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II. STRESZCZENIE

Choroby uktadu krazenia s3 gléwng przyczyng inwalidztwa oraz przedwczesnej
umieralno$ci w krajach rozwinigtych. Pomimo znacznych dokonan w zakresie
profilaktyki 1 leczenia chordb sercowo-naczyniowych, istnieje nadal potrzeba
rozwijania modeli patafizjologicznych dla lepszego zrozumienia i zmniejszenia ryzyka
Sercowo-naczyniowego.

Rozréznienie naturalnego starzenia narzadow od wczesnych objawow choroby jest
jednym z najistotniejszych zagadnien medycznych ostatnich lat. Wyrazem wczesnych
powiktan naczyniowych w przebiegu nadci$nienia tetniczego jest zmiana wilasciwosci
$cian naczyn tetniczych przejawiajacych si¢ utrata elastycznosci 1 zwigkszeniem ich
sztywnosci. W ostatnich latach podkresla si¢ wysoka warto$¢ predykcyjna sztywnosci
tetnic w ocenie ryzyka powiktan sercowo-naczyniowych, a takze mozliwo$¢ wczesnego
wykrywania niekorzystnych rokowniczo zmian w ukladzie naczyniowym w réznych
grupach chorych, w tym z nadci$nieniem tetniczym. Sztywno$¢ naczyn mozna
traktowaé jako ,tkankowy” marker ryzyka sercowo-naczyniowego, ktory kumuluje
dlugoterminowy wptyw klasycznych czynnikéw ryzyka (np. zaburzen gospodarki
weglowodanowej czy lipidowej) oraz wieku, czyli naturalnego procesu starzenia
organizmu. Jednak wiek 1 czynniki ryzyka nie ttumacza calkowicie obserwowanej
sztywnosci naczyn 1 zmienno$ci mig¢dzyosobniczej u chorych z nadcisnieniem
tetniczym, co moze sugerowac podtoze genetyczne zjawiska.

Dlatego gléwnym celem niniejszej rozprawy bylo: 1) stwierdzenie zwigzku
polimorfizméw pojedynczego nukleotydu (SNP, ang. single nucleotide polymorphism)
z whasciwos$ciami $cian duzych tetnic ocenianymi na podstawie pomiaru udowo-szyjnej
predkosci fali tetna (PWV, ang. pulse wave velocity) oraz 2) zaproponowanie modeli
opartych na polimorfizmach SNP, przewidujacych ryzyko przedwczesnego starzenia
naczyn tetniczych oraz ryzyko sercowo-naczyniowe.

W pracy analizowano tacznie 168 polimorfizméw SNP wybranych na podstawie
opublikowanych wynikow badan asocjacyjnych catego genomu (GWAS, ang. genome-
wide association study). Wykazaly one zwigzek z fenotypami sercowo-naczyniowymi
m.in. z ci$nieniem krwi, gospodarka lipidowa czy ryzykiem zawalu serca. Stosujac
rézne modele dziedziczenia, zidentyfikowano tacznie 50 polimorfizméw SNP, ktore
wyjasnity od 0,24% do 1,14% zmiennosci PWV na poziomie istotno$ci co najmniej
p<0,1. Otrzymane wyniki potwierdzajg hipotezg, ze rdézne fenotypy sercowo-
naczyniowe moga by¢ manifestacja kliniczng czgsciowo wspolnego podioza
genetycznego, a sztywno$¢ naczyn mozna traktowa¢ zarowno jako fenotyp posredni dla
zdarzen sercowo-naczyniowych, jak i fenotyp koncowy, bedacy konsekwencja zwigzku
z tradycyjnymi czynnikami ryzyka sercowo-naczyniowego.

Nastepnie na podstawie SNP, ktore wykazaly istotny zwigzek z parametrem PWV,
skonstruowano zliczone punktacje ryzyka genetycznego (GRS, ang. genetic risk score),
ktore sumuja efekt pojedynczych polimorfizméw SNP. Wykazano, ze wraz ze
wzrostem punktacji GRS (4. z liczbg niekorzystnych alleli), wzrasta $rednia warto$§¢
parametru PWYV. Potwierdza to hipoteze predyspozycji genetycznej przedwczesnego
starzenia naczyn, co moze pomoc w przewidywaniu niekorzystnych zmian wlasciwosci
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scian duzych tetnic (sztywno$ci naczyn) na wczesnym etapie zmian narzgdowych lub
nawet jeszcze przed ich wystgpieniem. Potwierdzono takze, ze GRS wyjasniajg wieksza
cz¢s¢ zmiennosci parametru PWV niz kazdy z polimorfizméw SNP osobno. Procent
wyjasnionej zmiennosci parametru PWV wynosit od 1,92% do 8,42%. Na podstawie
skonstruowanych GRS i/lub klasycznych czynnikéw ryzyka sercowo-naczyniowego
zaproponowano modele predykcyjne szacujace ryzyko przedwczesnego starzenia
naczyniowego ocenianego na podstawie parametru PWV oraz modele szacujace ryzyko
zdarzen sercowo-naczyniowych.

Replikacja 1 walidacja zaproponowanych modeli predykcyjnych pozwoli stwierdzi¢
czy GRS wigza si¢ niezaleznie z ryzykiem przedwczesnego starzenia naczyh oraz
ryzykiem sercowo-naczyniowym. I jesli tak, to czy zmieniaja klasyfikacj¢ chorego pod
wzgledem ryzyka 1 rokowania w kilkuletniej perspektywie. Potwierdzenie zdolnosci
predykcyjnej tych modeli moze w przysztosci skuteczniej ukierunkowaé dziatania
o charakterze prewencyjnym i podja¢ efektywne leczenie chorych, co w konsekwencji
moze zmniejszy¢ ryzyko rozwoju powaznych powiklan nadcis$nienia tetniczego.
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II. WYKAZ SKROTOW
Skrot Angielska nazwa Polska nazwa
ABPM Ambulatory blood pressure 24-godzinny pomiar ci$nienia
monitoring tetniczego
ACEI i’;ﬁgg’:sm converting enzyme Inhibitor konwertazy angiotensyny
ACR Albumine/creatinine ratio Stosunek albumina/kreatynina
Alx Augmentation index Wspotczynnik wzmocnienia
ANOVA  Analysis of variance Jednoczynnikowa analiza wariancji
ARB Angiotensin receptor blocker Antagonista receptora angiotensyny
BB Beta blocker B-bloker
BMI Body mass index Wskaznik masy ciata
CABG Coronary artery bypass graft Pomostowanie aortalno-wiencowe
CAD Coronary artery disease Choroba niedokrwienna serca
CCB Calcium channel blocker Antagonista kanalow wapniowych
cDBP Central diastolic blood pressure Centralne cis$nienie rozkurczowe
CHD Coronary heart disease Choroba wiencowa
CI Confidence interval Przedziat ufnosci
CvV Cardiovascular Sercowo-naczyniowe
DBP Diastolic blood pressure Cisnienie rozkurczowe krwi
DM1/DM2 Diabetes mellitus type 1/type 2 Cukrzyca typu 1/typu 2
Ds Distensibility Rozszerzalno$¢ naczynia
eGFR if;m“’ed A
: . Europejskie Towarzystwo
ESH European Society of Hypertension Na dclgéfl ienia Te tnic;[ego
EU European Union Unia Europejska
EVA Early vascular aging Syndrom przedwczesnego starzenia
naczyniowego
GRS Genetic risk score AT e S 7
genetycznego
GUMed Gdanski Uniwersytet Medyczny
GWAS Genome-wide association study Badania asocjacyjne catego genomu
HDL High density lipoprotein Lipoproteina o wysokiej gestosci
HF Heart failure Niewydolnos¢ serca
HR Heart rate Tetno
hsCRP High-sensitivity C-reactive protein Blalk(,) C—reaktywne THRESE,
czutosci
IFG Impaired fasting glucose Nieprawidtowa glikemia na czczo
IGT Impaired glucose tolerance Uposledzona tolerancja glukozy
IMT Intima-media thickness Grubos¢ kompleksu blony
wewnetrzne
IR Insuline resistance Insulinoopornos¢
KR Serum creatinine Kreatynina w surowicy
LDL Low density lipoprotein Lipoproteina o niskiej gestosci
LVMI Left ventricular mass index Wskaznik masy lewej komory serca
MAF Minor allele frequnecy Czestos¢ rzadszego allelu
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Skrot Angielska nazwa Polska nazwa

MALDI Ma{rix .assisted laser desorption Desorpcja laserowa z udziatlem
ionisation matrycy

MI Myocardial infarction Zawal mig$nia sercowego

MMP Matrix metalloproteinases Macierzowe metaloproteinazy

MS Metabolic syndrome Zespo6t metaboliczny

NO Nitric oxide Tlenek azotu

NT Nadcisnienie tetnicze

OR Odd ratio lloraz szans

PCR Polymerase chain reaction Lancuchowa reakcja polimerazy

PP Pulse pressure Ciénienie tgtna

PTCA Percutcmeous'translummal Al weienn
coronary angioplasty

PINT Polskie Towarzystwo Nadci$nienia

Tetniczego

PWV Pulse wave velocity Predkos¢ fali tetna

Q*CV fggge“}zd‘”w” determination o o1oovmnik walidacji krzyzowej

Q’Ext External validation coefficient Wspotczynnik walidacji zewngtrznej

r.z. Rok zycia

R Determination coefficient Wspotezynnik determinacji
renin-angiotensin-aldosterone Uktad renina-angiotensyna-

RAAS
system aldosteron

RMSEC  Reotmean square error of Sredni kwadratowy blad kalibracji
calibration

RMSECV Roqt mean square error of cross Sredpi kwadratowy btad walidacji
validation krzyzowej

RMSEP Roothm.ean square error of Sredni. kwadrgtowy btad
prediction przewidywania

SBP Systolic blood pressure Cisnienie skurczowe krwi

SD Standard deviation Odchylenie standardowe

SN Sercowo-naczyniowe np. ryzyko

SNP Single nucleotide polymorphism 112311(1{: (ir}]leim R et

TC Total cholesterol Cholesterol catkowity

TG Triglyceride Trojglicerydy

TIA Transient ischemic attack Przemijajacy atak niedokrwienny

TOD Target organ damage Uszkodzenie narzagdowe

TOF Time of flight Analizator masy typu przelotu

TOL Tolerance Wspotezynnik tolerancji

VIF Variance inflation factor Wspotezynnik inflacji

WHR i o B Stosunek obwodu pasa do obwodu

bioder
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IV. WSTEP

4.1. Epidemiologia chorob sercowo-naczyniowych i nadci$nienia
tetniczego

Choroby uktadu krazenia sa gtowng przyczyna inwalidztwa oraz przedwczesnej
umieralno$ci w krajach rozwinigtych. Z ich powodu co roku przedwczesnie umiera
2 miIn mieszkancéw Unii Europejskiej (UE), co stanowi blisko 40% wszystkich
zgonow. Wsrod chorob uktadu krazenia najczestsza przyczyna zgonu jest choroba
wiencowa 1 udar mozgu (odpowiednio 50% 1 30%). Ocenia si¢, ze mimo znaczgcych
postepow w diagnostyce i leczeniu, choroby sercowo-naczyniowe nadal pozostang
gloéwna przyczyng zgondw w wiekszosci krajow swiata (Nichols et al., 2013).

Dane za 2010 rok wskazaty, ze w Polsce z powodu choréb uktadu krazenia zmarto
ok. 80 tys. mezczyzn 1 91 tys. kobiet, co stanowi 41% wszystkich zgondw me¢zczyzn
146% wszystkich zgonéw kobiet. Co bardzo alarmujace, co trzeci zgon m¢zczyzn i co
dziesiagty zgon kobiet dotyczyl osob mlodych i w $rednim wieku tj. ponizej 64 r.z.
(Wojtyniak et al., 2012).

Choroby uktadu krazenia sa takze gléwna przyczyna chorobowosci i hospitalizacji.
Szacuje si¢, ze obcigzenie finansowe z powodu tej grupy chordob w 2006 roku wyniosto
blisko 110 mld € na terenie calej UE. W przeliczeniu na jednego mieszkanca UE,
roczny koszt leczenia chorob uktadu krazenia wynosi 223 €, co stanowi ok. 10%
catkowitych wydatkow na opieke zdrowotng (Humphrey et al., 2014). W Polsce, jak
wynika z raportu Narodowego Funduszu Zdrowia za 2004 rok, z powodu chorob uktadu
krazenia hospitalizowano w Polsce blisko 1 mln chorych, co stanowito 44% wszystkich
hospitalizacji (http://www.nfz.gov.pl, data dostgpu: 21.04.2014).

Badania epidemiologiczne, kliniczne i interwencyjne udowodnity, ze wérdd innych
ustalonych czynnikdéw ryzyka, nadci$nienie tetnicze wigze si¢ z istotnym wzrostem
ryzyka zard6wno zachorowania, jak i zgonu z powodu chorob uktadu krazenia. Wedhug
najnowszego raportu NATPOL 2011 (Ogolnopolskie Badanie Rozpowszechnienia
Czynnikow Ryzyka Chorob Uktadu Krazenia) na nadcis$nienie tetnicze choruje co trzeci
Polak (tj. 9,5 mln), a zagrozonych nadci$nieniem t¢tniczym jest kolejne drugie tyle.
W poréwnaniu z badaniem NATPOL 2002 zaobserowano natomiast zwigkszenie
prawidtowej kontroli ci$nienia tgtniczego z 12 do 26%. Niestety rownoczesnie 3,1 mln
chorych z nadci$nieniem tetniczym nie jest §wiadoma tego zaburzenia (Zdrojewski
etal., 2013).

4.2. Krazace biomarkery a biomarkery tkankowe

Wytyczne  Europejskiego  Towarzystwa Nadci$nienia  Tetniczego  (ESH,
ang. European Society of Hypertension) rekomenduja kontrolg klasycznych czynnikéw
ryzyka w potaczeniu ze zmiang nawykow zywieniowych 1 stylu zyciu jako najbardziej
skutecznego narzedzia zapobiegajacego chorobie sercowo-naczyniowej (Graham et al.,
2007; Mancia et al., 2007, 2014). Wyniki badania INTERHEART, obejmujacego grupe
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ok. 30 tys. chorych po przebytym zawale serce w 52 krajach, wskazaty na potencjalne
modyfikowalne czynniki, m.in. palenie tytoniu, nadcis$nienie tetnicze, cukrzyce, otylose,
zaburzenia gospodarki lipidowej, dietg, spozycie alkoholu 1 aktywnos¢ fizyczng, ktore
wyjasniaja ok. 90% ryzyka zawatu serca. Co bardzo wymowne, wymienione czynnika
ryzyka pozostaly takie same, niezaleznie od pici i wieku, rejonu $wiata, religii czy rasy
chorego (Yusuf et al., 2004).

Klasyczne skale ryzyka, jak amerykanska skala Framingham (Wilson et al., 1998)
czy opracowana dla populacji europejskiej skala Score (ang. European Systemic
COronary Risk Evaluation) (Conroy et al.,, 2003) charakteryzujg si¢ dobra jakoScig
predykcji indywidualnego 10-letniego ryzyka sercowo-naczyniowego u chorych z co
najmniej kilkoma czynnikami ryzyka. Jednakze moga one nie doszacowywac ryzyka
w pewnych grupach chorych, u ktérych mozna bytoby zastosowa¢ juz bardzo wczesng
profilaktyke i monitorowanie stanu zdrowia (Szyndler et al., 2011). Zaproponowano
wigc szereg innych biomarkerow, ktorych celem byto zwigkszenie precyzji stratyfikacji
indywidualnego ryzyka sercowo-naczyniowego, np. homocysteing i biatko C-reaktywne
wysokiej czutosci (hsCRP, ang. high-sensitivity C-reactive protein) (Lewington et al.,
2012; Stoner et al., 2013). Takie biomarkery, ktérych zwigzane sg ze krwig chorego,
nazwano tzw. ,,krazacymi” biomarkerami (ang. ,, circulating”” biomarkers). Wiele badan
wskazuje jednak na to, ze nowe biomarkery nie polepszaja znaczaco jakosci predyke;ji
ryzyka sercowo-naczyniowego, poza specyficznymi populacjami chorych (Lewington
et al., 2012; Penn i Klemes, 2013). Przyktadowo, Wang et al. (2006) wykazali, ze
zastosowanie nowych biomarkeréw, zaréwno pojedynczo jak i w kombinacjach, nie
poprawito jakoSci przewidywania zdarzen sercowo-naczyniowych w populacji
Framingham. Podobnie, chociaz wskazywano, ze biatko C-reaktywne wysokiej czutosci
(hsCRP) jest predyktorem incydentdow sercowo-naczyniowych w  roznych
uwarunkowaniach klinicznych, to jednak jego wartos¢ dodana w szacowaniu
catkowitego ryzyka sercowo-naczyniowego pozostata niepewna. Dlatego obecnie nie
zaleca si¢ jego pomiaru w celu podejmowania decyzji klinicznych u chorych na
nadci$nienie tetnicze (Mancia et al., 2014; Volpe i Tocci, 2009).

