/90 mm Hg (n = 73, RH).
Zakladni klinicka a laboratorni data
jsou shrnuta jako priiméry jednotli-
vych skupin v tab. 1.

Krev ke genetickému vysetfeni byla
odebirana z kubitdlni Zily u pacientt
po 15Sminutovém klidu na lazku.
DNA ke stanoveni genomu byla extra-
hovana z leukocytti periferni krve

ky krevni tlak, * p < 0,05 pro KH a RH versus N, [one/way (ANOVA) a Kruskal/Wallisiiv test]

a Argl6Gly polymorfizmus genu pro
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B,AR byl detegovian pomoci polyme-
razové retézové reakce (PCR) s uzitim
restrikéniho enzymu Ncol. Fragmen-
ty vzniklé po opakované inkubaci by-
ly separoviny pomoci elektroforézy
na 3% Metaphore agarézovém gelu
a zndzornény barvenim pomoci ethi-
dium bromidu (obr. 1). Produke PCR
0 207 bp ztstal nerozstépen v pritom-
nosti alely Argl6, zatimco v prfitom-
nosti alely Gly16 byl produkt $tépen
na 2 fragmenty o 189 a 18 bp. Vysled-
ky Arg/Arg homozygott byly potvrze-
ny reamplifikaci. VSechny alely byly
odecitany jednim pracovnikem.

Ziskané vysledky byly statisticky
zpracovany a jsou vyjadieny jako
praméry jednotlivych skupin + SE.
Pro neparametrické srovnani bylo
uzito y* testu. Vliv jednotlivych alel
byl posuzovin pomoci logistické
regresni analyzy. Rozdily mezi jed-
notlivymi skupinami byly testovany
pomoci Mannova-Whitneyova testu,
z dal$ich statistickych metod bylo
vyuzito analyzy variance (ANOVA),
Kruskalova-Wallisova testu, Fische-
rova exaktniho testu a testu linedrni
asociace. Vysledky s p < 0,05 byly po-
vazovany za signifikantni.

Vysledky
Klinicka charakeeristika sledovanych
soubort kontrol a pacientt s hyper-
tenzi je shrnuta v tab. 1. Nemocni s hy-
pertenzi méli ve srovnani s kontrolni
skupinou normotonikii lehce vyssi
pramérny vék a vyssi pramérny sys-
tolicky 1 diastolicky TK. Zvyseni TK
bylo vyraznéjsi u skupiny rezistent-
nich hypertonikd, a to i pres lécbu
trojkombinaci antihypertenziv. Aby-
chom si ovéfili reprodukovatelnost
nasich navazujicich studif a pro jejich
srovnani byla k soucasnym sledova-
nym soubortim osob stfedniho véku
pfifazena i skupina mladsich normo-
tenznich muzd, vySetfovanych za stej-
nych podminek a stejnymi metodami
v nasi diivéjsi studii [12].

O rozlozeni cetnosti jednotlivych
genotyplt GG, GA a AA, vcetné Cet-
nosti alel G a A v jednotlivych sle-
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Obr. 1. Genotypy polymorfizmu Argl6Gly genu pro B,-adrenergni re-
ceptor, Argl6 (wild type) fragment 207 bp genotyp AA homozygot,
Gly16 (polymorfizmus, zdiména adeninu za guanin v sekvenci DNA
jediného exonu, vznik restrikéniho mista pro Ncol restrikéni enzym),
genotyp GG homozygot, fragment DNA o 189 + 18 bp, genotyp AG he-
terozygot B,AR genu detekovin na 3% agarézovém gelu jako dva frag-

menty o 207 a 189 bp.

dovanych skupinach davd prehled
tab. 2. Pro ziskani vétstho souboru
jsme, vedle individualniho hodnoce-
ni skupiny hypertonikt dobfe reagu-
jicich na 1écbu a hypertonikt re-
zistentnich k 1écbé, jesté obé skupiny
spojili do jednoho spole¢ného sou-
boru hypertonikii a porovnavali pak
se skupinou normotonik?.

Ve frekvenci genotypti a alel studo-
vaného polymorfizmu B,AR mezi
souborem drive sledovanych mla-
dych normotonikil a soucasné pre-
zentovanym souborem normotoni-
ka sttedniho véku byla ndpadna
shoda, svéd¢ici pro dobrou reprodu-
kovatelnost a pfesnost uzité metody.

V prezentované studii jsme nena-
lezli statisticky vyznamné rozdily
v Cetnosti genotypt a alel Argl6Gly
polymorfizmu genu pro B,AR mezi
normotoniky, hypertoniky reagujici-
mi na lécbu a nemocnymi rezistent-
nimi k antihypertenzni lécbé. Na-
proti tomu test na linedrni asociaci
mezi stupném hypertenze a vysky-
tem alely A naznacuje posun smérem
k niz§imu zastoupeni alely A u vys-
$ich stupnt hypertenze (p = 0,031).

