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SOUHRN

Prace ma dvé ¢asti. Prvni ¢ast byla provadéna v ramci SirSiho vyzkumu
kandidatnich gent v etiologii arteridlni hypertenze zvlasté v systému renin
angiotensin aldosteron se zamétfenim na aldosteron syntazu a vliv jejiho
polymorfismu na krevni tlak, humoralni parametry a srde¢ni hypertrofii.
Druha ¢ast se zabyva hodnocenim preklinickych stadii aterosklerdézy u
hypertoniku, ktefi neméli zadna jina rizika vzniku aterosklerézy kromé
hypertenze. Hodnotili jsme endotelialni dysfunkci a hladiny cytoadhesivnich
molekul jako marker( ¢asného poskozeni cévni stény u pacientd a jejich reakci
na lécbu.

Cist I. Polymorfismus aldosteron syntazy (CYP11B2) -344 T/C ve vztahu
k arterialni hypertenzi a hypertrofii levé komory srde¢ni

Uvod: Aldosteron je kli¢ovym efektorem systému renin angiotensin aldosteron
RAAS. Enzymem, ktery urcuje rychlost syntézy aldosteronu je aldosteron
syntaza CYP11B2. V oblasti jejiho promotoru, kam se vaze steroidogennim
faktor -1, byl popsan polymorfismus -344T/C.

Design a metody: Zjistovali jsme, zda tento polymorfismus miize ovlivnit
hmotnost levé komory a plasmatické hladiny reninu a aldosteronu na
konzistentnim souboru mladych zdravych muzi n=113. Déle jsme zjistovali
vztah genotypu T-344C CYP11B2 K arterialni hypertenzi na souboru, 1ééenych
hypertonikti n= 139 s kontrolovanou hypertenzi, pacientt s rezistentni
hypertenzi n= 74 a zdravych kontrol sttedniho véku n= 156. Genotyp jsme
stanovovali metodou PCR- RFLP (restriction fragment length polymorphism).
Kardialni parametry byly hodnoceny echokardiograficky.

Vysledky: U mladych zdravych dobrovolnikti jsme zjistili signifikantné vyssi
hodnoty plasmatické reninové aktivity u nositelt alely TT (2.7 +/- 1.7 vs 1.8
+/- 1.0 vs 1.8 +/- 1.1 ng/ml/h, p < 0.01, hodnoty pro TT, TC, CC). Nositelé
genotypu TT v pritomnosti vyssi reninové aktivity maji statisticky vyznamné
vy$8i index hmotnosti levé komory (95 +/- 17 vs 84 +/- 16 vs 81 +/- 15 g/m?,

p < 0.05 hodnoty pro TT, TC, CC).

U pacientt s arteridlni hypertenzi jsme demonstrovali signifikantni rozdil

V Cetnosti alel oproti zdravym kontrolam. Genotyp CC se vyskytuje Cast&ji u
normotenznich kontrol p<0,01, zatimco alela T se vyskytuje ¢astéji u pacientii
s arterialni hypertenzi p<0,05.

Zavér: Genotyp TT -344 T/C polymorfismu aldosteron syntazy (CYP11B2) je
asociovan s arterialni hypertenzi a hypertrofii levé komory srdecni.



Cast I1. Endotelialni dysfunkce u nekomplikované arteriilni hypertenze a
vliv 1é¢by inhibitory ACE

Uvod: Endotel je jednim z nejvétsich organti v lidském téle. Rizikové faktory
ateroskler6zy jako koufeni, hypertenze, dyslipidemie a hyperglykémie
zpisobuji dysfunkci endotelu. U pacientti s arteridlni hypertenzi je endotelialni
dysfunkce charakterizovana poruchou na endotelu zavislé vazorelaxace,
zvySenou adhezivitou a permeabilitou endotelialnich bunék. Pii poskozeni
endotelu dochézi k expresi cytoadhesivnich molekul a cytokind a nasledné
migraci zanétlivych bunék do cévni stény. Cytoadhesivni buiiky jsou z povrchu
endotelii odlu¢ovany do krevniho toku, kde mohou slouzit, jako marker
dysfunkce endotelu.

Design a metody: Zjistovali jsme pomoci laboratornich markera stupeii
endotelialni dysfunkce u hypertonikd n=22 bez jakychkoli projevii organového
postizeni a bez dalSich aterogennich faktor( oproti zdravym kontrolnim
jedincim n=22. Sledovali jsme hladiny cirkulujicich adhesivnich molekul, von
Willebrandova faktoru (vW{), endothelinu a koagulacnich parametrt.