Zalecenia ESH mocno podkre$laja natomiast znaczenie subklinicznych zmian
narzagdowych w ocenie ryzyka sercowo-naczyniowego (Mancia et al., 2014).
Wykazano, ze subkliniczne uszkodzenia narzadowe (TOD, ang. target organ damage)
mogg reprezentowac etap posredni pomigdzy czynnikami ryzyka a zdarzeniem
sercowo-naczyniowym. Czesto parametry za pomocg, ktorych identyfikuje si¢ i ocenia
stopien zaawansowania TOD, okreslane s3 mianem ,tkankowych” biomarkerow
(ang. , tissue” biomarkers) (Korhonen et al., 2013; Neves et al., 2012).

W odroéznieniu od krazacych biomarkerdéw, ocena uszkodzen subklinicznych moze
skutecznie pomoc w identyfikacji chorych z grup duzego ryzyka sercowo-
naczyniowego, ktorzy wedlug standardowych skal ryzyka zostali zaklasyfikowani
do kategorii o matym lub umiarkowanym ryzyku sercowo-naczyniowym. Uwaza si¢, ze
TOD jest wynikiem kumulacji dlugoterminowego efektu wywieranego przez klasyczne
czynniki ryzyka iwiek chorego. Co wiecej, dzieki nowym, czulym technikom
diagnostycznym 1 obrazowym, TOD moga zosta¢ zidentyfikowane na etapie przed
manifestacja objawoOw klinicznych, w momencie kiedy zmiany moga by¢ jeszcze
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odwracalne (Laurent et al., 2012; Muiesan et al., 2013; Nilsson et al., 2009; Shlomai
etal., 2013).

Dobrze udokumentowanymi przyktadami subklinicznych uszkodzen narzagdowych
w przebiegu nadci$nienia tetniczego sa m.in. przerost lewej komory serca,
mikroalubinuria, pogrubienie kompleksu blony srodkowej 1 wewnetrznej tetnicy szyjnej
(IMT, ang. intima-media thickness), uposledzenie funkcji nerek oceniane na podstawie
stezenia kreatyniny i/lub klirensu kreatyniny oraz zwigkszona sztywnos$¢ naczyn, ktorej
w ostatnich latach poswigca si¢ coraz wiecej badan (Korhonen et al., 2013; Muiesan
et al., 2013; Neves et al., 2012; Shlomai et al., 2013).

4.3. Sztywnos¢ naczyn — marker ryzyka sercowo-naczyniowego

W ostatnich latach szczegdlna uwaga koncentruje si¢ na uszkodzeniach drzewa
naczyniowego okreslanych na podstawie sztywno$ci naczyn, cisnienia centralnego
krwi, grubosci kompleksu btony $rodkowej 1 wewnetrznej tetnicy szyjnej (IMT)
1 dysfunkcji §rodbtonka (Laurent i Boutouyrie, 2007a). Opublikowano wiele wynikéw
badan wskazujacych na silny zwigzek uszkodzen w matych naczyniach tetniczych
w sercu, mozgu, siatkowce 1 nerkach ze sztywnos$cig duzych naczyn tetniczych (Rizzoni
et al., 2009).

Sztywno$¢ naczyn mozna traktowacé jako ,tkankowy” marker ryzyka sercowo-
naczyniowego, ktory kumuluje dlugoterminowy wptyw czynnikow ryzyka sercowo-
naczyniowego oraz wieku, czyli naturalnego procesu starzenia organizmu (Wang et al.,
2008). Dla pordwnania, natgzenie klasycznych czynnikow ryzyka np. $rednie ci$nienie
krwi, stezenie lipidow oraz glukozy we krwi zmienia si¢ w czasie i pod wpltywem
stosowanego leczenia, dajac rézne wyniki 1 szacunki ryzyka sercowo-naczyniowego
w réznych punktach czasowych obserwacji chorego. Ztego powodu pomiar tzw.
krazacych biomarkeréw daje tylko chwilowy obraz stanu naczyniowego
(ang. ,,snapshot”) 1 nie pozwala oceni¢ dlugoterminowej ekspozycji na te czynniki
w przesztosci, co moze powodowac btedng klasyfikacje chorego pod wzgledem ryzyka
sercowo-naczyniowego (Nilsson et al., 2009). Dlatego, w odrdéznieniu od krazacych
biomarkeré6w, ocena sztywnos$ci naczyn, lacznie lub najlepiej niezaleznie od
klasycznych czynnikow ryzyka, moze poméc w identyfikacji chorych nalezacych do
grup duzego ryzyka, ktérzy wedlug klasycznych skal zostali zaklasyfikowani do
niskiego i umiarkowanego ryzyka sercowo-naczyniowego (Nilsson et al., 2013).
Ta reklasyfikacja wzgledem ryzyka sercowo-naczyniowego jest bardzo istotna
z klinicznego punktu widzenia, poniewaz zalecenia diagnostyczne 1 terapeutyczne
roznig si¢ dla chorych zakwalifikowanych do kategorii niskiego/umiarkowanego lub
wysokiego ryzyka (Mancia et al., 2014; Widecka et al., 2011).

4.4. Patofizjologia zjawiska sztywnosci naczyn

Zadaniem uktadu naczyniowego jest zapewnienie ciaglego przeptywu krwi do
tkanek i narzadéw. Odpowiadaja za to funkcja transportujaca, ktoéra zapewnia przeptyw
krwi z zachowaniem ci$nienia perfuzji do tkanek i narzadéw oraz funkcja amortyzujaca.
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Prawidlowe wlasciwosci naczyn tetniczych (gléwnie elastyczno$é) warunkujg
prawidtlowe rozchodzenie si¢ fali tetna w drzewie naczyniowym tj. zamiang
pulsacyjnego przeptywu wywolanego cyklem pracy serca na przeptyw ciagly oraz jej
wzmocnienie na obwodzie (Glagov et al., 1988; Wootton i Ku, 1999). W przypadku
prawidlowego starzenia si¢ organizmu, nast¢puje powolny wzrost sztywnosci naczyn,
ktorego konsekwencja jest wzrost predkosci rozchodzacej si¢ fali tetna wygenerowane;j
przez kurczaca si¢ lewa komorg serca (Greenwald, 2007). W stanach patologicznych
(np. w przypadku utrzymujacych si¢ podwyzszonych wartosci ci$nienia krwi)
obserwuje si¢ nadmierne sztywnienie naczyn w stosunku do wieku metrykalnego
chorego. Takie zjawisko w ostatnich latach zostalo zdefiniowane jako syndrom
przedwczesnego starzenia naczyniowego (EVA, ang. early vascular aging) (Nilsson,
2008a, 2008b, 2011).

Nadmierna sztywno$¢ naczyn tetniczych powoduje szereg niekorzystnych
konsekwencji, w tym szybszy powrdt fali odbitej, ktora dociera do aorty wstepujacej
w fazie skurczu serca, zwigkszajac istotnie wzmocnienie ci$nienia skurczowego.
To z kolei prowadzi do nadmiernego obcigzenia lewej komory i jej przerostu,
zwiekszonego zapotrzebowania serca na tlen oraz uposledzonego krazenia wiencowego
(Nichols 1 Edwards, 2001; Nichols i Singh, 2002; Saeki et al., 1995).

W nadcisnieniu tetniczym pierwotnym (zwlaszcza zle kontrolowanym) obserwuje
si¢ czesto nadmierng sztywno$¢ naczyn. Zjawisko to przypomina mechanizm tzw.
btednego kota, w ktérym nadci$nienie t¢tnicze mozna traktowaé zaré6wno jako
przyczyng, jak i konsekwencj¢ zwigkszonej sztywnosci naczyn tetniczych (Tomiyama
1 Yamashina, 2012). Utrzymujace si¢ podwyzszone ci$nienie krwi wewnatrz tetnic
uruchomia mechanizmy kompensacyjne, ktére pozwalaja na utrzymanie prawidtowego
naprezenia $ciany naczynia i zachowanie rownowagi hemodynamicznej. W pierwszym
etapie obserwowane jest zwiekszenie grubosci $ciany naczynia spowodowane wzrostem
ilosci elementow sprezystych oraz przebudowa strukturalna gtownie w obregbie btony
mig$niowej. Na tym etapie sztywno$¢ naczyn nie zmienia si¢ lub jest nieznacznie
zwigkszona. W przypadku dalej utrzymujacych si¢ wysokich warto$ci cisnienia krwi,
dochodzi do wyczerpania mechanizméw kompensacyjnych i wyraznego wzrostu
sztywno$ci naczyn ze wszystkimi jej konsekwencjami m.in. wzrostem centralnego
ci$nienia skurczowego (Cattan et al., 2006; Zieman et al., 2005).

4.5. Wartos¢ predykcyjna sztywnosci naczyn ocenianej na podstawie
predkosci fali tetna PWV

W ostatnich latach wykazano, Ze stopien sztywno$ci naczyn tetniczych jest
niezaleznym czynnikiem ryzyka $mierci ze strony ukladu sercowo-naczyniowego.
Podkresla si¢ wysoka warto§¢ predykcyjng oceny elastyczno$ci/sztywnosci tetnic
w ocenie ryzyka powiktan sercowo-naczyniowych, a takze mozliwo$¢ wczesnego
wykrywania niekorzystnych rokowniczo zmian w ukladzie naczyniowym w réznych
grupach chorych (Boutouyrie et al., 2002; Laurent et al., 2001, 2003a; Mattace-Raso
et al., 2006; Pereira et al., 2013; Ben-Shlomo et al., 2014; Willum-Hansen et al., 2006).
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W dokumencie, bedacym stanowiskiem ekspertoéw dotyczacym nieinwazyjnych
metod oceny sztywnos$ci duzych tetnic, uwzgledniono wyniki 11 dlugoletnich badan
wskazujacych na wartos¢ prognostyczng sztywnos$ci naczyn w ocenie ryzyka sercowo-
naczyniowego. Jako zloty standard w ocenie sztywnosci t¢tnic uznano pomiar predkosci
fali tetna pomiedzy tetnica szyjna a udowa (PWV) (Laurent et al., 2006). Warto$¢
prognostyczna parametru PWV, niezaleznie od innych klasycznych czynnikow ryzyka,
zostala udowodniona w wielu badaniach obejmujacych zarowno populacje generalna,
jak 1 nadci$nieniowa. M.in. badanie przeprowadzone w grupie 1045 chorych wskazato,
ze u osob z niepowiklanym nadci$nieniem pierwotnym warto$¢ parametru PWV
wykazuje niezalezng warto$¢ prognostyczng w zakresie $miertelnosci catkowitej
1 chorobowosci z przyczyn sercowo-naczyniowych, incydentow wiencowych i1 udarow
mozgu. Najwigksza wartos¢ predykcyjng PWV stwierdzono u tych chorych, ktorzy
wedlug skali Framingham zostali zakwalifikowani do grupy niskiego ryzyka (Laurent
et al., 2001). Obserwacje te zostaly rowniez potwierdzone przez Mattace-Raso et al.
(2006) oraz Willum-Hansen et al. (2006), ktorzy potwierdzili warto$¢ parametru PWV
jako niezaleznego predyktora umieralno$ci z przyczyn sercowo-naczyniowych
w populacji generalnej. Warto$¢ predykcyjna PWV pozostata taka sama nawet u tych
chorych, u ktorych stosowano leczenie wobec modyfikowalnych klasycznych
czynnikdéw ryzyka np. zaburzen gospodarki weglowodanowej czy lipidowej. Potwierdza
to wartos¢ predykcyjng PWV niezaleznie od stosowanego leczenia farmakologicznego
1 niefarmakologicznego.

Chociaz opublikowane wyniki badan wskazuja na liniowy zwigzek migdzy
sztywnoscig naczyn a incydentami sercowo-naczyniowymi, jako warto$¢ progowa
istotnych zmian wilasciwosci $cian tetnic u chorych znadci$nieniem tetniczym
zaproponowano warto$¢ powyzej 12 m/s. Od 2007 roku ocen¢ sztywnos$ci naczyn na
podstawie parametru PWV ujeto w wytycznych ESH (Mancia et al., 2007).

4.6. Czynniki genetyczne a sztywnos$¢ naczyn

Wyniki badan populacyjnych wykazaty, ze sztywno$¢ naczyn, oceniana m.in. na
podstawie parametru PWV, jest cecha uwarunkowang czeSciowo genetycznie, a jej
dziedziczno$¢ szacuje si¢ od 26% do 40% (Mitchell et al., 2005; Sayed-Tabatabaei
et al., 2005; Seidlerova et al., 2008). To zapoczatkowato badania zmierzajace do
identyfikacji genéw wykazujacych zwigzek ze sztywnos$cia naczyn. W ciggu ostatnich
lat najczgsciej stosowano model badan asocjacyjnych tzw. gendéw kandydujacych.
Wybdr genow kandydujacych dla sztywnos$ci naczyn nawigzuje do patogenetycznych
hipotez podloza choroby. W badaniach nad poditozem genetycznym zjawiska
sztywnienia tetnic ocenia si¢ najczesSciej wplyw polimorfizméw pojedynczego
nukleotydu (SNP, ang. single nucleotide polymorphism) genéw kandydatow, ktérych
produkty zwigzane z kontrolg ci$nienia t¢tniczego. Nalezg do nich geny kodujace m.in.
sktadniki uktadu renina-angiotensyna-aldosteron (RAAS, ang. renin-angiotensin-
aldosterone system), syntazg tlenku azotu (NO), endoteling i jej receptory, biatka
sygnatowe G oraz geny kodujace sktadniki macierzy zewnatrzkomoérkowej naczynia
krwionosnego oraz czynniki wptywajace na jej wiasciwosci (Khaleghi 1 Kullo, 2007;
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Lacolley et al., 2009; Nilsson, 2012; Yasmin i O’Shaughnessy, 2008; Polonis et al.,
2011).

4.6.1. Geny zwigzane z kontrola ciSnienia krwi

Sposrdéd genow kandydatow zwigzanych z kontrolg ci$nienia tetniczego krwi,
najwicksze zainteresowanie budzg geny kodujace skladowe ukladu RAAS,
a szczegOlnie polimorfizm genu angiotensynogenu (AGT), konwertazy angiotensyny
(ACE) 1 syntazy aldosteronu (CYPI1B?2).

W ostatnich latach trwaja intensywne badania m.in. nad polimorfizmem 704C>T
(rs699) genu AGT polegajacego na tranzycji nukleotydu cytozynowego na tyminowy,
co skutkuje zmiang sekwencji aminokwasé6w w tancuchu bialkowym angiotensyny
(Met235Thr). Badanie przeprowadzone w grupie chorych na nadcis$nienie tetnicze
wykazato, ze nosiciele genotypu TT charakteryzuja si¢ wyzszym o 15-40% st¢zeniem
angiotensynogenu oraz zwigkszong gruboscia kompleksu IMT w porownaniu
z homozygotami CC. Chorzy z genotypem TT wykazywali takze mniejszg podatnos¢
tetnicy szyjnej okreslanej za pomocg modulu Younga (stosunek modutu sprezystosci
do grubosci $Sciany tetnicy 1 jej napiecia) niezaleznie od ci$nienia krwi. Nie wykazano
natomiast zwigzku tego polimorfizmu ze sztywnoscig naczyn oceniang na podstawie
parametru PWV (Bozec et al., 2004). Zwiazku tego polimorfizmu z jakimkolwiek
fenotypem sztywno$ci naczyn (tj. PWYV, podatnosciag czy cisnieniem tetna) nie
zaobserwowano natomiast w badaniu The Rotterdam Study (Sie et al., 2009). Baker
et al. (2007) wykazali natomiast zwigzek innego polimorfizmu genu AGT (235C>T)
ze wzrostem sztywnos$ci tetnic 1 cisnienia tetna. Zaktadajagc model addytywny,
stwierdzono, ze z kazda kopig allelu T cis$nienie tetna wzrasta o 5%.