Ve spojeném souboru pacienttl
s kontrolovanou i rezistentni esen-

cidlni hypertenzi (n = 229 pacienttt)
byl naznacen u hypertonika trend
k nizsi ¢etnosti AA proti GG genoty-
pu a prokdzan signifikantni rozdil
v ¢etnosti alel na 5% hladiné vyznam-
nosti ve smyslu nizéi frekvenci alely
A a vyssi frekvenci alely G. Toto po-
zorovani je v souhlasu s vysledkem
testu linedrni asociace (p = 0,013).

Diskuse

V multifaktoridlni patogeneze EH se
uplatnuje fada regula¢nich mecha-
nizm®. Mezi nimi vyznamnou roli
zaujiméd bezesporu i vysokd sympa-
toadrenalni aktivita. Ta je urcovana
na jedné strané vysokou biosyntézou
a uvolnovanim katecholamint, je-
jich plazmatickou hladinou, ale na
druhé strané rovnéz aktivaci sympato-
adrenalnich receptort v efektorovych
tkanich. Prokazali jsme dfive [17]
asociaci mezi polymorfizmem genu
pro tyrozin-hydroxyldzu a struktu-
rou levé komory srde¢ni u mladych,
dosud normotenznich muzt. V pred-
kladané studii se zabyvame predevsim
polymorfizmem B,AR. B,-adrenergni
receptory ovliviiuji kardiovaskularni
aparat komplexné: ovlivnénim vazo-
dilatace, srde¢ni frekvence a srdecni-
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Tab. 2. Polymorfizmus Argl6Gly na genu B,AR, distribuce jednotlivych genotypii a alel ve vySetfova-
nych skupinich (uzité zkratky pro jednotlivé skupiny jako v tab. 1). Statistické metody: Kruskal-Wallistiv
test, Fischer(iv exaktni test, y* test a test linedrni asociace.

Cetnosti genotypti v %

skupiny GG GA
N 32 51
KH 42 46
RH 40 53
KH + RH 41 48
MN 36 47

alely v %
AA G A
174 57 430
12 65 35
7 67 33
10 66 35
17 59 41

statistika

=662 p=0,15
¥> =493 p=0085

test linedrni asociace p = 0,031*

enotypy
alely

genotypy ¥’ =352 p=0,085
alely ¥ =45p=0,035%
test linedrni asociace p = 0,013*

*p < 0,05, rozdil ve frekvenci alel mezi skupinou N (normotonici strednibo véku) a spojenou skupinou hypertonikis KH + RH na 5% bla-

diné vyznamnosti

ho vydeje, az po zvysené uvolnovani
noradrenalinu ze sympatickych za-
konceni a metabolické ucinky ovliviiu-
jici lipolyzu v adipocytech [1,15,16].
V souvislosti s metabolickymi vlivy
B,AR je i nilez Bengtssona et al 2]
vyssi pravdépodobnosti vzniku hy-
pertenze u pacient( s diabetes melli-
tus 2. typu - homozygotnich nosi-
telt Argl6 alely, zvlasté u Stihlych
pacientd.

Odchylky v genomu pro B,AR ve
smyslu napft. polymorfizmu mohou
modifikovat jejich zdkladni funkeci
a u B,AR omezenim schopnosti va-
zodilatace po specifickych podnétech
vést ke zvySeni TK a po dlouhodo-
bém piisobeni ke vzniku hypertenze
[5]. Svédel pro to i experimentalni
nélezy niz§i systémové vazodilatace
u homozygott Glyl6 po stimulaci
B,AR salbuterolem.