Pak jsme zjistovali, zda 3 mé&si¢ni 1é¢ba inhibitorem ACE (po ptedchozim
vysazeni antihypertenzni 1é¢by na 3 tydny) povede ke zlepSeni endotelidlni
funkce a k poklesu hladin cirkulujicich cytoadhesivnich molekul v plasmé.
Vysledky: Potvrdili jsme znamky endotelialni dysfunkce u nekomplikované
esencialni arterialni hypertenze, jesté bez projevii organového postiZeni,

s vy§8imi hladinami ICAM-1 (238 vs 208 ng/ml, P = 0.02), vWf (119 vs 105
1U/dl, P < 0.05) and endothelinu-1 (5.76 vs 5.14 fmol/ml, P < 0.05), ve
srovnani se zdravymi kontrolami. Po 1é¢b¢ inhibitory ACE doslo

k vyznamnému poklesu plasmatického endotelinu-1 (5.76 vs 5.28 fmol/ml, P <
0.01). V ostatnich parametrech jsme zaznamenali piiznivy trend bez statistické
vyznamnosti.

Zavér: Systém renin angiotensin aldosteron je klicovym mechanismem
podilejicim se na endotelidlni dysfunkeci jiz ¢asnych stadiich nekomplikované
hypertenze bez organovych postizeni. Blokada systému renin angiotensin
aldosteron je pfizniva jiz na pocatku onemocnéni nez dojde k poskozeni cévni
stény a organovym komplikacim.

Kli¢ova slova: Aldosteron, aldosteron syntaza, CYP11B2, polymorfismus
genu, systém renin angiotensin aldosteron, mineralokortikoidni receptor,
arteridlni hypertenze, hypertrofie levé komory, RFLP, polymorfismus
restrikénich fragment.

Endotelialni dysfunkce, cytoadhesivni molekuly, ICAM-1, von Willebrandiv
faktor, endotelin, E-selektin, angiotensin konvertujici enzym, inhibitor ACE,
quinapril



ABSTRACT

Part I. The aldosterone synthase gene (CYP11B2) polymorphism T-344C in blood
pressure and left ventricular hypertrophy.

BACKGROUND: Aldosterone is a key cardiovascular hormone, it significantly
influences volume, pressure and electrolyte balance. Aldosterone plays an important
role in development of left ventricular (LV) hypertrophy and myocardial fibrosis. The
aldosterone synthase gene (CYP11B2) is an important candidate gene region in
essential hypertension.

DESIGN AND METHODS: We assessed the influence of the T-344C polymorphism of
aldosterone synthase - the rate-limiting enzyme in aldosterone biosynthesis - on the
structure of the left ventricle in 113young normotensive mid-European Caucasian men
(mean age 27 +/- 5 years).

We also studied the association of -344T/C polymorphism with the presence and
severity of hypertension in 369 individuals, of whom 213 were hypertensive patients
(139 controlled hypertensive, 74 resistant hypertensive) and 156 were healthy
normotensive subjects.

The genotype was assessed using PCR-RFLP method. Plasma renin activity (PRA) and
plasma aldosterone were measured by conventional RIA. LV mass was assessed by
echocardiography by using M-mode based ASE formula.

RESULTS: In the population of normotensive young men the distribution of the
genotypes was TT 23%: TC 55%: CC 22%. There were no differences in blood pressure
among the groups. Men with the TT genotype had significantly higher levels of PRA
(2.7 +/- 1.7 vs. 1.8 +/- 1.0 vs. 1.8 +/- 1.1 ng/ml/h, p < 0.01) and slightly higher plasma
levels of aldosterone (113 +/- 64 vs 93 +/- 43 vs. 87 +/- 39 pg/ml, p = 0.12). In the
whole population, LV mass index (LVMI) did not differ significantly among the
genotypes (92 +/- 16 vs. 86 +/- 18 vs. 84 +/- 16 g/m, p=0.20). In the population divided
according to PRA, subjects with higher renin had significantly higher LVMI in presence
of the TT genotype (95 +/- 17 vs. 84 +/- 16 vs. 81 +/- 15 g/m?, p < 0.05).