Opublikowano wiele wynikow badan dotyczacych zwigzku polimorfizmu 1166A>C
genu AGTRI ze sztywnoscig naczyn u chorych z nadci$nieniem tetniczym (Benetos
et al., 1995, 1996, 2013; Gardier et al., 2004; Lajemi et al., 2001a). Jedno z pierwszych
badan wykazalo zwigzek tego polimorfizmu ze sztywnoscia t¢tnic zarowno u chorych
na nadci$nienie tgtnicze, jak 1 u 0s6b normotensyjnych, nawet po uwzglednieniu wieku,
warto$ci cisnienia t¢tniczego oraz wskaznika masy ciata (BMI) (Benetos et al., 1996).
Wyniki tych badan zostaty potwierdzone po 16-letniej obserwacji, w ktorej wykazano,
ze nosiciele allelu C charakteryzowali si¢ o 35% wyzsza warto$cig parametru PWV
w porownaniu z nosicielami allelu A (Benetos et al., 2013). Lajemi et al. (2001a)
wykazali z kolei, ze polimorfizm 153A>G genu AGTRI wplywa na tempo wzrostu
sztywnosci tetnic wraz z wiekiem, a zwigzek ten jest szczego6lnie widoczny po 55 r.z.
Co wiecej, wyniki badan sugeruja, ze u chorych z nieleczonym nadci$nieniem
tetniczym polimorfizmy 1166A>C i 153A>G moga mie¢ addytywny wpltyw
na progresje sztywnienia naczyn wraz z wiekiem.

Zwiazek polimorfizmu I/D genu konwertazy angiotensyny ACE (polimorfizm
insercyjno/delecyjny) ze sztywnos$cig duzych tetnic jest szeroko dyskutowany, a wyniki
opublikowanych badan czgsto stoja w sprzecznos$ci. Niektore badania wykazaty, ze allel
I wykazuje zwigzek ze wzrostem sztywnosci tetnic zardowno u chorych z nadci$nieniem
tetniczym, jak i z prawidtowymi wartosciami ci$nienia krwi (Benetos et al., 1996; Dima
et al., 2008) oraz u chorych z cukrzyca typu II (Ljungberg et al., 2014; Taniwaki et al.,
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1999). Z kolei wyniki badania The Rotterdam Study wskazatly, ze genotyp ID i DD jest
zwigzany z lokalng zwigkszong sztywnoscig tetnicy szyjnej 1 wartoscig ci$nienia tetna
(szczegolnie u 0sob ponizej 70 r.z), ale nie z predkoscig fali tgtna PWV (Mattace-Raso
et al., 2004; Sie et al., 2009). Bardzo interesujacych wynikow dostarczylo rowniez
prospektywne badanie populacyjne FLEMENGHO (Flemish Study on Environment
Genes and Health QOutcomes), ktore wskazalo na wzajemne oddzialywanie
polimorfizméw genu konwertazy angiotensyny (ACE), alfa-adducyny (4DD) i syntazy
aldosteronu (CYPIIB2) na wlasciwosci $cian duzych tetnic. U homozygot pod
wzgledem allelu D obserowano rowniez zwigkszong sztywnos$¢ naczyn, ale jedynie przy
wspotwystepowaniu allelu W (Trp) genu alfa-adducyny (Balkestein et al., 2002).

Sposrdéd wielu polimorfizméw genu syntazy aldosteronu (CYPIIB2) najwigcej
badan poswigcono transwersji nukleotydu cytozynowego na tyminowy w pozycji —344
(rs1799998,-344C>T). Polimorfizm ten zlokalizowany jest w odcinku promotorowym,
mogac w ten sposob modulowaé poziom ekspresji genu. Pojoga et al. (1998)
zaobserwowal zwigkszony poziom osoczowego aldosteronu u homozygot CC
w porownaniu z homozygotami TT. Szereg innych badan nie potwierdzilo natomiast
zwigzku tego polimorfizmu ze stezeniem aldosteronu, wykazato za$ jego zwigzek
z ryzykiem nadcis$nienia tegtniczego (Hlubocka et al., 2009; Sookoian et al., 2007).
Niektére opublikowane prace wykazaly zwigzek polimorfizmu —344C>T ze
sztywnos$cig tetnic oceniang m.in. na podstawie parametru PWV (Pojoga et al., 1998;
Safar et al., 2005; Wojciechowska et al., 2004), inne natomiast zaprzeczyly temu
zwigzkowi (Balkestein et al., 2002; Lajemi et al., 2001a). Jedno z ostatnich badan
wykazalo zwigzek allelu C ze wzrostem wartosci aortalnej fali te¢tna i zjawiskiem
szybszego powrotu fali odbitej u chorych z nadci$nieniem te¢tniczym (Blacher et al.,
2010). Wyniki innych badan sugeruja, ze obserwowany efekt moze by¢ modulowany
przez wysoki poziom wydalania sodu, co wskazuje na mozliwg interakcj¢ polimorfizmu
z czynnikami §rodowiskowymi (Wojciechowska et al., 2004, 2007).

Endotelina jest wytwarzanym przez komorki s$rodbtonka peptydem o silnym
dzialaniu wazokonstrykcyjnym. Odgrywa tez wazng rolg w biologii uktadu
naczyniowego wplywajac na synteze sktadnikdw macierzy zewnatrzkomoérkowe;j
naczynia (Abraham i Dashwood, 2008). Pomimo zZe rola endoteliny i jej receptorow
w nadci$nieniu tetniczym nie jest jasna, to opublikowano wyniki badan potwierdzajace
zwigzek polimorfizmow gendw EDNI, EDNRA i1 EDRB (kodujacych odpowiednio
endoteling-1 oraz jej receptory) z nadci$nieniem tetniczym i sztywnos$cig naczyn (Jin
etal., 2003; Lajemi et al., 2001b; Nicaud et al., 1999). Przyktadowo, w badaniu
obejmujagcym chorych znieleczonym nadci$nieniem tetniczym, wykazano zwigzek
polimorfizmu —-231A>G oraz 1363C>T genu EDNRA, polimorfizmu 30G>A genu
EDNRB oraz polimorfizmu —1381/D genu EDNI z predkoscig fali tgtna (PWV).
W grupie kobiet allel —231G 1 30G byl zwigzany z wyzszymi warto§ciami parametru
PWYV niezaleznie od czynnika wieku. Takiej zalezno$ci nie obserowano jednak
u mezczyzn, co moze sugerowaé interakcje tych polimorfizméw z plcig (Lajemi et al.,
2001b).

Tlenek azotu (NO) jest jednym z gltownych neurotransmiterow w osrodkowym
uktadzie nerwowym, bierze udziat w regulacji hemostazy w nerkach, w ukladzie
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sercowo-naczyniowym oraz jest mediatorem reakcji zapalnej. Wyniki badan sugeruja,
ze obnizenie poziomu NO moze by¢ spowodowane m.in. genetycznie uwarunkowanymi
zaburzeniami aktywnosci srodblonkowej syntazy NO (Dosenko et al., 2002; Gerritsen,
2005). W wielu pracach wykazano zalezno$¢ zmian w obrebie genu NOS3, kodujacego
syntaze NO ze zwigkszonym ryzkiem choréb sercowo-naczyniowych tj. nadci§nieniem
tetniczym, chorobg wiencowa czy zawatem serca (Heltianu et al., 2005; Salvi et al.,
2013). Publikowane wyniki badan dotyczace zwigzku polimorfizmow genu NOS3
z nadci$nieniem tetniczym 1 sztywnoscig naczyn czesto sa jednak sprzeczne (Pereira et
al., 2007). Przykladowo, wykazano zwigzek polimorfizmu 894G>T genu NOS3 ze
sztywnoscig naczyn w populacji amerykanskiej pochodzenia afrykanskiego. W badaniu
tym nosiciele allelu T charakteryzowali si¢ nizszym skurczowym ci$nieniem krwi
1 mniejszg sztywno$cig tetnicy szyjnej, ale nie sztywno$cig oceniang na podstawie
parametru PWV (Chen et al., 2004). Wyniki tych badan sa zgodne z wcze$niejszymi
obserwacjami Lacolley et al. (1998), co moze thumaczy¢ obserwowane etniczne rdznice
wystepowania nadci$nienia tgtniczego i zjawiska sztywnienia naczyn. Interesujace sa
rowniez wyniki badan, ktore sugeruja, ze wpltyw polimorfizméw genu NOS3 jest
zalezny od interakcji z paleniem papierow (Mayer et al.,, 2010), a takze
z polimorfizmem genu podjednostki 3 biatka G (GNB3) (Bhuiyan et al., 2008).

Biatka G o aktywnos$ci GTP-azy stanowig grupe polimorficznych biatek zwigzanych
z transdukcja sygnalu w komorkach. Zaktywowane biatka G uczestniczg w regulowaniu
aktywno$ci enzymoéw oraz kanatoéw jonowych (Farfel et al., 1999). Potencjalny
mechanizm zwigzku polimorfizmu genu GNB3 kodujacego podjednostke B3 biatka G
ze sztywno$cig naczyn nie jest jasny. Sugeruje si¢, ze biatko G uczestniczac m.in.
w procesach proliferacji i migracji komorek migéniowki gtadkiej, aktywacji i adhezji
ptytek krwi, moze wplywaé na procesy miazdzycowe i przebudowy $cian tetnic (Siffert,
2005). Wiele badan wykazato zwigzek polimorfizmu 825C>T (rs5443) genu (GNB3)
z nadci$nieniem tetniczym (Sartori et al., 2004; Siffert, 2003, 2005; Zhu et al., 2006).
Do tej pory opublikowano niewiele wynikéw badan dotyczacych zwigzku tego
polimorfizmu ze sztywno$cig naczyn. Niirnberger et al. (2004) w badaniu populacji
miodych mezczyzn wykazat zwigkszong warto$¢ paramteru PWV i1 wspolczynnika
wzmocnienia (AIx) u nosicieli allelu T, a zwigzek ten pozostal niezalezny od
wspotistniejacych  czynnikow  ryzyka.  Badania  rodzin = wlaczonych  do
mig¢dzynarodowego badania EPOGH (European Project on Genes in Hypertension)
potwierdzity te obserwacje, ale jedynie w starszej grupie pokoleniowej badanej
populacji (Olszanecka et al., 2004). Z kolei wyniki badan Jerrard-Dunne et al. (2007)
zaprzeczyty zwigzkowi polimorfizmu 825C>T z nadcisnieniem tetniczym i sztywnoscig
naczyn.

4.6.2. Geny zwigzane z wlaSciwoSciami macierzy zewngtrzkomorkowej
naczynia
Sztywnos$¢ naczyn zalezy od szeregu czynnikow, w tym od wlasciwosci elementow
macierzy pozakomorkowej naczynia, gtownie kolagenu, elastyny oraz fibriliny.
Elementy te ulegaja cigglemu procesowi przebudowy, w ktorym biora udziat
macierzowe metaloproteinazy (MMP, ang. matrix metalloproteinases) nalezace do
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rodziny wielodomenowych enzyméw proteolitycznych, zawierajacych w miejscu
katalitycznym jon cynku. Zwigzek aktywnosci MMP =z wieloma procesami
fizjologicznym, takimi jak apoptoza, angiogeneza czy migracja komorek, ktore sg
powigzane z wieloma stanami patologicznymi, doprowadzily do intensywnych badan
nad ta grupa enzyméw (Hamacher et al., 2004; Malemud, 2006). Badania te réwniez
obejmuja wptyw polimorfizmow genéw kodujacych MMP oraz ich substratow na
zaburzenia w obrgbie macierzy zewnatrzkomorkowej naczyn krwionos$nych i ich
przebudowe oraz zwigzek z powiklaniami sercowo-naczyniowymi. Badania nad
wpltywem polimorfizméw genetycznych na wlasciwosci $ciany tetnic skupiajg sig
gléwnie na genach kodujacych wiokna elastyny, fibriling-1 1 MMP (Kingwell
1 Boutouyrie, 2007).

Fibrylina-1 jest glikoproteinowa sktadowa mikrofibryli macierzy
zewnatrzkomorkowej, ktore uczestnicza we wiasciwym formowaniu i dojrzewaniu
wldkien elastynowych, nadajac odpowiednia elastycznos$¢ tkance tacznej (Kielty et al.,
2002, 2005). Najintensywniejsze badania dotycza polimorfizméw genu FBNI
o zmiennej liczbie tandemowych powtérzen motywu TAAAA (polimorfizm VNTR)
w intronie 28. Mimo ze zwigzek polimorfizmu regionu intronowego genu FBNI
ze zjawiskiem sztywnienia tetnic nie jest jasny, postuluje si¢, ze moze on wptywac na
poziom ekspresji genu FBNI lub (ze wzgledu na lokalizacje w poblizu konca 3 egzonu
28) na proces sktadania mRNA (Biery et al., 1999; Pereira et al., 1993).

W badaniu obejmujacym zdrowych mezczyzn wykazano, Zze osoby z genotypem 2-3
VNTR charakteryzowaly si¢ wyzszymi warto$ciami cisnienia krwi, zwigkszong
sztywnoscig naczyn i ci$nieniem tetna w pordwnaniu z genotypem 2-2 i 2-4 (Powell
et al., 2005). Medley et al. (2002) wykazali z kolei zwigzek genotypu 2-3 ze zwigkszong
sztywnos$cig aorty i ci$nieniem tetna u chorych z chorobg wiencowa. Jednocze$nie
kolejne duze badanie przeprowadzone w populacji zdrowych osoéb bez stwierdzonej
choroby sercowo-naczyniowej i wspotistniejacych czynnikéw ryzyka w wywiadzie, nie
wykazato zadnego zwiazku polimorfizmu VNTR ze sztywnoscig t¢tnic oceniang na
podstawie parametru PWV i wskaznika wzmocnienia (AIx), po uwzglgdnieniu czynnika
wieku, pici czy $redniego ci$nienia t¢tniczego (Yasmin et al., 2006a).

Elastyna jest biatkiem strukturalnym o budowie fibrylarnej, ktéra nadaje
wlasciwosci elastyczne naczyniom krwiono$nym (Baldwin et al., 2013). Jak dotad
opublikowano wyniki tylko jednego badania, ktére badato zwigzek pomiedzy
polimorfizem 422A>G genu ELN a sztywno$cig naczyn w zdrowej populacji bez
stwierdzonej choroby sercowo-naczyniowej (Hanon et al., 2001). W badaniu tym
stwierdzono, ze nosiciele allelu A charakteryzowali si¢ zmniejszong podatnos$cia tetnicy
szyjnej] w porOwnaniu z nosicielami allelu G, réwniez po uwzglednieniu czynnika
wieku 1 §redniego cis$nienia krwi. Zwigzek byt szczegélnie zaznaczony u oséb powyzej
50 r.z. Nie wykazano natomiast zwigzku polimorfizmu ze sztywno$cig tetnic
obwodowych, co moze wynika¢ z ro6znic w budowe tetnic szyjnej i udowe;.

Opublikowano dwa wyniki badan nad zwigzkiem polimorfizmu 2064G>T genu
COLIA (kodujacego kolagen typu 1A) ze sztywnoscig naczyn. W duzym badaniu
kohortowym obejmujacym zdrowe osoby, wykazano wiekszo$¢ podatnos¢ tetnic u osoéb
z genotypem GG. Zwigzek ten byt niezalezny od pfci, $redniej wartosci cisnienia krwi,
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wskaznika masy ciata BMI, wywiadu rodzinnego w kierunku nadci$nienia tetniczego
czy palenia papierosoéw (Brull et al., 2001). Podobng tendencje wykazat réwniez Powell
et al. (2005), chociaz wynik nie osiggnal zadanego poziomu istotnosci.