Vysledky dosavadnich studii poly-
morfizmu B,AR v8ak nedédvaji jedno-
znacéné konzistentni vysledky. Prici-
nou mohou byt etnické a rasové roz-
dily mezi jednotlivymi studovanymi
kohortami, dale rozdily ve véku, po-
hlavi, pfitomnost obezity a dalsich
fenotypickych rozdilu [6,9,21]. Z vy-
sledki je patrné, Ze B,AR neptisobi
na vy$i TK pfimo, ale prostiednic-
tvim a v kontextu s celou fadou inter-
medidrnich fenotyptl. Nékteré prace
pak neprokazuji zddnou asociaci
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mezi polymorfizmy genu pro B,AR
a hypertenzi [23,24], ale spiSe mezi
Gly16 polymorfizmem a astmatem
bronchidlnim [20]. Z tohoto hledis-
ka jsou zajimavé nalezy Iaccarina et
al [9], keefi pri sledovani 3 polymor-
fizmtt genu pro B,AG (Argl6Gly,
GIn27Glu, Ileul64Thr) nenasli aso-
ciaci zddného z téchto polymorfiz-
mu s hypertenzi, ale u varianty alely
Glu27 byla prokazatelnd asociace
s poskozenim cilovych organt, napf.
1,4krat vyssi riziko vzniku srdecni
hypertrofie, korelace s vétsim vniti-
nim systolickym a diastolickym ob-
jemem levé komory. Cévni poskoze-
ni nebylo ovlivhéno popsanymi po-
lymorfizmy, a to pres nalez vyssitho
vyskytu dyslipidemie u varianty
Glu27 alely. Naproti tomu Pereira et
al [19] u etnicky smiSené brazilské
populace pomoci univariacni (jedno-
smérné) analyzy prokazali asociaci sys-
tolického TK s genotypem Argl6Gly
a Thrl64lle. V této studii mnoho-
¢etna logisticka regresni analyza pro-
kéazala 1,48krat zvyseni rizika hyper-
tenze u nositelt Gly16/Gly16 geno-
typu a 1,31krdt vyssi riziko obezity
u GIn27/GIn27 genotypu nebo
1,48krat vyssi riziko obezity u nosi-
tela alely A. Tyto ndlezy ukazuji na
moznost pevné, ale komplexni gene-
tické vazby mezi B,AR variantami,
hypertenzi a obezitou, tak jak to vy-

plyva z klinickych pozorovani napf.
u nemocnych s metabolickym syn-
dromem. Studium vztahu mezi po-
lymorfizmy B,AR prokazalo také
vztah incidence kardiovaskuldrnich
pfihod u star$ich osob [6] s niz$im
rizikem vyskytu korondrnich pfihod
u GIn27 homozygottl, stejné jako
u homozygottt Glyl6 oproti nosite-
ltm alely Argl6.

V nasi studii jsme sledovali zastou-
peni jednotlivych genotypta a alel
B,AR polymorfizmu genu u pomér-
né rozsihlych soubort kontrolnich
normotenznich osob stiedniho véku
a porovnavali je se soubory hyperto-
nik(t dobfe a Spatné reagujicich na
antihypertenzni 1écbu a ve slouce-
ném souboru vSech hypertonika.
U nasich soubort jsme nalezli trend
k niz§imu vyskytu genotypu AA a vy-
skytu alely A oproti GG genotypu
u pacientt s hypertenzi a plynuly ni-
rast genotypu GG a vyssi zastoupeni
alely G, zvlasté pfi slouceni obou
skupin hypertonikii do jednoho
souboru. Tento nalez je v souhlasu
i s nalezy dalsich autorti [3,22]. V na-
$1 studii test linedrni asociace mezi
stupném hypertenze a vyskytem ale-
ly A naznadcil nizsi vyskyt alely A
u vyssich stupni hypertenze a ve spo-
jeném souboru hypertonikt nizsi
frekvenci alely A a vyssi vyskyt alely

G u hypertonikt ve srovnani s nor-
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motenzni skupinou. Podobné i Snie-
der et al [21] pfi sledovani polymor-
fizmu Arg16Gly pro B,AR u mladych
Americanti evropského i afrického
ptvodu prokazali, Ze nositelé jedné
nebo dvou Gly alel maji vy$si hodno-
ty systolického a pulzniho tlaku.

Nepodarilo se ndm, na rozdil od
sledovani polymorfizm jinych kan-
didatnich gent, najit jednoznacény
specificky rozdil pro skupinu hyper-
tonik rezistentnich k 1écbé jako napf.
u studie nitric oxid syntdzy u podob-
nych soubortt nemocnych [10].

Tyto nase vysledky spolu s vysled-
ky nékterych dalsich autorti podpo-
ruji nazor, ze genetickd variabilita
genu pro B,AR se podili na predispo-
zici k vy$$imu TK a vzniku hyperten-
ze. AvSak rozdilnosti mezi jednotli-
vymi studiemi ukazuji, ze acinek
B,AR genu neni asi piimy, ale je
zprostfedkovan v sou¢innosti a inter-
akci s fadou odchylek dalsich geno-

typl a intemedidrnich fenotypti.

Zaver

Nase studie polymorfizmu genu pro
B,AR naznacuje, ze rozdily ve frek-
venci alel u hypertoniku spolu s po-
sunem k niz$imu zastoupeni alely
A (wild type) u vyssich stupria hyper-
tenze (hypertenze rezistentni na an-
tihypertenzni 1é¢bu) naznacuje moz-
nost, ze genetickd odchylka B,AG
genu pro adrenergni receptor v kom-
binaci s dal$imi genetickymi a ziska-
nymi odchylkami mutize prispivat ke
vzniku a vyvoji hypertenze a nékte-
rych dalSich pridruzenych chorob,
jako jsou napft. obezita, dyslipoprotei-
nemie nebo metabolicky syndrom.

Resent vyzkumného grantu bylo pod-
poreno projektem IGA MZ CR dislo
NA-7171-3.
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