In the hypertensive cohort, the distribution of genotypes in normotensive controls and
hypertensive subjects were: TT 25.6 vs. 31.9 %, TC 51.9 vs. 57.3 % and CC 22.4 vs.
10.8 %. Subjects carrying the -344T allele had a greater risk of hypertension compared
to those having C allele (x*=5.89, p<0.05). The frequency of CC genotype was
significantly lower in hypertensive patients than in normotensive controls (¥?=9.44,
p<0.01). A stepwise logistic regression analysis confirmed these findings.
CONCLUSIONS: We found that the TT genotype of T-344C polymorphism of
aldosterone synthase gene was associated with significantly higher levels of PRA in
normotensive men. In subjects with high PRA, the TT genotype was associated with
higher values of the LVMI.

We did not find any association of -344T/C variant with the resistance of hypertensive
patients to combination therapy, but we observed an association of -344T/C
polymorphism of aldosterone synthase gene with increased risk of hypertension. These
results support a potential role of -344T/C CYP11B2 gene polymorphism in genetic
predisposition to develop hypertension.



Part I1. : Circulating cell adhesion molecules and markers of endothelial
dysfunction in uncomplicated essential hypertension and the effect of treatment
with angiotensin converting enzyme inhibitors

BACKGROUND: The endothelium lines all blood vessels in the human body, its
impaired function is a basic factor in the genesis and development of vascular disease.
In patients with arterial hypertension endothelial dysfunction is characterized by an
impaired endothelium dependent relaxation, increased adhesion and permeability of
endothelial cells, structural changes of the vascular wall. When the endothelium is
damaged by released cytokines an increased expression of adhesion molecules occurs,
adhesion and migration of inflammatory cells across the vascular wall. Cytoadhesion
molecules are released from the surface of the endothelium into the circulation where
the rise of their plasma levels can serve as a marker of endothelial damage.

DESIGN AND METHODS: The aim of our study was to examine whether the
circulating cell adhesion molecules, von Willebrand factor (vWf) and endothelin-1, are
elevated in patients with essential hypertension with no other risk factors for
atherosclerosis and thus may serve as a markers of endothelial dysfunction in
uncomplicated hypertension. We also studied the effect of treatment with the ACE
inhibitor, quinapril, on levels of endothelial dysfunction markers. The levels of adhesion
molecules (intercellular cell adhesion molecule-1 [ICAM-1], E-selectin, P-selectin), von
Willebrand factor (vWf) and endothelin-1 were measured in patients with hypertension
before and after treatment with quinapril n = 22 and in normotensive controls n = 22.
RESULTS: Compared with normotensive subjects, the hypertensive patients had
significantly higher levels of ICAM-1 (238 vs. 208 ng/ml, P = 0.02), vWf (119 vs. 105
1U/dI, P < 0.05) and endothelin-1 (5.76 vs. 5.14 fmol/ml, P < 0.05). Three-month
treatment of hypertensive patients with quinapril led to a significant decrease in the
levels of endothelin-1 (5.76 vs. 5.28 fmol/ml, P < 0.01). We did not observe significant
changes in the levels of adhesion molecules and vWf after ACE inhibitor treatment,
although a trend toward a decrease was apparent with all these parameters.
CONCLUSIONS: Patients with uncomplicated hypertension with no other risk factors
of atherosclerosis had significantly elevated levels of ICAM-1, vWT, and endothelin-1.
Our data suggest that these factors may serve as markers of endothelial damage even in
uncomplicated hypertension. In hypertensive patients, treatment with the ACE inhibitor
quinapril resulted in a significant decrease in endothelin-1 levels. These findings
indicate a beneficial effect of ACE inhibitors on endothelial dysfunction in hypertensive
patients.

Keywords: Aldosterone, aldosterone synthase, CYP11B2, gene polymorphism, renin
angiotensin aldosterone system, mineralocorticoid receptor, arterial hypertension, left
ventricular hypertrophy, RFLP, restriction fragment length polymorphism

Endothelial dysfunction, cytoadhesive molecules, ICAM-1, von Willebrand factor,
endothelin, E-selectin, angiotensin converting enzyme, ACE inhibitor, quinapril.