Stromielizyna typu 1 (MMP-3) moze odgrywa¢ jedng z kluczowych roli
w sztywnos$ci naczyn, poniewaz bierze udzial w degradacji elastyny oraz aktywuje
liczne proenzymy. Do najbardziej intensywnie badanych polimorfizméw genu MMP-3
nalezy polimorfizm —1612 5SA>6A (rs3025058). Polimorfizm ten zlokalizowany jest
W miejscu promotorowym genu, zatem moze wpltywaé na poziom jego ekspresji.
Badania istotnie potwierdzily, ze polimorfizm ten wplywa na powinowactwo wigzania
si¢ miejsca regulatorowego promotora genu z czynnikiem represyjnym ZBP-89 (Ye,
2000; Ye et al.,, 1995). Medley et al. (2003) wykazat zwigzek genotypow SA/SA
16A/6A ze zwigkszong sztywno$cig naczyn u chorych powyzej 61 r.z. Co wigcej,
u nosicieli allelu 5A 1 6A stwierdzono odpowiednio, 4-krotnie i 2-krotnie wigkszy
poziom ekspresji MMP-3 w poréwnaniu z heterozygotami. W innym badaniu
przekrojowym obejmujacym populacj¢ miedzy 27 a 77 r.z zaobserowano, Zze
polimorfizm 5A/6A wplywa na wysoko$¢ cisnienia krwi. Homozygoty 5A/5A
wykazywaty wyzsze wartosci cisnienia krwi, a zwigzek ten pozostat silny po
uwzglednieniu klasycznych czynnikow ryzyka. Prawdopodobne wydaje sie, ze
podwyzszone wartosci ci$nienia krwi u homozygot SA/5A s3 powigzane z nasilonymi
procesami degradacji elastyny w $cianie naczynia oraz w konsekwencji ich
sztywnieniem (Beilby et al., 2005) .

Metaloproteinaza MMP-9 (gelatynaza B) degraduje glownie kolagen IV, czego
konsekwencja jest zniszczenie fizycznej bariery uniemozliwiajacej komorkom migracje.
Moze mie¢ to znaczenie podczas stanéw zapalnych i naciekania makrofagoéw. MMP-9
degraduje rowniez witokna elastyny w blonie podstawnej naczynia, biorgc udziat
w procesie jego przebudowy i sztywnienia (Galis et al., 2002; Yasmin et al., 2005).

Najwigcej doniesien naukowych dotyczy polimorfizmu —1562C>T (rs3918242)
znajdujacego si¢ w regionie promotora genu MMP-9. Badania wskazujg, ze
polimorfizm ten wptywa na poziom ekspresji genu poprzez interakcje z jadrowymi
czynnikami transkrypcyjnymi. Do§wiadczenia in vitro wykazaly, ze allel T zwigzany
jest ze zwigkszonym poziomem ekspresji genu MMP-9 (Zhang et al., 1999). Ten sam
efekt in vivo potwierdzit Medley et al. (2004), wykazujac u nosicieli allelu T wyzszy
poziom mRNA oraz samej MMP-9. Dodatkowo Blankenberg et al. (2003) wykazatl
zwigzek tego polimorfizmu z ryzykiem zdarzen sercowo-naczyniowych.

Podobnie jak w przypadku polimorfizm —1612 SA>6A genu MMP-3, wiele badan
wykazato zwigzek polimorfizmu —1562C>T ze sztywnieniem tetnic. Medley et al.,
(2002) wykazal, ze nosiciele allelu T z rozpoznang chorobg wiencowg charakteryzuja
si¢ zwigkszong sztywnos$cig aorty oceniang na podstawie charakterystyki impedancji
w porownaniu z homozygotami CC. Zwigzek ten pozostat silny po uwzglednieniu
czynnika wieku, pici, $redniego cisnienia krwi oraz stezenia lipidow we krwi.
Co wigcej, nosiciele allelu T wykazali istotnie wyzsze skurczowe ci$nienie krwi oraz
cisnienie tetna. Yasmin et al. (2006b) badat rowniez zwigzek polimorfizmu 855A>G
genu MMP-9 (inaczej: 279R>Q, Arg279Gln, rs17576) na zjawisko sztywnienia tetnic
w zdrowej populacji mezczyzn i kobiet. Nosiciele allelu Q wykazywali wyzsze wartosci
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parametru PWV w poroéwnaniu z homozygotami RR, a efekt ten byt niezalezny od pfci.
Ponadto u oso6b z genotypem QQ stwierdzono najwyzsze st¢zenie biatka MMP-9.
Wynik ten sugeruje, ze sztywnienie duzych naczyn u nosicieli allelu Q moze by¢
powigzane ze zmozonymi procesami degradacji macierzy zewnatrzkomoérkowej. Ta
obserwacja jest potencjalnym wyjasnieniem zwigkszonej predkosci fali tetna u nosicieli
allelu Q polimorfizmu 855A>G i allelu T polimorfizmu —1562C>T.

4.6.3. Badania asocjacyjne calego genomu (GWAS)

Dzigki spektakularnym postgpom w zakresie genetyki molekularnej, od 2005 roku
jedng z najszerzej stosowanych technik badania zwiagzku danego fenotypu z genami
1 polimorfizmami genetycznymi jest asocjacyjne badanie calego genomu (GWAS,
ang. genome-wide association study). W odrdznieniu od badan asocjacyjnych gendéw
kandydatow, badania GWAS sa od poczatku wolne od jakichkolwiek hipotez (kazdy
gen jest teoretycznie ,genem kandydujacym”) 1 polegaja na rownomiernym
przeszukiwaniu catego genomu pod katem asocjacji z dang jednostka chorobows.
Badanie GWAS stwarza zatem nowe mozliwosci poznania gendw zwigzanych
z etiopatogenezg przedwczesnego starzenia naczyniowego.

Do tej pory opublikowano niewiele wynikow badan GWAS dotyczacych sztywnosci
naczyn. W 2009 roku Tarasov et al. (2009) wykazali zwigzek polimorfizmu rs3742207
w genie COL4AI ze sztywnoscig naczyn oceniang na podstawie parametru PWV.
Potwierdzilo to wyniki uzyskane metoda asocjacyjna genow kandydatow w latach
wcezesniejszych ((Brull et al., 2001; Powell et al., 2005). W 2011 roku konsorcjum
“International Consortium of Blood Pressure Genome-Wide Association Studies (ICBP-
GWAS)” opublikowato wyniki badan GWAS dotyczace sztywnos$ci naczyn okreslanej
na podstawie cisnienia tetna (PP, ang. pulse pressure) oraz $redniego ci$nienia
tetniczego (MAP, ang. mean arterial pressure) (Wain et al., 2011). Badanie GWAS
ujawnito odpowiednio, 5 i 3 nowych loci majacych zwigzek z PP i MAP. Zaden
z genéw zlokalizowanych w poblizu tych miejsc nie byl genem kandydujacym dla
ci$nienia krwi, niemniej autorzy sugeruja mechanizmy laczace je z regulacja ci$nienia
krwi. Dodatkowo, odpowiednio 5 1 19 polimorfizméw SNP, wykazujacych wczesniej
zwigzek z cisnieniem skurczowym i rozkurczowym krwi, wykazato istotny zwigzek
z PP 1 MAP. W 2012 roku Mitchell et al. (2012) opublikowali wyniki badan wskazujace
na zwigzek polimorfizmu rs7152623 (zlokalizowanego w obrebie genu BCLIIB
kodujacego czynniki transkrypcyjne) z predkoscig fali tgtna PWV. Co wigcej,
polimorfizm ten wykazal zwigzek z ryzykiem choroby wiencowej i niewydolnoscia
nerek.

4.7. Koncepcja  genetyczno-epidemiologicznego  modelu  zjawiska
sztywnienia naczyn

Wiele opublikowanych badan wykazalo istotny zwigzek sztywno$ci naczyn
tetniczych z klasycznymi czynnikami ryzyka, do ktoérych zaliczamy m.in. zaburzenia
gospodarki lipidowej 1 weglowodanowej, otylos¢, wysokos¢ cisnienia tetniczego krwi
czy palenie tytoniu (Bastard et al., 2006; Cecelja i Chowienczyk, 2012; Franklin, 2008;
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Nilsson, 2011). Czynniki te mozna uzna¢ za fenotypy posrednie, ktore moga
W znaczacy sposob utatwi¢ wyodrebnienie poszczegdlnych zespotow warunkujacych
proces sztywnienia naczyn. Mimo zZe sztywno$¢ naczyn niesie informacje
o dlugotrwatym wptywie tych czynnikow ryzyka, to czynniki te nie thumacza jednak
calkowicie tego zjawiska 1 obserwowanej zmienno$ci mig¢dzyosobniczej (Khaleghi
1 Kullo, 2007). Moze to czgSciowo wynika¢ z faktu, ze zazwyczaj do modelowania
zjawiska sztywnienia naczyn wykorzystywane sg warto$ci zmierzone w jednym lub
dwoéch punktach czasowych. Natomiast natezenie rejestrowanych czynnikoéw ryzyka
moze zmienia¢ si¢ w czasie pod wplywem zastosowanego leczenia farmakologicznego
1 niefarmkologicznego (zmiana stylu zycia). Dlatego duze nadzieje wigze si¢
z niemodyfikowalnymi czynnikami ryzyka, ktorych nie mozna zmieni¢ ani na nie
wplynaé, a ktore pozwalaja zidentyfikowaé osoby nalezace do grupy zwigkszonego
ryzyka sercowo-naczyniowego. Do takich czynnikéw nalezy m.in. wiek, pte¢ i czynniki
genetyczne (Khaleghi i Kullo, 2007; Martin-Ventura et al., 2009).

Pomimo znacznych dokonan w zakresie profilaktyki i leczenia chordéb sercowo-
naczyniowych, istnieje nadal potrzeba rozwijania modeli patafizjologicznych opartych
na nowych konceptach (biomarkerach) dla lepszego zrozumienia i zmniejszenia ryzyka
sercowo-naczyniowego. Rozroznienie naturalnego starzenia narzadow od wczesnych
objawow choroby jest jednym z najistotniejszych zagadnien medycznych ostatnich lat.
Zaktada sie¢, ze modele genetyczno-epidemiologiczne mogg umozliwi¢ skuteczng
zidentyfikowanie chorych z predyspozycja do przedwczesnego starzenia naczyniowego.
Model taki oparty zaréwno na klasycznych czynnikach ryzyka, jak i na swoistym
wzorcu niekorzystnych wariantow genetycznych (np. w postaci zliczonej punktacji
ryzyka gentycznego [GRS, ang. genetic risk score]), moze pomdc w przewidywaniu
niekorzystnych zmian wiasciwosci $cian duzych tetnic (sztywnos$ci naczyn) na
wczesnym etapie zmian narzagdowych (Rys. 1). W przypadku, gdy u chorego z wysoka
punktacja ryzyka genetycznego, wskazujaca na predyspozycje do syndromu EVA,
zostanie stwierdzona nadmierna sztywnos$¢ naczyn w stosunku do wieku metrykalnego,
bedzie mozna skuteczniej ukierunkowac¢ dziatania o charakterze prewencyjnym i podjac
efektywne leczenie.
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Punkt pomiaru
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Rys. 1. Schemat modelu genetyczno-epidemiologicznego obrazujacy sztywno$¢ naczyn jako fenotyp
kumulujacy wpltyw wieku oraz dlugoterminowe oddzialywanie czynnikow ryzyka. W punkcie
pomiarowym, stwierdzenie przedwczesnego starzenia naczyniowego wraz z predyspozycja genetyczna
(GRS) sugeruje podjecie odpowiednich krokéw diagnostycznych i terapeutycznych. Zmodyfikowane na
podstawie Nilsson et al., (2009).

MBP - érednie cisnienie krwi, EVA — syndrom przedwczesnego starzenia naczyniowego,
GRS - zliczona punktacja ryzyka genetycznego, ryzyko CV — ryzyko sercowo-naczyniowe.
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V. HIPOTEZA BADAWCZA

5.1. Zasadnos¢ prowadzonych badan

Niniejsza rozprawa doktorska jest jednym z krokow w kierunku stworzenia
podstaw medycyny molekularnej w diagnostyce i leczeniu nadci$nienia t¢tniczego oraz
profilaktyce powiktan sercowo-naczyniowych. Dane literaturowe jednoznacznie
wskazuja, ze wykorzystanie najnowszych osiagni¢¢ biologii molekularnej w medycynie
prewencyjnej moze pozwoli¢ na przewidywanie przysztych zdarzen sercowo-
naczyniowych na podstawie analizy genetyczno-$§rodowiskowego uwarunkowania ich
rozwoju. W niedalekiej przysztosci, uwzglednienie molekularnego podtypu choroby
oraz osobniczej zmienno$ci odpowiedzi na leczenie 1 czynniki Srodowiskowe moze
wspomoc tradycyjne sposoby leczenia nadcis$nienia tetniczego (wynikajace z osobistego
do$wiadczenia lekarza), prowadzac do:

e Bardziej precyzyjnego szacowania ryzyka powiklan sercowo-naczyniowych
u chorych z rozpoznanym pierwotnym nadci§nieniem tetniczym,

e Indywidualizacji procesu diagnostycznego i leczniczego (koncepcja terapii
,,Szytej na miar¢” pacjenta, terapii personalizowanej),

e Bardziej wydajnej opieki medycznej w odniesieniu do pojedynczego chorego,
jak 1 calej populacji na poziomie systemu ochrony zdrowia, a tym samym
zmniejszenia przypadkow powaznych powiktan nadci$nienia tetniczego
(tj. zawatow serca czy udarow moézgu) i1 obnizenia spotecznych kosztow chordb
uktadu krazenia.

Wyrazem wczesnych powiktan naczyniowych w przebiegu nadci$nienia tetniczego
jest zmiana wlasciwosci S$cian naczyn tetniczych przejawiajagcych si¢ m.in.
zwigkszeniem ich sztywnosci. Coraz wigcej dowodéw naukowych wskazuje, ze zmiany
we wlasciwosciach §cian duzych naczyn tetniczych sa:

e Niezaleznym od innych czynnikéw predyktorem chorobowosci i umieralnosci

z przyczyn sercowo-naczyniowych (Gasecki et al., 2012; Laurent et al., 2001,
2003b, 2012).

e Konsekwencja wyczerpania mechanizméw kompensacyjnych naczynia
tetniczego w odpowiedzi na utrzymujace si¢ podwyzszone ci$nienie krwi
(nadci$nienie tetnicze) (Schiffrin, 2011)

e Zalezne od czynnikéw genetycznych oraz czynnikéw Srodowiskowych.

Badania asocjacyjne catego genomu (GWAS) dotyczace fenotypow sercowo-
naczyniowych i ich czynnikow ryzyka wskazaty na istotne asocjacje na poziomie
genomu. Wykazaly one zwigzek polimorfizméw pojedynczego nukleotydu (SNP)
z wysoko$cig ci$nienia tetniczego krwi, zaburzeniami gospodarki weglowodanowe;j
1 lipidowej oraz innymi klasycznymi czynnikami ryzyka sercowo-naczyniowego oraz
ryzykiem wystapienia choréb sercowo-naczyniowych np. choroby wiencowej serca,
zawalu, udaru, niewydolnosci nerek.
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Metaanalizy wynikéw GWAS potwierdzity ponadto, ze niektore polimorfizmy SNP
zwigzane z m.in. z wysokos$cig ci$nienia krwi, okazaty si¢ by¢ rowniez zwigzane
z powiklaniami sercowo-naczyniowymi. Sugeruje to, ze rdzne fenotypy sercowo-
naczyniowe moga by¢ manifestacja kliniczng czeSciowo wspolnego podioza
genetycznego.

5.2. Hipoteza badawcza

Sztywnos$¢ naczyn mozna rozwazy¢ zardéwno jako fenotyp posredni, jak i koncowy.
Zwigkszona sztywnos$¢ naczyn, oceniana np. na podstawie szyjno-udowej predkosci fali
tetna, PWV, jest niezaleznym od innych czynnikéw predyktorem zdarzen sercowo-
naczyniowych (Adji et al., 2011; Ben-Shlomo et al., 2014). W tym kontekscie
sztywnos$¢ naczyn mozna uznac jako fenotyp posredni dla ryzyka wystapienia zawatu
serca, udaru czy przewleklej niewydolnosci nerek (Laurent i Boutouyrie, 2007b).
Jednocze$nie wyniki badan wskazuja na zwigzek wysokos$ci cisnienia krwi, zaburzen
gospodarki weglowodanowej 1 lipidowej, otylosci oraz palenia papieroséw itp. Ze
sztywnoscig naczyn (Cavalcante et al., 2011; Laurent i Boutouyrie, 2007a; Nilsson,
2011). W tym kontek$cie te czynniki mozna rozpatrywac jako fenotypy posrednie
majace zwigzek ze sztywnoscig naczyn jako fenotypem koncowym.