CAST I. ALDOSTERON SYNTAZA A VLIV JEJIHO POLYMORFISMU
NA KREVNI TLAK A STRUKTURU LEVE KOMORY SRDECNI

UvoD

Aldosteron je kli¢ovym efektorem systému renin angiotensin aldosteron
RAAS. Je syntetizovan v nadledvinach v zona glomerulosa a vaze se na
specifické mineralokortikoidni receptory v epitelialnich tkanich — v distalnim
tubulu ledvin a v colon, kde reguluje hospodateni se sodikem a vodou a
extracelularnim objemem, tim urcuje jeden ze zakladnich parametra krevniho
tlaku. Aldosteron ma kromé regulace krevniho tlaku i dalsi efekty i na
kardiovaskularni aparat. Mineralokortikoidni receptor byl popsan

v kardiomyocytech, fibroblastech, buiikach hladkych svalti stény cévni a

v monocytech — makrofazich. Aldosteron mize byt syntetizovan i lokalné

v myokardu a v cévni sténg, kde pisobi jako autokrinng a parakrinni hormon,
zvlasté za abnormalnich stavli — napf. pfi zvySeném napéti ve sténé levé
komory srde¢ni. Aldosteron zvySuje expresi receptort pro angiotensin I1. Tim
vytvaii pozitivni zpétnou vazbu pro vlastni syntézu. Aldosteron ma také rychly
negenomicky efekt pfes membranovy receptor, ktery byl recentné popsan a
oznacen jako GPR30. Nadprodukce aldosteronu vede k hypertrofii myokardu,
perivaskularnimu zanétu a k fibroze myokardu. Aldosteron také zvysuje
aktivitu sympatického systému tim, Ze snizuje zpétné vychytavani
noradrenalinu na nervovych zakoncenich. V rozsahlych randomizovanych
studiich u pacientd se srde¢nim selhanim pfidani inhibitora
mineralokortikoidnich receptorti k optimalni 1é¢bé srde¢niho selhani inhibitory
ACE a betablokatory vyrazné snizovalo mortalitu. Inhibice systému renin
angiotensin aldosteron vede k zlepseni endotelidlni funkce a regresi hypertrofie
a fibrotizace myokardu. Recentné bylo prokazano, ze zmény navozené

Vv cévach a v ledvinach angiotensinem II lze blokovat podavanim antagonista
aldosteronu. To sv&d¢i pro dulezitéjsi roli aldosteronu v patofyziologii
vaskularnich zmén a pro zasadni roli lokalnich systémt RAAS.

Enzymem, ktery uréuje rychlost syntézy aldosteronu je
aldosteron syntaza - CYP11B2. V oblasti jejiho promotoru, kam se vaze
steroidogennim faktor -1, byl popsan polymorfismus T/C. V nékterych pracich
byla popséna asociace tohoto polymorfismu resp. genotypu CC s rozmérem
levé komory srdecni a nizsi natriuretickou odpovédi na zatéz soli. V jinych
studiich byl genotypu TT asociovan s hypertenzi a hypertrofii levé komory
srde¢ni na souborech, které v§ak nebyly vzdy konzistentni a u pacientd, ktefi
jiz napf. uzivali antihypertenzni lécbu.



HYPOTEZA

Polymorfismus aldosteron syntazy v oblasti jejiho promotoru -344 T/C,
V misté, kam se vaze steroidogennim faktor SF-1, ovliviiuje hmotnost levé
komory srdec¢ni a vysi krevniho tlaku.

CIiLE PRACE

Sledovali jsme, zda polymorfismus T-344C genu aldosteron syntazy miize mit
vliv na vysi krevniho tlaku a masu levé komory srdecni.

Dale jsme zjist'ovali, zda mize mit vliv na hladiny nékterych humoralnich
pusobkd, zvlasté reninu a aldosteronu.

Zjistovali jsme vztah genotypu pro aldosteron syntdzu k zdvaznosti hypertenze
na souboru s rezistentni hypertenzi, hypertenzi korigovanou l1é¢bou a skupinou
zdravych kontrol odpovidajiciho véku.

METODY

Na populaci 113 mladych zdravych dobrovolnikt ve véku 18-40 let (pramér 27
+/- 5 let) jsme vySetfovali genotyp, hormonalni parametry a strukturalni a
funk¢éni kardidlni parametry.

Vztah Kk hypertenzi jsme studovali na populaci pacientl s esencialni hypertenzi
korigovanou 1é¢bou n=139, rezistentni hypertenzi n=74 a vysledky srovnavali
se zdravymi normotenznimi kontrolami stfedniho véku n=156.

Genotyp jsme hodnotili pomoci PCR s naslednym $t€penim restrik¢nim
enzymem (restriction fragment length polymorphism - RFLP) HAE 11 s
elektroforézou v gelu a vizualizaci etidium bromidem, pfesnost RFLP
metodiky byla ovéfena pfimou sekvenaci na vzorku vysSetfovanych.
Plasmaticka reninova aktivita a plasmaticka hladina aldosteronu byla métena
konvenéni RIA za pouziti kitu firmy Immunotech.

Pacienti byli vySeteni echokardiograficky, byly hodnoceny parametry
transmitralniho pritoku, rozmeéry levé komory srde¢ni a hmotnost levé komory
byla uréena pomoci M modu vzorcem urcujicim hmotnost LK jako rotacniho
elipsoidu podle americké spolecnosti pro echokardiografii ASE.

Statistické zpracovani bylo provedeno statistikem za pouziti JMP 3.2

statistického software (SAS Institute Inc. Carry, NC, USA). Data jsou
vyjadiena jako primérné hodnoty + smérodatna odchylka. Rozdily mezi
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jednotlivymi skupinami byly testovany analyzou rozptylu (ANOVA — analysis
of variance) a rozdily mezi dvéma skupinami byly provadény neparovym
Studentovym t-testem za pouziti Bonferoniho korekce. Jako statisticky
vyznamné vysledky byly povazovany hodnoty s p<0,05.

VYSLEDKY

U mladych zdravych dobrovolnikl jsme zjistili signifikantn€ vyssi hodnoty
plasmatické reninové aktivity u nositeld alely TT (2.7 +/- 1.7 vs. 1.8 +/- 1.0 vs.
1.8 +/- 1.1 ng/ml/h, p < 0.01, hodnoty pro TT, TC, CC). Poté, co jsme rozdé&lili
probandy podle medianu plasmatické reninové aktivity na ty s nizkym a
vyS$$im reninem, jsme zjistili, ze drzitelé genotypu TT v piitomnosti vyssi
reninové aktivity maji statisticky vyznamn€ vyssi index hmotnosti levé komory
(95 +/- 17 vs. 84 +/- 16 vs. 81 +/- 15 g/m?, p < 0.05 hodnoty pro TT, TC, CC).

U pacientt s arterialni hypertenzi jsme demonstrovali signifikantni rozdil

Vv Cetnosti alel oproti zdravym kontrolam. Genotyp CC se vyskytuje Castéji u
normotenznich kontrol p<0,01, zatimco alela T se vyskytuje ¢astéji u pacientil
s arterialni hypertenzi p<0,05. Na naSem souboru jsme nebyli schopni
demonstrovat asociaci vyskytu alely T s rezistentni hypertenzi.

DISKUSE:

Studie zkoumajici vliv polymorfismu -344T/C na krevni tlak a hypertrofii levé
komory srdecni byly Casto provadény na nekonzistentnich souborech. Snazili
jsme se proto odstranit z naSeho souboru v§echny mozné zavadgjici faktory,
vyloucili jsme i Zeny pro variabilitu hormonalnich hladin béhem cyklu.

Pfi posuzovani populace mladych zdravych dobrovolnikil jsme nebyli schopni
demonstrovat vyznamné rozdily ve strukturalnich parametrech levé komory
srde¢ni, pokud jsme vSak rozdélili probandy podle medianu plasmatické
reninové aktivity na ty s vy$§im a niz§im reninem, byli jsme schopni
demonstrovat signifikantné vyssi index hmotnosti levé komory srde¢ni.

Nejasnou je pticina statisticky vyznamné vyssi plasmatické reninové aktivity u
jedinct s TT genotypem pro aldosteron syntazu. Tento nas nalez vSak byl
potvrzen v metaanalyze Sookoiana na 5343 hypertonicich a 5882 kontrolach,
kde méli homozygoti TT vyssi plasmatickou reninovou aktivitu pfi
nezménénych hladinach plasmatického aldosteronu spolu s o 17% vyssim
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rizikem nositeltt TT Ze rozvinou arterialni hypertenzi oproti nositelim
genotypu CC.

Na zakladé nasich vysledkt a zdroji v pisemnictvi miiZzeme vypozorovat dva
intermediarni fenotypy:

1. TT genotyp a vyssi PRA se sklonem k hypertenzi a hypertrofii LK (ktera je
pravdépodobné zprostfedkovana také pres AT1R) s adekvatnim poklesem
plasmatického aldosteronu po zatézi soli a adekvatnim zvySenim exkrece
sodiku mo¢i po zatézi soli.

2. CC genotyp s relativné vétsim enddiastolickym rozmérem LK a snizenou
exkreci soli po zatézi a plasmatickymi hladinami aldosteronu, které adekvatné
neklesaji po zatézi soli.

Préce studujici vliv bézného polymorfismu v populaci mohou mit potencialni
praktické vyuziti ve farmakoterapii.