Biorac pod uwage powyzsze, wydaje si¢ zasadne postawienie hipotezy, ze czgs¢
polimorfizmoéw SNP, ktore w badaniach GWAS wykazaty zwigzek z ryzykiem choroby
niedokrwiennej serca, zawatem serca czy niewydolno$cig nerek, powinna wykazaé
rowniez zwigzek ze sztywno$cig naczyn. Podobnie, te polimorfizmy SNP, ktére
w badaniach GWAS wykazaly zwigzek z wysoko$cig cisnienia krwi, zaburzeniami
gospodarki weglowodanowej 1 lipidowej powinny wykaza¢ rowniez zwigzek ze
sztywnoscig naczyn.

W obecnej chwili zwigzek polimorfizméw SNP wplywajacych na cisnienie krwi,
gospodarke lipidowa czy ryzyko powiklan sercowo-naczyniowych z wilasciwosciami
$cian duzych tetnic u chorych z rozpoznanym pierwotnym nadci$nieniem tetniczym jest
bardzo stabo udokumentowany. Stwierdzenie takiego zwiazku wydaje si¢ celowe,
poniewaz polimorfizmy te moga by¢ potencjalnie wykorzystane jako markery
genetyczne przewidujagce niekorzystne zmiany strukturalne tetnic w przebiegu
nadci$nienia tetniczego, a docelowo przewidywaé ryzyko =zdarzen sercowo-
naczyniowych.

Wedlug wytycznych postepowania w nadcisnieniu tetniczym (ESH 1 PTNT) ocena
stanu naczyn tetniczych jest jednym z elementow szacowania globalnego ryzyka
sercowo-naczyniowego, od ktérego =zalezy postgpowanie z chorym. Dodatkowo
w szacowaniu ryzyka sercowo-naczyniowego bierze si¢ pod uwage takie czynniki
ryzyka jak dyslipidemia, zaburzona gospodarka weglowodanowa, otylo$¢ czy palenie
tytoniu. Czynniki te jednak moga ulega¢ modyfikacji w trakcie calego zycia, tym
samym zmieniajac przynalezno$¢ chorego do kategorii globalnego ryzyka sercowo-
naczyniowego.
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Zaleta koncepcji zliczonej punktacji ryzyka genetycznego (GRS, ang. genetic risk
scores), ktore sumuja efekt polimorfizméw typu SNP, jest fakt, ze opierajg si¢ na
wlasciwosciach organizmu, ktore z zasady nie ulegajg zmianom i w stosunkowo prosty
sposdb mozna je oznaczy¢. W praktyce klinicznej moze to pozwoli¢ na zastosowanie
odpowiedniej dalszej diagnostyki i leczenia jeszcze przed wystagpieniem uszkodzen
subklinicznych w celu zminimalizowana ryzyka powaznych powiktan sercowo-
naczyniowych tj. zawaldow 1 udarow mozgu niezaleznie lub, co bardziej
prawdopodobne, komplementarnie z tradycyjnymi czynnikami ryzyka.

5.3. Cel badan

Celem badan objetych niniejsza rozprawa doktorskg jest ocena zwigzku
polimorfizmoéw SNP z wlasciwosciami $cian duzych tetnic. Cel ten zostat osiggniety
poprzez realizacje¢ nastepujacych celow szczegdtowych:

Cel 1: Identyfikacja polimorfizméw SNP, ktére wyjasniaja zmienno$¢ cechy
fenotypowej jaka jest szyjno-udowa predkos¢ fali tetna (PWV, ang. pulse wave
velocity).

Cel 2: Skonstruowanie zliczonych punktacji ryzyka genetycznego (GRS, ang. genetic
risk scores) dla parametru PWYV oraz weryfikacja czy $rednie wartosci PWV roznig si¢
istotnie pomiedzy poszczegdlnymi grupami punktacji ryzyka genetycznego.

Cel 3: Weryfikacja czy zaproponowane zliczone punktacje ryzyka genetycznego GRS
wyjasniajg w sposob istotny wiekszg czes¢ zmienno$ci parametru PWV niz kazdy
z polimorfizmoéw SNP osobno.

Cel 4: Zaproponowanie wstepnych modeli predykcyjnych, przewidujacych ryzyko
syndromu przedwczesnego starzenia naczyn i ryzyka sercowo-naczyniowego, opartych
na danych klinicznych i opracowanych punktacjach ryzyka genetycznego GRS, w celu
przysztej walidacji i1 okreslenia ich wartosci predykcyjnej w populacji chorych na
pierwotne nadcisnienie t¢tnicze.
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VI. MATERIALY I METODY

6.1. Badana grupa

Badanie przeprowadzono w Zakladzie Nadci$nienia Tetniczego Gdanskiego
Uniwersytetu Medycznego (GUMed). Do badania wiaczono tacznie 860 chorych,
z czego 7 chorych zrezygnowalo z udzialu w trakcie badania. Ostatecznie analizy
przeprowadzono w grupie 853 chorych w wieku od 18 do 84 lat (Sredni
wiek+odchylenie standardowe /SD, ang. standard deviation/, 54,45£13,5), kobiet
1 mezczyzn, zrozpoznanym pierwotnym nadcisnieniem tg¢tniczym. Chorzy byli
rekrutowani do badania w ramach zainicjowanego przez Zaklad Nadci$nienia
Tetniczego Ogodlnopolskiego Rejestru Nadci$nienia Tetniczego. Wszyscy chorzy
wlaczeni do badania, po zapoznaniu si¢ z jego projektem, wyrazili swiadomg pisemng
zgode na udziat w badaniu. Formularz zgody na udzial w badaniu zostat zaaprobowany
przez Niezalezng Komisj¢ Bioetyczng do Spraw Badan Naukowych przy GUMed.

6.2. Kryteria wlaczenia i wylaczenia do badania

Kryteria wiaczenia do badania:
a. Pierwotne nadci$nienie t¢tnicze 1 wiek powyzej 18 r.z.

Kryteria wylgczenia:

Brak pisemnej zgody na udziat w badaniu
Kobiety w cigzy lub karmigce

Wtdrne nadcis$nienie tgtnicze

Schylkowa niewydolno$¢ serca
Schylkowa niewydolno$¢ nerek

Choroba zastawek serca

Ciezkie powiktania cukrzycy (np. stopa cukrzycowa)
Choroba nowotworowa

N I W

6.3. Dane kliniczne

Dane do oceny klinicznej chorych wlaczonych do badania zostaty zebrane podczas
badania przedmiotowego, podmiotowego i dodatkowych badan wedlug zalecen
Polskiego Towarzystwa Nadcisnienia Tetniczego (PTNT) i Europejskiego Towarzystwa
Nadcisnienia Tetniczego (ESH) (Widecka etal., 2011). Charakterystyka badanej
populacji pod wzgledem analizowanych w pracy zmiennych zostata przedstawiona
w Tab. 1 oraz Tab. 2.
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Tab. 2. Charakterystyka badanej populacji pod wzgledem analizowanych zmiennych o charakterze
jakoSciowym.

Zmienna N % N ogolem
Choroba sercowo-naczyniowa (CVD): 148 17,35 853
Choroby serca, w tym: 100 11,72 853
CHD 92 10,78 853
MI 29 3,40 853
PTCA 25 2,93 853
CABG 7 0,82 853
HF 11 1,29 853
Choroba naczyn moézgowych, w tym: 63 7,38 853
Udar niedokrwienny 39 4,57 853
Udar krwotoczny 4 0,47 853
TIA 13 1,52 853
Inne 7 0,82 853
Dyslipidemia 652 76,44 853
Zaburzenia weglowodanowe, w tym: 350 40,98 853
DMI1 1 0,12 853
DM2 174 20,40 853
IGF/IGT 174 20,40 853
Palenie 116 13,60 853
Pleé* 463 54,28 853

* - podane dla mg¢zczyzn

CHD - choroba wiencowa; MI — zawat serca; PTCA - stan po rewaskularyzacji naczyn wiencowych;
CABG - pomostowanie aortalno-wiencowe; HF — niewydolno$¢ serca; TIA — przemijajace ataki
niedokrwienne; DMI1/DM2 — cukrzyca typu l/typu 2; IGF/IGT — nieprawidlowa glikemia na
czczo/uposledzona tolerancja glukozy.

6.3.1. Badanie podmiotowe

W trakcie badania podmiotowego uzyskano informacje o:
a. Czasie trwania nadci$nienia te¢tniczego (= rok wilaczenia do badania — rok
rozpoznania) (zmienna Trwanie NT)
b. Stosowanej terapii hipotensyjnej ze szczegdlnym uwzglednieniem grupy lekéw
nalezacych do:
e Inhibitorow konwertazy angiotensyny (ACEI, ang. angiotensin
converting enzyme inhibitor).
e Antagonistow kanaléw wapniowych (CCB, ang. calcium channel
blocker).
e Antagonistow receptora angiotensyny (ARB, ang. angiotensin receptor
blocker).
e [(-blokerow (BB, ang. beta blocker).
Zmienna ,Ilo$¢ lekow* stosowana w pracy oznacza ilo$¢ przyjmowanych lekow
hipotensyjnych nalezacych do grupy ACEI i/lub CCB i/lub ARB i/lub BB.
c. Historii przebiegu choroby sercowo-naczyniowej (CVD, ang. cardiovascular
disease) tj. o wystapieniu:
e Choroby naczyniowej mozgu:
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— udar niedokrwienny

— przejsciowy atak niedokrwienny (TIA, ang. transient ischemic
attack)

— udar krwotoczny

— 1inne nieprawidtowos$ci w strukturze naczyn moézgowych

e Choroby serca:

— zawal mieg$nia sercowego (M1, ang. myocardial infarction)

— choroba wiencowa (CHD, ang. coronary heart disease)

— stan po rewaskularyzacji naczyn wiencowych (PTCA, ang.
percutaneous transluminal coronary angioplasty)

— pomostowanie aortalno-wiencowe (CABG, ang. coronary artery
bypass grafft)
— niewydolno$¢ serca (HF, ang. heart failure)

d. Tradycyjnych czynnikach ryzyka t;j.

e Zaburzenia lipidowe (zmienna Dyslipidemia)
e Zaburzenia weglowodanowe
— cukrzyca typu 1 (DM, ang. diabetes mellitus type 1) (Zmienna
DM)
— cukrzyca typu 2 (DM2, ang. diabetes mellitus type 2) (Zmienna
DM)
— nieprawidtowa tolerancja glukozy (IGT, ang. impaired glucose
tolerance)
— nieprawidtowa glikemia na czczo (IFG, ang. impaired fasting
glucose)
e Palenie tytoniu (biezace)
e Otylos¢

6.3.2. Badanie przedmiotowe

W trakcie badania podmiotowego uzyskano informacje o:

a.

Wieku chorego

b. Obwodzie pasa w pozycji stojacej (zmienna Pas)
C.
d. Wskazniku masy ciata (BMI, ang. body mass index) obliczana wedtug wzoru:

Obwodzie bioder w pozycji stojacej (zmienna Biodra)

masa ciata [kg] / (wzrost [m])2

6.3.3. Badania dodatkowe

a.

Badania biochemiczne krwi wykonano standardowymi metodami analityki
medyczne] w Akademickim Centrum Medycyny Laboratoryjnej. Zgromadzono
nastepujace parametry laboratoryjne:
e Profil lipidowy tj.

— stezenie cholesterolu catkowitego (T'C, ang. fotal cholesterol)

— lipoprotein niskiej gestosci (LDL, ang. low density lipoprotein)

— lipoprotein  wysokiej gestosci (HDL, ang. high density

lipoprotein)
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— trojglicerydow (TG)
e Wskaznik filtracji kigbuszkowej (eGFR, ang. estimated glomerular
filtration rate) wyliczany na podstawie wzoru MDRD.

b. 24-godzinna rejestracja cisnienia tetniczego (ABPM, ang. ambulatory blood
pressure monitoring) z zastosowaniem urzgdzenia Spacelab 90207. Pomiary
dzienne rejestrowane byly w godzinach 6.00 — 22.00 w odstgpach 15
minutowych, pomiary nocne za§ w godzinach 22.00 — 6.00 w odstgpach 30
minutowych.

Oceniano nastgpujace parametry:

e Srednie ci$nienie skurczowe (SBPdn, ang. day&night systolic blood
pressure)

e Dzienne $rednie cisnienie skurczowe (SBPd, ang. day systolic blood
pressure)

e Nocne $rednie ci$nienie skurczowe (SBPn, ang. night systolic blood
pressure)

e Srednie ci$nienie rozkurczowe (DBPdn, ang. day&night diastolic blood
pressure)

e Drzienne $rednie cis$nienie rozkurczowe (DBPd, ang. day diastolic blood
pressure)

e Nocne $rednie cisnienie rozkurczowe (DBPn, ang. night diastolic blood
pressure)

6.3.4. Ocena sztywnosSci naczyn

Sztywno$¢ naczyn oceniano za pomocg szyjno-udowej predkosci fali tetna, PWV.
Wykorzystano do tego celu metode tonometrii aplanacyjnej (urzadzenie Sphygmocor
AtCor 232). Miarg PWV byt stosunek odlegtosci, jaka pokonuje fala tgtna pomiedzy
punktami rejestracji na tg¢tnicy szyjnej 1 udowej, do czasu jej przejscia migdzy tymi
punktami ([m/s]). Wszystkie badania zostalty wykonane przez tego samego badacza na
tym samym urzadzeniu, co zapewnito powtarzalno$¢ 1 wiarygodno$¢ wykonanych
pomiarow.

6.4. Oznaczenia genetyczne

Izolacja materialu genetycznego zostala wykonana w Zakladzie Medycyny Sadowe;j
GUMed. Genotypowanie polimorfizméw SNP wykonano w Centrum Badan
Klinicznych Uniwersytetu w Lund (Szwecja).

6.4.1. Pobranie krwi i izolacja materialu genetycznego

Od kazdego chorego pobrano 2 ml krwi obwodowej do proboéwki

z antykoagulantem w postaci EDTA (Vacutainer). Do momentu izolacji materiatu

genetycznego, krew przechowywano w temperaturze —80°C. Izolacje materiatu

genetycznego wykonano za pomoca komercyjnego zestawu Genomic Micro AX Blood

Gravity (A&A Biotechnology) zgodnie z protokotem producenta, otrzymujac stezenie
DNA nie mniejsze niz 20 ng/ul.
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6.4.2. Genotypowanie

Genotypowanie (oznaczenia) polimorfizméw SNP wykonano w Centrum Badan
Klinicznych Uniwersytetu w Lund za pomoca platformy genotypizujacej iPLEX
MassARRAY (Sequenom, San Diego, CA, USA) zgodnie z protokotem producenta.
Metoda ta wykorzystuje tancuchowg reakcje polimerazy (PCR, ang. polymerase chain
reaction) oraz spektrometri¢ mas w konfiguracji MALDI-TOF. Spektrometr mas
MALDI-TOF do jonizacji czasteczek wykorzystuje desorpcje laserowg z udziatem
matrycy (MALDI, ang. matrix assisted laser desorption lonisation) 1 analizator masy
typu przelotu (TOF, ang. time of flight).

Wykonano genotypowanie tacznie 168 polimorfizmoéw SNP. Polimorfizmy SNP
wybrano na podstawie opublikowanych wynikow badan asocjacyjnych catego genomu
(GWAS). Wykazaly one zwigzek z m.in. zmienno$cig ci$nienia tetniczego, stezeniem
lipidéw w surowicy, funkcja nerek, ryzykiem choroby wiencowej serca oraz zawatem.
Pelne informacje o oznaczonych polimorfizmach SNP oraz o fenotypach z nimi
zwigzanymi znajdujg si¢ w Zat. 1.

6.5. Przygotowanie danych do analiz statystycznych

6.5.1. Zmienne modelowane (zalezne)

Wykorzystujac technike regresji liniowej prostej 1 wielorakiej modelowano zmienng
opisujacg sztywnos$¢ duzych naczyn tj. parametr PWV.

Wykonano oceng jako$ci parametrow uzyskanych w badaniu za pomocg urzadzenia
Sphygmocor. Z analiz usuni¢to wyniki badan, ktore nie wykazaly powtarzalno$ci, czyli
takie, dla ktorych odchylenie standardowe (SD) danego pomiaru byto wigksze niz 10%.