Pokud by se prokazalo vyznamné pisobeni urcitého polymorfismu v systému
tak dalezitém pro srde¢ni selhani a arteridlni hypertenzi a selhani ledvin, jakym
bezesporu systém RAAS je, pak by bylo mozno v souvislosti s 1é¢bou
stratifikovat pacienty napf. se srde¢nim selhanim nebo s hypertenzi a
hypertrofii srdce k v€asnéjsi a ptipadn¢ intenzivnéjsi 1écbeé nebo 1écbe
specifické podle genetické zatéze toho ¢&i kterého jedince.

ZAVERY
Obecné lze fici, Ze hypotézy jsme potvrdili.

V nasi studii jsme prokazali vztah mezi TT genotypem aldosteron syntazy,
hypertrofii LK a zjistili jsme, Ze pacienti s TT genotypem maji vyssi
plasmatickou reninovou aktivitu. Také jsme potvrdili asociaci alely T

s arterialni hypertenzi v ¢eské populaci.

Systém renin angiotensin aldosteron se dotyka dvou ze tii hlavnich
proménnych v regulaci krevniho tlaku. Jednak jeho efektor angiotensin II je
mocnym vasokonstriktorem a aldosteron nastavuje Groven intravaskularniho
objemu fizenim vstfebavani sodiku a vody. Aldosteron je jednim z
nepotentnéjSich rustovych faktorl pro vznik hypertrofie a fibrozy myokardu a
cévni stény. Navic jeho blokada pfiznive ptisobi na morbiditu i mortalitu u
pacientd s hypertenzi, ateroskler6zou a srde¢nim selhanim a selhanim ledvin.

11



CAST II. ENDOTELIALN{ DYSFUNKCE U NEKOMPLIKOVANE
ARTERIALN{ HYPERTENZE A VLIV LECBY INHIBITORY ACE

UvoD

Piisobenim vysokého krevniho tlaku dochédzi v malych a velkych tepnach
postupné ke zménam, které zpusobuji zavazné kardiovaskularni komplikace.
Prvnim stadiem jsou zmény na mikroskopické a celularni tirovni vnitini
vystelky cév, endotelu, ktery svou velikosti tvofi jeden z nejvétsich organt v
lidském téle. Rizikové faktory ateroskler6zy jako koufeni, hypertenze,
dyslipidemie a hyperglykémie zptsobuji dysfunkci endotelu. U pacientd

s arterialni hypertenzi je endotelialni dysfunkce charakterizovana riiznymi
zménami, hlavné poruchou na endotelu zavislé vazorelaxace — neschopnosti
tvorit NO — oxid dusnaty, zvySenou adhesivitou a permeabilitou endotelialnich
bunck. Pti poskozeni endotelu dochazi k expresi cytoadhesivnich molekul a

k produkci cytokinl a nasledné migraci zanétlivych bunék do cévni stény.
Tento krok je kliovy pro vznik aterosklerotického platu. Migrace
formovanych elementti je zprostitedkovana pravé cytoadhesivnimi molekulami.
Cytoadhesivni molekuly jsou z povrchu endotelii odlu¢ovany do krevniho
toku, kde mohou slouzit, jako marker dysfunkce endotelu.

V rozvoji endotelialni dysfunkce a zmén v cévni sténé hraje dulezitou roli
systém renin angiotensin aldosteron. Angiotensin II zvySuje transkripci
endothelinu -1, mocného lokalniho vasokonstriktoru a tlumi fibrinolyzu tim, Ze
zvySuje produkci inhibitoru aktivatoru plasminogenu (PAI-1). Aktivuje lokalni
syntézu aldosteronu, ktera ptispiva k zanétlivym zménam a tvorbé kyslikovych
radikalt, které prohlubuji endotelialni dysfunkci a spousti produkci cytokini
napt. MCP-1 a cytoadhesivnich molekul jako napt. ICAM-1.

V predchozich studiich bylo prokazano, ze mnozstvi cirkulujicich solubilnich
cytoadhesivnich molekul koreluje pfimo s mnozstvim exprimovanych ICAM-1
a E-selektinu na povrchu endotelialnich bunék. Dale bylo demonstrovano, ze
pacienti s diabetem mellitem a esencialni hypertenzi maji vyssi hodnoty
solubilnich cytoadhesivnich molekul ICAM -1 a VCAM-1, E selectinu a von
Willebrandova faktoru (vWT). Vyssi hladiny solubilniho P selektinu byly
nalezeny v korelaci s vy$§im rizikem budouciho infarktu myokardu a
kardiovaskularniho umrti. Dale byly nalezeny vyrazné vysoké hodnoty
solubilnich cytoadhesivnich molekul u pacientii s renovaskularni a maligni
hypertenzi, stavy, které jsou spojeny s vysokou aktivitou systému RAAS.
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HYPOTEZY

1. Pacienti s nekomplikovanou hypertenzi bez jakychkoli klinickych znamek
ateroskler6zy jiz maji molekularni subklinické znamky postizeni endotelu ve
smyslu zménénych hladin cytoadhesivnich molekul a vasoaktivnich pisobkt
jako napt. endotelinu-1 oproti srovnatelnym zdravym kontrolam.