6.5.2. Wyniki genotypowania

Wyniki genotypowania przekodowano z pierwotnego zapisu literowego (np. AA) na
zapis cyfrowy w taki sposob, ze:

,0” 0znacza genotyp homozygotyczny o wigkszej frekwencji
,» 17 0znacza genotyp heterozygotyczny
,2” oznacza genotyp homozygotyczny o mniejszej frekwencji

Jest to kodowanie charakterystyczne dla addytywnego modelu dziedziczenia
(Tab. 3). Sposob kodowania dla kazdego polimorfizmu SNP wraz z frekwencja
poszczegdlnych genotypow 1 alleli znajduje si¢ w Zat. 2.

Nastepnie w zaleznosci od testowanego modelu genetycznego, recesywnego lub
dominujacego, odpowiednio przekodowano wyniki genotypowania (Tab. 3).
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Tab. 3. Przykladowy sposéb kodowania pierwotnych wynikéw genotypowania w zaleznoS$ci od
rodzaju modelu genetycznego.

Genotyp homozygotyczny Genotyp Genotyp homozygotyczny Typ modelu
o wiekszej frekwencji heterozygotyczny o mniejszej frekwencji
AA AG GG pierwotne kodowanie
0 1 2 addytywny
0 1 1 dominujacy
0 0 1 recesywny

Nastepnie polimorfizmy SNP podzielono na grupy w zaleznosci od fenotypu,
z jakim byly pierwotnie zwigzane. Wyr6zniono 8 grup zwigzanych z poszczegdlnymi
fenotypami (Tab. 4).

Szczegdtowa informacja dotyczaca polimorfizméw z poszczegdlnych grup wraz
z odniesieniem literaturowym znajduje si¢ w Zal. 1.

W przypadku analiz technikg regresji liniowej z macierzy wynikéw genotypowania
usuni¢to polimorfizmy SNP, ktorych:
e braki oznaczef genotypow byly wigksze niz 10% (sukces genotypowania <90%)
— tacznie usunigto 13 polimorfizmoéw SNP
e czestos¢ rzadszego allelu (MAF, ang. minor allele frequency) w badanej grupie
chorych byta mniejsza niz 5% — tacznie usunieto 3 polimorfizmy SNP.

Szczegdtlowe informacje dotyczace sukcesu genotypowania oraz MAF
poszczegbdlnych polimorfizmoéw SNP znajdujg si¢ w Zat. 2.

Tab. 4. Wyszczegdlnione grupy polimorfizméw SNP.

L.p. Grupa-SNP Liczba SNP  Usuniete SNP  Fenotypy

1. Lipidy-SNP 70 8 LDL, HDL, TG, TC

2. BP-SNP 38 1 BP

3. Serce-SNP 25 3 CAD, MI, LVMI

4. Cukrzyca-SNP 10 0 DM, IGF, IGT, MS, IR

S. Nerki-SNP 9 2 KR, CKD

6. Masa ciata-SNP 6 0 Otylos¢, BMI, obwod pasa

. Palenie-SNP 5 1 Palenie tytoniu (sktonno$¢ do uzaleznienia,

intensywnosci palenia, zaprzestania)
8. Hormony-SNP 5 2 Rak jajnika, rak sutka, dysfunkcja srédbtonka

Liczba SNP — sumaryczna liczba analizowanych polimorfizméw SNP przed wyeliminowaniem tych,
ktére nie spetnity kryteriow, Usuniete SNP — polimorfizmy SNP usunicte z danej grupy z powodu
sukcesu genotypowania <90% lub frekwencji rzadszego allelu (MAF) <5%.

LDL - cholesterol LDL, HDL — cholesterol HDL, TG — trdjglicerydy, TC — cholesterol catkowity, BP —
cisnienie krwi, CAD — choroba niedokrwienna serca, MI — zawat serca, LVMI — wskaznik masy lewej
komory serca, DM — cukrzyca typu l/typu 2, IGF — nieprawidlowa glikemia na czczo, IGT —
uposledzona tolerancja glukozy, MS — zespdt metaboliczny, IR — insulinooporno$é, KR — kreatynina
w surowicy, CKD — przewlekta choroba nerek, BMI — wskaznik masy ciala.
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6.6. Schemat analizy danych

Cel 1: Identyfikacja polimorfizmow SNP, ktore wyjasniajg najwigksza zmienno$¢
parametru PWV

Etap 1: Budowa modelu podstawowego

Celem budowy takiego modelu byto wyjasnienie jak najwigkszej czg§ci zmiennoS$ci
analizowane] zmiennej na podstawie dostgpnych predyktoréw. Reszty modelu zostaty
potraktowane jako odcigzone warto$ci analizowanej zmiennej (adjPWV) od zmiennych

wplywajacych w sposéb istotny na jej wartosci.
e Zastosowano technike regresji liniowej krokowej wstecznej oraz kroswalidacje
1 walidacj¢ modelu.
e Wybierajac poczatkowe zestawy zmiennych kierowano si¢ wiedza ekspercka
dotyczaca specyfiki badanego zagadnienia.
e Zaproponowano budowe 4 modeli o r6znych zestawach zmiennych niezaleznych
(Tab. 5).

Tab. 5. Zaproponowane modele podstawowe wyjasniajace zmiennoS$ci analizowanych zmiennych.

Wprowadzone zmienne

Wiek, Pte¢, Trwanie NT, CVD, Zaburzenia, DM, Palenie, eGFR, Liczba lekéw, BP,

Model A L,
Otytosc
Model B Wiek, BP, Pte¢, eGFR, Otylos¢, Palenie, DM, Zaburzenia lipidowe
Model C Wiek, BP
Model D Wiek

NT — nadci$nienie tetnicze, CVD — choroba sercowo-naczyniowa, DM — cukrzyca typu 1 lub typu 2,
eGFR — wskaznik filtracji kigbuszkowej, BP — cisnienie krwi.

Pod zmienng ,,BP” rozwazano wprowadzenie wartosci oznaczajacych $rednie
ci$nienie skurczowe (SBP), rozkurczowe (DBP) lub cisnienie t¢tna (PP=SBP-DBP)
(Srednie z catej doby, $rednie dzienne, $rednie nocne) uzyskane w badaniu ABPM. Pod
zmienng ,,0tyto$¢” rozwazano wprowadzenie zmiennej BMI, obwodu pasa (zmienna:
Pas), obwodu bioder (zmienna: Biodra) oraz stosunku obwodu pasa do obwodu bioder
(WHR, ang. waist to hip ratio). Pod zmienng ,,zaburzenia lipidowe” rozwazano
wprowadzenie zmiennej jako$ciowe] oznaczajacej status rozpoznania dyslipidemii lub
zmienng ilosciowa tj. stezenie cholesterolu catkowitego (TC), LDL, HDL lub
trojglicerydéw (TG). Wyboru zmiennych dokonano na podstawie macierzy korelacji ze
zmienng zalezng PWV, wybierajagc zmienng niezalezng o najwyzszym wspotczynniku
korelacji, ktory wykazat istotnos¢ statystyczna.

Etap 2: Identyfikacja polimorfizmoéw SNP wyjasniajacych w sposéb istotny zmienno$é
analizowanego parametru

e Zastosowano technike regresji liniowej i kroskalibracje modelu.
e Jako zmienng zalezng wprowadzano:
v’ surowg warto$¢ zmiennej PWV — model surowy
v zmienng ,,0dcigzong” z wptywu zmiennych towarzyszacych tj. adjPWV —
model skorygowany
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e Jako zmienna niezalezng wprowadzano kolejno polimorfizmy SNP w modelu
addytywnym, dominujgcym i recesywnym.

e Do dalszej analizy wybrano te polimorfizmy SNP, ktoérych wspdiczynniki
roéwnania regresji byly istotne statystycznie na poziomie istotnosci p<O0,l1,
a modele charakteryzowatly si¢ dostateczng jakos$cia dopasowania do danych (tj.
Rzadj>0,001 oraz zblizonymi btedami kalibracji 1 kroskalibracji).

Cel 2: Stworzenie punktacji ryzyka genetycznego (GRS) na podstawie polimorfizmow
SNP, ktore niekorzystnie wptywaja na wartosci analizowanych zmiennych. Weryfikacja
czy Srednie wartosci analizowanych zmiennych ro6znig si¢ pomiedzy poszczegdlnymi
grupami punktacji ryzyka genetycznego.

Etap 1: Przekodowanie wybranych polimorfizméw SNP

e Na podstawie wartosci wspotczynnika rownania regresji przekodowano wybrane
polimorfizmy SNP w taki sposob, ze:
v' 0-1-2 oznacza odpowiednio 0, 1 lub 2 allele ryzyka (tj. wptywajace
niekorzystnie na warto§¢ analizowanej zmiennej) w modelu addytywnym
v" 0-1 oznacza odpowiednio 0 lub 1/2 genotypy ryzyka (tj. wplywajace
niekorzystnie na warto$¢ analizowanej zmiennej) w modelu dominujacym
lub recesywnym

Etap 2: Zliczenie punktacii ryzyka genetycznego

e Dla kazdego chorego zliczono punktacje ryzyka GRS, sumujac liczbe
niekorzystnych alleli/genotypow, uzyskujac nowa zmienna:

v" GRS_1 — do zliczenia punktacji ryzyka genetycznego wzieto pod uwage
jedynie te polimorfizmy SNP, ktoérych wspotczynniki rownania regresji byty
istotne na poziomie p<0,05.

v" GRS _2 — do zliczenia punktacji ryzyka genetycznego wzig¢to pod uwage te
polimorfizmy SNP, ktorych wspotczynniki rownania regresji byly istotne na
poziomie p<0,1.

Nie zliczano punktacji ryzyka genetycznego dla przypadkéw, w ktorych

brakowato wigcej niz 1 oznaczenia polimorfizmu SNP wchodzacego w sktad

GRS 1 1lub GRS 2.

e Badanag populacj¢ podzielono na grupy wyznaczone przez wartosci kwartyli
zmiennej GRS 11 GRS 2, uzyskujac cztery grupy chorych.

Etap 3: Poréwnanie $rednich wartosci parametru PWV w grupach wyznaczonych przez
kwartyle GRS 11 GRS 2

Cel 3: Sprawdzenie czy zaproponowane punktacje ryzyka genetycznego wyjasniaja
w sposOb  istotny wieksza czg$¢ zmienno$ci parametru PWV  niz  kazdy
z polimorfizméw SNP osobno.
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Etap 1: Zastosowano technike regresji liniowej i kroskalibracie modelu.

e Jako zmienng zalezna wprowadzano:
v’ surowg warto$¢ analizowanej zmiennej tj. PWV
v’ zmienng ,,0dcigzong” z wptywu zmiennych towarzyszacych — adjPWV

e Jako zmienna niezalezna wprowadzono zliczone punktacje ryzyka
genetycznego GRS 1 oraz GRS 2 (jako zmienne ciagle) uzyskane w modelu
addytywnym, dominujgcym i recesywnym.

Etap 2: Pordwnano procent wyjasnionej zmiennosci pomiedzy modelami, w ktorych
wprowadzano pojedynczo polimorfizmy SNP lub zliczona punktacie ryzyka
genetycznego GRS 11 GRS 2.

6.7. Analiza statystyczna

6.7.1. Pakiety statystyczne

Analizy statystyczne wykonano za pomoca nastgpujacych pakietéw statystycznych
1 programow:

e STATISTICA 10 (StatSoft, USA)

e SPSS Statistics 20 (IBM, USA)

e Matlab 2010b (MathWorks, USA)

6.7.2. Zastosowane testy statystyczne

Analiza korelacji

W celu zbadania liniowego zwigzku pomi¢dzy dwiema zmiennymi o charakterze
iloSciowym obliczano wspotczynnik korelacji Pearsona. Podawano wartos¢
wspolczynnika R, wspotczynnika determinacji R” poziom jego istotnosci oraz
liczebno$¢ proby.

Test niezaleznosci > Pearsona

Zmienne mierzone na skali nominalnej prezentowano w postaci tabel
wielodzielczych (tabel kontyngencji). Do zbadania statystycznej istotnosci zwigzku
mi¢dzy zmiennymi nominalnymi zastosowano test niezaleznosci x> Pearsona.
W tabelach o dwoch wierszach idwoch kolumnach (2x2) obliczono statystyke
y* Pearsona (z poprawka Yatesa w przypadku liczebnosci komoérki <10). Gdy tabela
2x2 zawierata komorke o oczekiwanej czesto$ci ponizej 5 wykonano test doktadny
Fishera.

Analiza wariancji

Ze wzgledu na to, ze rozklady analizowanych zmiennych nie byly zgodne
z rozkladem normalnym oraz poréwnywane grupy byly roznoliczne, zastosowano
nieparametryczne techniki analizy statystycznej. Do oceny roznic migdzy S$rednimi
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wartosciami analizowanej zmiennej w dwoch grupach zastosowano nieparametryczny
test U Manna—Whitneya. Do poréwnania wigcej niz dwoch srednich wykorzystano test
Kruskala-Wallisa (nieparametryczny odpowiednik jednoczynnikowej analizy wariancji,
ANOVA). W celu okreslenia, ktore srednie si¢ r6znig od siebie zastosowano testy po
fakcie (post hoc).

Regresja liniowa

Zbudowano dwa rodzaje modeli regresji liniowe;:
e Model jednoczynnikowy prosty tj. taki, do ktérego wprowadzono tylko jedna
zmienng objasniajacy (niezalezng):
— Model surowy (ang. unadjusted model) — do modelu jako zmienng
zalezng wprowadzono surowa zmienng PWV
— Model skorygowany (ang. adjusted model) — do modelu jako zmienng
zalezng wprowadzono zmienng adjPWV
e Model wieloczynnikowy — wykorzystany do konstrukcji tzw. modelu
podstawowego skorygowanego o zmienne zaktocajace.

W  modelu skorygowanym (ang. adjusted model) jako zmienng zalezng
wprowadzono reszty regresyjne otrzymane z danego modelu podstawowego, co
umozliwito poréwnanie efektow zmiennych niezaleznych (polimorfizméw SNP) przy
jednoczesnej eliminacji wpltywu innych czynnikoéw skorelowanych z wyjsciowa
zmienng. Algorytm polegat na wykorzystaniu metod regresji liniowej do oddzielenia
wpltywu zmiennych zaktocajacych, a nastgpnie zastosowaniu analizy wariancji wobec
zmiennych skorygowanych (tj. wobec tej czesci zmiennos$ci, ktdra nie jest wyjasniona
przez zmienng towarzyszaca). W wyniku zastosowania algorytmu, suma kwadratéw
btedu zostala odcigzona ze zmienno$ci wynikajacej z obecnosci zmiennych
towarzyszacych, a w konsekwencji test F zyskat wigksza moc do wykrywania
prawdziwych efektow analizowanych czynnikow.

W modelach regresji liniowych nie uwzglgdniano interakcji pomigedzy zmiennymi
niezaleznymi.

Konstrukecja modelu regresji liniowej obejmowata nastepujace etapy:
1. Wybor probek do zbioru uczacego 1 testowego — zapewniono
reprezentatywno$¢ zbioru modelowego, sortujac rosngco warto$¢ zmiennej

zaleznej danej macierzy docelowej i wybierajac z niej rOwnomiernie takg
liczbe przypadkow, aby zbior uczacy zawierat 70% macierzy wyjsciowe;,
a zbior testowy 30%.

2. Kalibracja modelu regresji liniowej — do kalibracji modelu uczacego
zastosowano metode najmniejszych kwadratéw, uzyskujac wspdiczynniki
roOwnania regresji liniowej. Oceniano jako$¢ dopasowania modelu do danych
eksperymentalnych wyliczajac wspotczynnik determinacji R’
(ang. determination coefficient) oraz S$redni btad kwadratowy kalibracji
zbioru uczacego (RMSEC, ang. root mean square error of calibration).
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Kalibracja krzyzowa modelu — oceniano elastyczno$¢ modelu wyliczajac
btad przewidywania tj. wspotczynnik walidacji krzyzowej (Q’cy, ang. cross-
validation determination coefficient) oraz $redni blad kwadratowy walidacji
krzyzowej (RMSEcy, ang. root mean square error of cross validation)
stosujac metode ,,wyrzu¢ jeden obiekt” (ang. leave-one-out crossvalidation).
Walidacja modelu — oceniano jego zdolnosci predykcyjne dla zbioru probek,
ktére nie byly uzyte do jego konstrukcji (dla zbioru testowego). Biad
przewidywania dla probek zbioru testowego okreslono za pomocg
wspolczynnika walidacji zewnetrznej (Q’gxr, ang. external validation
coefficient) oraz $redniego btedu kwadratowego przewidywania (RMSEP,
ang. root mean square error of prediction). Walidacj¢ zastosowano w celu
uniknigcia nadmiernego dopasowania modelu podstawowego do danych
(tzw. przeuczenia).

Testowanie zalozen regresji liniowej — polegato na eksploracji cech
analizowanego zbioru danych oraz testowanego modelu regresji. Za pomocag
réznych narzedzi diagnostycznych identyfikowano problem wspdtliniowosci
na podstawie wartosci wspotczynnika inflacji VIF (ang. variance inflation
factor) oraz wspoOtczynnika tolerancji (TOL), problem obecno$ci obserwacji
wpltywowych oraz heterogeniczno$¢ wariancji.

Diagnozowano obecno$¢ obiektow odleglych na podstawie reszt
pochodzacych od stabilnego modelu kalibracyjnego. W pierwszym kroku,
po zbudowaniu modelu zawierajacego zmienne wejsciowe, z macierzy
danych usuwano przypadki, dla ktérych bezwzgledne wartosci
standaryzowanych reszt modelu byty wigksze od 2. Nastepnie ponownie
budowano model, uzyskujac znaczng poprawe dopasowania i1 jakosci
modelu.

W przypadku budowy tzw. modelu podstawowego zastosowano technike regresji
krokowej wstecznej, eliminujac kolejno zmienne na podstawie krytycznej wartosci
statystyki t, az do uzyskania zadowalajacego modelu.

Wszystkie etapy konstrukcji modelu regresji liniowej wykonano za pomoca
skryptow napisanych w programie MATLAB.

6.7.3. Uwagi ogolne

Przeprowadzono kontrolg danych w celu wyeliminowania pomylek powstatych
w trakcie przygotowywania danych (tzw. ,btedéw grubych”) tj. wykrycie
w zbiorze danych przypadkow réznigcych sig istotnie od innych (tzw. punktéw
odstajacych) — korekta wartosci.

Transformowano zmienne w celu zwigkszenia liniowej zalezno$ci pomig¢dzy
zmiennymi. W analizie podawano posta¢ zastosowanej funkcji transformujace;.
Przy kazdej analizie podano sposob obstuzenia warto$ci odstajacych.

Jesli nie zaznaczono inaczej braki danych usuwano parami.
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Wyniki dotyczace zmiennych ciaglych przedstawiono jako $rednia wraz
z odchyleniem standardowym (SD, ang. standard deviation).

Wyniki analiz zmiennych jako$ciowych przedstawiono zaréwno jako surowa
liczebnos¢ oraz procent przypadkoéw o danej cesze.

Jako znamienny poziom istotnosci przyjeto p<0,05.

Wyniki analiz raportowano zgodne z zaleceniami ,,The GRIPS Statement” (ang.
genetic risk prediction study) (Janssens et al., 2011) w celu zapewnienia
przejrzystosci otrzymanych wynikow.
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VII. WYNIKI

7.1. Charakterystyka populacji pod wzgledem analizowanych zmiennych
ilosciowych i jakosciowych

Analiza $rednich warto$ci porownywanych parametréw w grupie kobiet 1 mezczyzn
wykazala na istotne statystycznie roznice na poziomie istotnosci p<0,0001. Nie wykazano
istotnie statystycznej roznicy Srednich zmiennej okre$lajacej czas trwania NT (zmienna
Trwanie NT), ilo$ci przyjmowanych lekow hipotensyjnych (zmienna Liczba lekow),
catodobowego, dziennego i nocnego cisnienia tetna (odpowiednio zmienna PPdn, PPd, PPn).
Nie wykazano rowniez istotnych réznicy sredniej predkosci fali tetna (zmienna PWV) (Tab. 6).

Wykazano, ze mezczyzni istotnie czg$ciej niz kobiety cierpig na zaburzenia gospodarki
weglowodanowej (N=206 vs. N=143, p=0,0206). Rdéznica ta jednak nie wystepuje, jesli analizie
poddaje sie czestos¢ wystepowania konkretnych zaburzen weglowodanowych tj. nieprawidtowg
glikemig na czczo (IGF), uposledzong tolerancj¢ glukozy (IGT) oraz cukrzyce typu 1 i typu 2.

Zaobserwowano rowniez istotnie wigksza liczbg aktywnych palaczy w grupie me¢zczyzn
(N=76 vs. N=40, p=0,0089) (Tab. 7).
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Tab. 7. Charakterystyka badanej populacji pod wzgledem zmiennych jako$ciowych w podziale na
pleé.

. Kobiety Mezczyzni Ogoélem
Zmienna
N % N % N p
Choroba sercowo-naczyniowa (CVD) 67 7,9 81 9,5 148 0,9036
Choroby serca 43 5,0 57 6,7 100 0,5610
CHD 38 4,5 54 6,3 92 0,3680
MI 10 1,2 19 2,2 29 0,2164
PTCA 8 0,9 17 2,0 25 0,1622
CABG 1 0,1 6 0,7 7 0,0937
HF 5 0,6 6 0,7 11 0,9858
Choroba naczyn mozgowych 31 3,6 32 3,8 63 0,5639
Udar niedokrwienny 18 2,1 21 2,5 39 0,9557
Udar krwotoczny 2 0,2 2 0,2 4 1
TIA 8 0,9 5 0,6 13 0,2486
Inne 1 0,1 4 0,5 5 0,3830
Dyslipidemia 298 349 354 41,5 652 0,9557
Zaburzenia weglowodanowe 143 16,8 206 24,2 349  0,0206
DMI1 0 0,0 1 0,1 1 1
DM2 72 84| 102 12,0 174 0,1976
IGF/IGT 71 83| 103 12,1 174 0,1445
Palenie 40 4,7 76 8.9 116 0,0089
ACEI 178 21,01 226 26,7 404 0,3445
ATI 149 17,6 187 22,1 336 0,5045
CB 203 239| 265 31,2 468 0,1228
BB 251 29,6 282 33,3 533 0,3093

CHD - choroba wieficowa; MI — zawat serca; PTCA — angioplastyka naczyn wiencowych; CABG —
pomostowanie aortalno-wiencowe; HF — niewydolno$¢ serca; TIA — przemijajace ataki niedokrwienne;
DMI1/DM2 — cukrzyca typu l/typu 2; IGF/IGT — nieprawidlowa glikemia na czczo/uposledzona
tolerancja glukozy; p — poziom istotnos$ci statystycznej.

7.2. Zgodno$¢ rozkladu polimorfizméw SNP z prawem rownowagi
genetycznej Hardy’ego-Weinberga

Analize rozkladu czestosci genotypow poszczegdlnych polimorfizméow SNP
wykonano stosujac test x> Pearsona. Szczegdtowe wyniki analiz wraz z liczebnosciami
obserwowanymi 1 oczekiwanymi sg przedstawione w  Zat. 3. W przypadku
5 polimorfizméw SNP wystapity komorki tabeli o liczebnos$ciach mniejszych niz 5, nie
zastosowano jednak doktadnego testu Fishera z poprawka Freemana-Haltona ze
wzgledu na ograniczenia obliczeniowe programu matematycznego.

W grupie badanej, dla 21 sposréd 168 polimorfizméw SNP, rozktady genotypow nie
byly zgodne z prawem rownowagi Hardy’ego-Weinberga (p<0,05). Nie wykluczono
jednak tych polimorfizméw z dalszych analiz. Ze wzgledu na to, ze grupa badana jest
populacja chorych na nadcisnienie tetnicze pierwotne, brak zgodnosci rozktadu
genotypow z prawem Hardy’ego-Weinberga moze wskazywac na potencjalne znaczenie
tych polimorfizméw jako biomarkeréw zwigkszonego ryzyka wystapienia nadci$nienia
tetniczego. Potwierdzenie tego wymagaloby pordwnania czestosci genotypdw tych
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polimorfizméw SNP w grupie kontrolnej bez stwierdzonego NT (Bochud, 2012;
Lucchinetti 1 Zaugg, 2008).

Poréwnano zatem frekwencje genotypow polimorfizméw SNP (wskazniki
struktury), ktore nie pozostaja w rownowadze Hardy’ego-Weinberga z danymi dla
populacji  europejskiej zgromadzonymi w ramach projektu ,, /000 Genomes”
(http://www.1000genomes.org/, data dostgpu: 18.04.2014). Rozpatrywano obszar
krytyczny dwustronny oraz dla oszacowania wielko$ci efektu wyliczono 95% przedziat
ufnosci (CI ang. confidence interval). Dla 12 sposrod 21 polimorfizméw SNP wykazano
istotng réznice miedzy frekwencja wystepowania danego allelu w grupie badanej
a frekwencja w populacji europejskiej ( Tab. 8)
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7.3. Analiza zmiennej PWV

7.3.1. Budowa modelu podstawowego dla zmiennej PWV

e Liczebno$¢ proby wynosita N = 669 (usuni¢to przypadki, w ktorych mial miejsce
jakikolwiek brak danej w zmiennej branej pod uwage w budowie modelu
podstawowego).

e Wartosci ekstremalne PWV=(24,8; 23,2; 20,3) zastagpiono wartoscig 99 percentyla tj.
warto$cig 16,53.

e Zmienng PWV poddano przeksztalceniu funkcjg transformujacg postaci
log(PWV—4,5) uzyskujac zmienng logPWYV. Posta¢ funkcji ustalono empirycznie,
wybierajac te, ktora znaczaco zwigkszyta liniowos¢ zalezno$ci pomigdzy zmienng
PWYV a zmiennymi niezaleznymi.

1. Wykonano analize¢ korelacji pomi¢dzy zmienng logPWV a zmienng niosaca
informacj¢ o wysokosci ci$nienia krwi 1 otytosci (Tab. 9).

Tab. 9. Wyniki analizy korelacji pomi¢dzy zmienna logPWV a zmiennymi niosacymi informacje
o wysokosci cisnienia krwi, otylosci oraz zaburzeniach lipidowych.

Oznaczone wsp. korelacji sa istotne z p < 0,05

logPWV

Zmienna R R’

SBPdn 0,3116 0,0971
DBPdn 0,0912 0,0083
PPdn 0,3197 0,1022
SBPd 0,2904 0,0843
DBPd 0,0666 0,0044
PPd 0,3144 0,0988
SBPn 0,3212 0,1032
DBPn 0,1488 0,0221
PPn 0,3045 0,0927
BMI 0,0886 0,0079
Pas 0,1187 0,0141
Biodra 0,0202 0,0004
WHR 0,1659 0,0275
TC 0,0263 0,0007
HDL -0,0043 0,0000
TG 0,0700 0,0049
LDL 0,0900 0,0010
Dyslipidemia - 0,0280*

* - R? uzyskany w analizie regresji prostej

R — wspolczynnik korelacji Pearsona; R? — wspotezynnik determinacji; TC — cholesterol catkowity; HDL —
cholesterol LDL; TG — trojglicerydy; LDL — cholesterol LDL; SBPdn, SBPd, SBPdn — S$rednie ci$nienie
skurczowe odpowiednio z calej doby, z dnia, z nocy; DBPdn, DBPd, DBPn — $rednie ci$nienie rozkurczowe
odpowiednio z catej doby, z dnia, z nocy; PPdn, PPd, PPn — $rednie ci$nienie tgtna odpowiednio z catej doby,
z dnia, z nocy, BMI — wskaznik masy ciata; WHR — stosunek obwodu pasa do obwodu bioder.

mienna n i zmienna n wykazaly najwyzsza korelacje ze zmienng lo
Zmi SBPn i zmi PPdn wykazaly najwyzsza korelacje ienng logPWV
(stBpn=O,1032 oraz Rzppdn=0,1022). Do modelu wprowadzono zmienng PPdn (pomimo

41



WYNIKI

nieznacznie nizszego R?), gdyz niesic w sobie informacje dotyczaca zaréwno ci$nienia
skurczowego, jak 1 rozkurczowego.

Zmienna WHR wykazala najwicksza korelacje ze zmienna logPWV (R%*wir=0,0275)
1 wprowadzono ja do modelu.

Stezenia cholesterolu catkowitego TC, cholesterolu HDL 1 LDL oraz trdjglicerydow TG
nie wykazaly istotnej korelacji ze zmienng logPWV. Do modelu wprowadzono zmienng
jakosciowa ,,Dyslipidemia”, ktora w sposob istotny wyjasnita 2,8% zmiennosci logPWV.

2. Zbudowano modele podstawowe A-D o zaproponowanym poczatkowym zestawem
zmiennych

Model A (Tab. 10) zawierajacy peten zestaw zmiennych wejSciowych, jest wysoce istotny
statystycznie [F(1,493)=44,24, p=3,86-10""] oraz wyjaénia 41,28% zmiennosci logPWV.
Jednak wspotczynniki rownania regresji dla zmiennej Palenie oraz DM majg ujemng warto$¢
(zalezno$¢ odwrotna od spodziewanej) oraz duze btedy standardowe. Dlatego postanowiono
wyeliminowa¢ te zmienne z modelu. Takze z powodu duzego obcigzenia wspotczynnikow
roOwnania regresji, wyeliminowano kolejno zmienng Dyslipidemia i WHR. Ostatecznie
uzyskano model A*, ktéry zawiera zmienng Wiek, Pte¢, eGFR oraz PPdn. Model A*
(Tab. 11) jest wysoce istotny statystycznie [F(1,493)=88,95, p=9,72-10>"] i wyjasnia 41,69%
zmienno$ci logPWV. W stosunku do modelu A, nastgpita poprawa dopasowania modelu.
Srednie wartoéci bledow kalibracji (RMSEC), kroswalidacji (RMSECV) oraz przewidywania
(RMSEP) maja zblizone wartosci, co $wiadczy o dobrej jakosci zbudowanego modelu.

Model B (Tab. 12) i B* (Tab. 13) uzyskano stosujagc metode krokowa wsteczng (redukujac
zestaw zmiennych wejsciowych). Model B zawiera nast¢pujace zmienne niezalezne: Wiek,
Pte¢, eGFR, PPdn oraz WHR. Model jest wysoce istotny statystycznie [F(1,492)=70,39,
p=2,55-10""] i wyjasnia 41,41% zmiennosci logPWV. Mimo ze wspolczynniki réwnania
regresji dla zmiennej Pte¢ i WHR nie osiggnety zadanego poziomu istotnosci, pozostawiono
te zmienne w modelu, gdyz ich bledy standardowe majg akceptowalng warto§¢. W stosunku
do modelu A, nastgpila poprawa dopasowania modelu tj. wyzsza wartos¢ wspotczynnika
determinacji R® oraz nizsze bledy szacunku modelu. Srednie wartosci bledow kalibracji
(RMSEC), kroswalidacji (RMSECV) oraz przewidywania (RMSEP) maja zblizone wartosci,
co $wiadczy o dobrej jakosci zbudowanego modelu.

Eliminujagc zmienng Ple¢, otrzymano Model B*, ktéry zawiera nast¢pujace zmienne
niezalezne: Wiek, eGFR, PPdn oraz WHR. Model jest wysoce istotny statystycznie
[F(1,492)=87,12, p=8,56-107°] i wyjasnia 41,23% zmiennosci parametru PWV. Istotno$¢
otrzymanych wspotczynnikow réwnania regresji oraz niskie btedy szacunku potwierdzaja
dobre dopasowanie modelu. Srednie wartosci btedow kalibracji (RMSEC), kroswalidacji
(RMSECV) oraz przewidywania (RMSEP) maja zblizone wartosci, co §wiadczy o dobrej
jakos$ci zbudowanego modelu.

Model C (Tab. 14) jest wysoce istotne statystycznie [F(1,494)=137,89, p=2,98-10"**] oraz
wyjasnia 35,71% zmiennosci logPWV. Istotno$¢ otrzymanych wspdiczynnikéw réwnania
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regresji oraz niskie bledy szacunku potwierdzaja dobre dopasowanie modelu. Srednie
wartosci btedow kalibracji (RMSEC), kroswalidacji (RMSECV) oraz przewidywania
(RMSEP) maja zblizone wartosci, co $wiadczy o dobrej jakosci zbudowanego modelu.