2.V postizeni cévni stény jiz v takto casnych stadiich esencidlni hypertenze
predpokladdme kli€ovou roli systému renin angiotensin aldosteron, proto
predpokladédme, Ze inhibice tohoto systému inhibitorem konvertujiciho enzymu
u pacientl s nekomplikovanou esencidlni hypertenzi zptisobi detekovatelné
zmény v hladinach markerd endotelialni dysfunkce — cytoadhesivnich molekul
a vasoaktivnich ptisobkt.

CIL PRACE

Cilem studie bylo zjistit, zda pacienti s nekomplikovanou esencialni hypertenzi
budou mit vyssi hodnoty solubilnich cytoadhesivnich molekul, pfipadné von
Willebrandova faktoru (vVWf) a endotelinu-1 ve srovnani se zdravymi
kontrolami.

Dale jsme studovali efekt 1é¢by inhibitorem angiotensin konvertujiciho enzymu
(ACE) quinaprilem na markery endotelialni dysfunkce. Ocekavali jsme, Ze
tfimesicni 1éCba inhibitorem angiotensin konvertujictho enzymu mize mit
ptiznivy vliv na hladinu cytoadhesivnich molekul a ptipadné na dal§im zmény
v koagula¢nich a humoralnich parametrech.

METODIKA

Vsem pacientim byly odebrany vzorky krve rano nala¢no poté, co lezeli 20
minut v klidu na zadech. VySetfovali jsme standardni parametry (sedimentace
erytrocytt, biochemické vySetieni séra, krevni obraz, lipoproteinové spektrum,
hemokoagula¢ni parametry a CRP). Hladiny solubilnich cytoadhesivnich
molekul byly stanoveny pomoci komer¢nich kit pouzivajicich metodu ELISA
(enzyme linked immunosorbent assay) firmy RD Systems, Abingdon, UK.
Monoklonalni protilatky byly specifické pro E- selectin, P- selectin a ICAM-1.
Hladina von Willebrandova faktoru byla méfena komerénim ELISA kitem s
pouzitim specifického krali¢i protilatky (Asserachrom, Diagnostica Stago,
Francie). Hladiny plasmatického endothelinu jsme méftili komercni
radioimmunoeseji (firmy DRG — Instruments GmbH, Marburg, Némecko).
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Statistické zpracovani bylo provedeno statistikem pomoci JMP 3.2.2 software.
Srovnani mezi pacienty a zdravymi kontrolami bylo provadéno Studentovym t-
testem. Test Mann-Whitney byl pouzit k porovnani hladin PAI (Plasminogen
activator inhibitor). Zmény v hladinach solubilnich cytoadhesivnich molekul
pred 1écbou a po 1é¢bé byly porovnany parovym Studentovym t- testem. PAI
hodnoty byly hodnoceny Wilcoxonovym testem. Hodnoty pro p <0,05 byly
povazovany za statisticky vyznamné.

1é¢bu na 3 tydny a poté byly teprve provedeny bazalni odbéry sledovanych
parametrti. Nové diagnostikovani hypertonici byly vySetfeni rovnou. Po odbéru
sledovanych parametrti byl nemocnym nasazen quinapril v davce 5-40 mg/den
titrované dle krevniho tlaku. Primérna davka qinaprilu byla 13,2 mg + 8,3 mg.
Primérny systolicky krevni tlak klesl pti 1é¢bé quinaprilem ze 143 + 15 na
137+ 15 mm Hg. Diastolicky tlak poklesl z 94 + 8 na 88 = 9 mm Hg.

VYSLEDKY

Mladi hypertonici bez klinickych projevt aterosklerdzy jiz méli vyssi hladiny
ICAM-1 (238 vs. 208 ng/ml, P = 0.02), vWf (119 vs 105 1U/dl, P < 0.05) and
endothelinu-1 (5.76 vs. 5.14 fmol/ml, P < 0.05), ve srovnani se zdravymi
kontrolami.

Po tfimési¢ni 16¢b¢ inhibitory ACE doslo k vyznamnému poklesu
plasmatického endotelinu-1 (5.76 vs. 5.28 fmol/ml, P < 0.01). V ostatnich
parametrech jsme zaznamenali pfiznivy trend bez statistické vyznamnosti.

DISKUSE

Potvrdili jsme laboratorni znamky endotelialni dysfunkce jiz u nekomplikované
esencialni arterialni hypertenze, jesté bez projevi organového postiZeni.

Studie s cytoadhesivnimi molekulami u hypertonikid byly doposud provadény
vétsinou na souborech pacientd, kteti méli manifestni aterosklerotické
postizeni nebo jiné zavazné metabolické zmeény. Nas soubor byl homogenni a
umoznil studovat ,,Cisté hypertenzi* navozené zmény endotelu bez dalSich
matoucich faktord. Skupina zdravych dobrovolniki, ktefi méli odpovidajici
vek, antropometrické i zdkladni biochemické parametry ukazuje rozdil funkce
endotelu u zdravych jedinct a jinak zdravych pacientd pouze s vy$8§im krevnim
tlakem, kde by vyvolavatelem zmén mély byt pouze mechanické zmény
pusobici na endotel — zvySeny pulsatilni tlak a zvySené smykové napéti.
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Neocdekavali jsme nalez vy$sich hladin vWT, které byly v pisemnictvi doposud
spojovany s pokroc¢ilymi stavy aterosklerozy.

Zjistili jsme vy$8i bazalni hladiny endotelinu -1 i jejich
signifikantni pokles po 1écbé inhibitorem ACE. Blokadou systému RAAS
dochazi ke snizovani angiotensinem Il navozené exprese ET- 1. Navic inhibici
aktivity ACE — je snizovano odbouravani bradykininu, ktery ma na endotel
ptiznivé vasodilatacni a antitrombotické ucinky. Blokadou ACE také dochazi
ke snizeni produkce aldosteronu, protoze hlavnim stimulem jeho tvorby
v nadledving i v cévni sténé je puisobeni angiotensinu Il na AT, receptor.

Nebyli jsme schopni demonstrovat signifikantni pokles ostatnich
parametrt po tiimesicni 1écbé inhibitorem ACE. Muze se jednat o chybu
malych ¢isel, nas soubor byl sice velmi dobie definovany, ale ne pfili§
rozsahly. Dalsi moznou pfi¢inou je relativné nizsi davka inhibitoru ACE.
Agresivngj$i davkovani by mohlo pfinést zietelnéjs$i zmény. Existuje evidence,
ze hladiny cytoadhesivnich molekul souvisi s vy$i davky inhibitoru ACE a
vétsina rozsahlych klinickych mortalitnich studii, kterd prokazala ptiznivy vliv
uzivani inhibitord ACE pouzivala davky 1,5 - 2x vys§i, nez je bézné v praxi.

Systém renin — angiotensin - aldosteron ovliviiuje ¢asné
endotelialni molekularni zmény u pacientd s mirnou hypertenzi, u kterych jesté
nedoslo k rozvoji organovych komplikaci. Lécba arteridlni hypertenze
inhibitory ACE pomaha normalizovat poskozenou funkci endotelu.

ZAVER

V nasi studii jsme prokazali u pacientd s nekomplikovanou arterialni
hypertenzi bez klinickych znamek ateroskler6zy zvysené hladiny cirkulujicich
markert endotelidlni dysfunkce v plasmé oproti zdravym kontrolam. Déle jsme
prokazali vyznamny pokles hladin vasokonstriktoru endotelinu-1 po 3 mésicich
1é¢by inhibitory ACE u pacientl s nekomplikovanou arterialni hypertenzi.
Domnivame se, ze zasah do systému renin angiotensin aldosteron je klicovy jiz
na zacatku lécby esencidlni hypertenze v obdobi subklinickych organovych
zmén.

Systém renin — angiotensin - aldosteron funguje jako jeden z hlavnich
regulacnich systému fidicich krevni tlak a intravaskularni objem. Navic
vyznamng ovliviiuje trofické a zané€tlivé zmeény cévni st€ny a myokardu.
Studium genetickych predispozici i Casnych zmén na urovni molekul ve sténé
cévni v pocateCnich stadiich hypertenze miize pomoci zkvalitnit a zacilit 1écbu
hypertenze a v€as zabranit orgdnovym komplikacim.
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