Model D (Tab. 15) jest wysoce istotny statystycznie [F(1,493)=244,44, p=5,57-10"] oraz
wyjasnia 33,08% zmienno$ci zmiennej logPWV. Istotno$¢ otrzymanych wspotczynnikéw
robwnania regresji oraz niskie bledy szacunku potwierdzaja dobre dopasowanie modelu.
Srednie warto$ci btedow kalibracji (RMSEC), kroswalidacji (RMSECV) oraz przewidywania
(RMSEP) maja zblizone wartosci, co $wiadczy o dobrej jakosci zbudowanego modelu.
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Poréwnano wartosci parametrow opisujacych jakos¢ dopasowania i przewidywania
kazdego zbudowanego modelu podstawowego (Tab. 16). Stwierdzono ze Modele C 1 D
wyjasniajag najwicksza cze$¢ zmiennosci parametru PWV (odpowiednio 33,08%
135,71%) 1 charakteryzuja si¢ dobrg jakosciag dopasowania oraz przewidywania, ale nie
odzwierciedlajg w pelni ztoZzono$ci zjawiska sztywnosci naczyn.

Modele A*, B i B* wyjasniaja ponad 40% zmienno$ci parametru PWV oraz
wykazuja  zblizone warto$ci  parametrow  opisujacych jako$¢ dopasowania
1 przewidywania modelu.

Tab. 16. Poré6wnanie parametré6w zbudowanych modeli dla zmiennej zaleznej PWV.

. Model A* Model B Model B*
Zmienne e T «GFR, Wick?, Plc¢, cGFR’, PPdn’, _ Wick’, cGFR”, PPdn,
w modelu 4 g

PPdn WHR WHR
R 0.4169 0.4141 0.4123
Qv 0,4117 0,4078 0,4071
Qexr 0,3374 03522 0,3429
RMSEC 0,1183 0,1176 0,1178
RMSECV 0,1191 0,1185 0,1185
RMSEP 0,1293 0,1277 0,1286

" wspotczynnik rownania regresji dla danej zmiennej jest istotny statystycznie (p<0,05)

eGFR — wskaznik filtracji klebuszkowej, PPdn — srednie ci$nienie t¢tna z catej doby; WHR — stosunek
obwodu bioder do obwodu pasa, Rzadj — skorygowany wspotezynnik determinacji, Q*cy — wspotczynnik
walidacji krzyzowej, Q*gxr — wspotczynnik walidacji zewnetrznej, RMSEC — $redni kwadratowy biad
kalibracji RMSECV - S$redni kwadratowy btad kalibracji RMSEP - S$redni kwadratowy btad
przewidywania.

Zadecydowano o wyborze modelu, ktory bedzie kompromisem pomiedzy
modelowaniem statystycznym i biologicznym. Taki model moze uwzgledni¢ zmienne,
ktorych wspotczynniki rownania regresji nie osiagnety zadanego poziomu istotnosci
statystycznej (za to pozwala na kontrolowanie ich wptywu na zmienng zalezng),
eliminujac jednoczesnie te zmienne, ktére w znaczacy sposOb pogarszaja jakos$c
opracowanego modelu (p. Dyskusja 8.2).

Wybrano model B, ktory przyjmuje postac:

LogPWV = 0,2092 + 0,0058-Wiek + 0,0216-Pte¢ — 0,0009-eGFR + 0,0034-PPd +
+0,1132-WHR £ 0,1176

Na podstawie réwnania regresji modelu B oszacowano prognozowane warto$ci

logPWYV, anastgpnie zgromadzono reszty modelu jako odcigzone wartosci logPWV,
otrzymujac zmienng adjPWYV (model skorygowany).
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7.3.2. Identyfikacja polimorfizmow SNP wyjasniajacych w sposob istotny

zmienno$¢ parametru PWV

Kolejno dla surowej zmiennej] PWV oraz odcigzonej zmiennej adjPWV wykonano
analize regresji liniowej, gdzie do modelu wprowadzono tylko jedng zmienng
niezalezng — kolejno wyniki genotypowania kazdego analizowanego SNP w modelu
addytywnym, dominujgcym i recesywnym.

Z kazdej analizy wybrano te polimorfizmy SNP, ktérych wspotczynniki rownania
regresji byly istotne na poziomie co najmniej p<0,1, a model charakteryzowal si¢
dobrym dopasowaniem do danych.

W modelu surowym (zmienna PWYV) wyselekcjonowano tacznie:

15 polimorfizméw SNP (w tym 10 na poziomie p<0,05) w modelu
addytywnym (Tab. 17) — polimorfizmy te maja zwiazek ze st¢zeniem lipidow
we krwi (9 SNP), z wysokos$cig cisnienia krwi (3 SNP), stezeniem kreatyniny
w osoczu (1 SNP), ryzykiem zawatu serca (I SNP) oraz paleniem tytoniu
(1 SNP).

16 polimorfizméw SNP (w tym 10 na poziomie p<0,05) w modelu
dominujacym (Tab. 19) — polimorfizmy te maja zwigzek ze stezeniem lipidow
we krwi (9 SNP), z wysokos$cig ci$nienia krwi (3 SNP), ryzykiem zawalu serca
i/lub choroby niedokrwiennej serca (2 SNP), uposledzonym poziomem glukozy
na czczo (1 SNP) oraz paleniem tytoniu (1 SNP).

16 polimorfizméw SNP (w tym 4 na poziomie p<0,05) w modelu recesywnym
(Tab. 21) — polimorfizmy te maja zwigzek ze stg¢zeniem lipidow we krwi
(6 SNP), z wysokoscig cisnienia krwi (5 SNP), stezeniem kreatyniny w osoczu
(2), ryzykiem zawalu serca i/lub choroby niedokrwiennej serca (2 SNP) oraz
paleniem tytoniu (1 SNP).

W modelu skorygowanym (zmienna adjPWYV) wyselekcjonowano Iacznie:

17 polimorfizméw SNP (w tym 6 na poziomie istotnosci p<0,05) w modelu
addytywnym (Tab. 18) — polimorfizmy te maja zwiazek z ryzykiem zawatu
serca i/lub choroby niedokrwiennej serca (5 SNP) oraz cukrzycy typu 2 (1 SNP),
wysokoscia ci$nienia krwi (5 SNP), stezeniem lipidow we krwi (5 SNP) oraz
paleniem tytoniu (1 SNP).

14 polimorfizméw SNP (w tym 8 na poziomie istotnosci p<0,05) w modelu
dominujacym (Tab. 20) — polimorfizmy te maja zwigzek z ryzykiem zawatu
serca i/lub choroby niedokrwiennej serca (3 SNP) oraz cukrzycy typu 2 (1 SNP),
wysokos$cig cisnienia krwi (4 SNP), stezeniem lipidow we krwi (5 SNP) oraz
paleniem tytoniu (1 SNP).

14 polimorfizméw SNP (w tym 5 na poziomie istotnosci p<0,05) w modelu
recesywnym (Tab. 22) — polimorfizmy te maja zwigzek z wysoko$cig ci$nienia
krwi (6 SNP), stezeniem lipidow we krwi (4 SNP), ryzykiem zawatu serca i/lub
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choroby niedokrwiennej serca (2 SNP), cukrzyca typu 2 (1 SNP) oraz zespotem
metabolicznym (1 SNP).
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Cze$¢ polimorfizméw SNP wyjasnita w sposodb istotny zmienno$¢ PWV
w modelu surowym, jak 1 skorygowanym (odpowiednio zmienna PWV 1iadjPWV)
niezaleznie od zastosowanego modelu genetycznego. Odpowiednio dla PWV oraz
adjPWV, co najmniej 5 oraz 3 polimorfizmy SNP wyjasnily istotnie zmienno$¢ w co
najmniej dwoch modelach genetycznych. Najwigksza cze$¢ wspotwystepujacych
polimorfizméw SNP wykazat model addytywny i dominujacy (Tab. 23).

Tab. 23. Poréwnanie wspélwystepowania danych polimorfizméw SNP w réznych modelach
genetycznych.

SNP Model addytywny Model dominujacy Model recesywny
Model surowy (zmienna PWYV)
rs12328675 v v
rs1327235 v v v
rs1689800 4 v
rs16942887 v v
rs17145738 4 4
rs17319721 v v
rs2131925 v v v
rs2259816 v 4
rs2954029 4 4 v
rs3025343 4 4 v
rs3136441 4 v
rs633185 v v v
Model skorygowany (zmienna adjPWYV)
rs1057293 v \
rs12190287 v v
rs13139571 v 4
rs17145738 4 v
rs17609940 4 4
rs3025343 4 v
rs3136441 4 4
rs3184504 4 v
rs633185 4 v
rs6725887 4 v
rs7134594 4 v
rs7593730 v v

Roéwniez niezaleznie od postaci modelu tj. surowego czy skorygowanego w danym
modelu genetycznym wspotwystepowaty te same polimorfizmy SNP. Dla zmiennej
PWV oraz adjPWV wmodelu addytywnym, dominujgcym i recesywnym
wspotwystepowato odpowiednio 6, 6 1 5 polimorfizméw SNP (Tab. 24).
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Tab. 24. Poréwnanie wspolwystepowania polimorfizméw SNP w danym modelu genetycznym.
SNP Model surowy (PWYV) Model skorygowany (adjPWYV)
Model addytywny
rs17145738 v 4
rs12328675
rs1327235
rs1689800
rs17145738
rs2131925
rs2259816
rs2954029
rs3025343
rs3136441
rs3184504
rs633185
rs7241918

AN NI NI NI NN VY N NN
ENER NI NN

AN

Model dominujacy

AN

rs11220462
rs1122608
rs1327235
rs1367117
rs17145738
rs174546
rs2131925
rs2259816
rs2288774
rs2652834
rs2954029
rs3025343
rs3136441
rs633185

AU NI NI N N N N VU NI NN
AN

AN

Model recesywny

AN

rs13038305
rs13082711
rs1327235
rs16942887
rs17249754
rs17367504
rs17609940
rs2131925
rs2954029
rs633185
rs6511720
rs737337
rs9818870

<\

AV NI NI N NI N NI N VN NN
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7.3.3. Stworzenie zliczonej punktacji ryzyka genetycznego (GRS). Analiza Srednich
wartosci parametru PWYV w réznych grupach GRS.

Po odpowiednim przekodowaniu wybranych polimorfizmow SNP, zliczeniu alleli ryzyka
(model addytywny), genotypoéw ryzyka (model dominujacy i recesywny) oraz utworzeniu
zmiennych GRS 1 1 GRS 2 w kazdym modelu genetycznym, porownano $rednie wartosci
zmiennej PWV (model surowy) 1 adjPWV (model skorygowany) w grupach wyznaczonych
przez kwartyle GRS 11 GRS 2.

Niezaleznie od modelu genetycznego zaobserwowano wzrost §redniej warto$ci zmiennej
PWV 1 adjPWV wraz z przynaleznoscia do kolejnych grup zliczonej punktacji ryzyka
genetycznego. Srednie wartosci analizowanych parametréw wraz z podana liczebnoscia danej
grupy znajduja si¢ w Tab. 25, Tab. 26 oraz Tab. 27.

Tab. 25. Tabela licznos$ci wraz z Srednia i odchyleniem standardowym zmiennej GRS w podziale na grupy
wyznaczone kwartylami. Model addytywny.

. GRS_1 GRS 2
Zmienna 1 2 3 4 1 2 3 4
Allele ryzyka <12 (12,13] _ (13,14] >14 <16 (16,18] (18,20] >20
Srednia | 9,6604 10,0144 10,5063 10,0434 | 9.4149 99992 10,5882 11,0574
PWV N 313 127 153 166 194 223 210 119
SD 1,8083  2,1597  2,1565 22729 | 1,7543 19478  2,1749  2,3525
Allele ryzyka <9 O,10]  (10,11] ST <17 (7,18] (19,20] >20
Srednia | 0,749 0,2092 02107 02589 | 0,1661 0,1898 02155 02552
adjpwyv N 316 205 163 71 252 123 204 146
SD 0,1460 0,272 0,290 0,112 | 0,396 0,1386  0,1236  0,1240

Tab. 26. Tabela liczno$ci wraz z $rednig i odchyleniem standardowym zmiennej GRS w podziale na grupy
wyznaczone kwartylami. Model dominujacy.

GRS 1 GRS 2
Zmienna — —
1 2 3 4 1 2 3 4
Genotypy ryzyka <5 (5,6] (6,7] >7 <8 (8,10] (10,11] >11
srednia 9,6084 10,2594 10,4564 11,2694 | 9,5126  9,9649 10,6870 11,1621
PWV N 297 201 162 97 206 278 126 132
SD 1,7217 2,1280 2,2315 2,4071 | 1,6115 2,0719 2,2712 2,3105
Genotypy ryzyka <4 4,5] (5,6] >6 <7 (7,8] (8,10] >10
$rednia 0,1632 0,1908 0,2186 0,2335| 0,1509 0,1987 0,2244 0,2595
adjPWVv N 196 197 214 158 227 154 268 90
SD 0,1529 0,1359 0,1227 0,1260 | 0,1533  0,1254 0,1176 0,1186
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Tab. 27. Tabela liczno$ci wraz z Srednia i odchyleniem standardowym zmiennej GRS w podziale na
grupy wyznaczone kwartylami. Model recesywny.

GRS 1 GRS 2
Zmienna — —
2 3 4 1 2 3 4
Genotypy ryzyka <1 >1 <9 (9,10] >10
srednia 10,1060 - - 11,4297 9,6736 10,2934 - 10,8665
PWV N 727 - - 37 284 303 — 161
SD 2,0704 - - 2,3863 1,9544  2,0454 - 2,2716
Genotypy ryzyka <2 (2,3] >3 <6 6,7] >7
$rednia 0,1890 - 0,2236  0,2354 0,1878 - 0,2117  0,2308
adjPWV N 522 - 205 36 444 - 213 106
SD 0,1414 - 0,1261 0,1187 0,1396 - 0,1401 0,1146

Za pomocy testu Kruskala-Wallisa sprawdzono czy s$rednie wartosci PWV
skorygowanym (odpowiednio zmienna PWV 1adjPWV)
w wyznaczonych grupach GRS 1 1 GRS 2 r6znig si¢ istotnie od siebie. Wyniki testu
wskazaty na istotne réznice pomiedzy $rednimi warto$ciami analizowanych zmiennych

w modelu surowym i

we wszystkich modelach genetycznych zaréwno w modelu surowym i skorygowanym.
Podsumowanie wynikow testu Kruskala-Wallisa znajduje si¢ w Tab. 28.

Tab. 28. Wyniki testu Kruskala-Wallisa dla PWV w modelu surowym i skorygowanym. Grupy
wyznaczone przez kwartyle zmiennej GRS_1 oraz GRS_2.

Model addytywny
GRS _1 GRS 2
N H df p N H df p
PWV 759 40,66 3 7,70-10° | 746 52,39 3 2,48-10™"
adjPWV 755 21,53 3 8,19-10° | 725 40,57 3 8,06-10°
Model dominujacy
GRS _1 GRS 2
N H df P N H df p
PWV 757 41,73 3 4,58-10° | 742 53,46 3 1,46-10™"
adjPWV 765 24,44 3 2,02:10° | 739 48,96 3 1,33-107°
Model recesywny
GRS _1 GRS 2
N H df P N H df p
PWV 764 11,45 1 0,0007 748 33,53 2 524-10°"
adjPWV 763 8,81 2 0,0122 763 9,79 2 0,0075

N — liczebno$¢ analizowanego zbioru danych, H — warto$¢ statystyki Kruskala-Wallisa, df — stopnie
swobody, p — poziom istotnoS$ci statystycznej, GRS — zliczona punktacja ryzyka genetycznego.

Wielokrotne porownanie $rednich (testy typu post hoc) wskazaly na grupy, ktorych
srednie istotnie r6znig si¢ od siebie. Dla kazdego poréwnania wykonano wykresy typu
ramka-w3asy.
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Modele addytywne

Model surowy — zmienna PWV

Niezalezenie czy porownywano $rednie wartosci PWV w grupach wyznaczonych
przez kwartyle GRS 1 czy GRS 2, obserwowano wzrost $redniej wartosci PWV wraz
z przynalezno$cig do grupy ze zwickszajaca si¢ liczba zliczonych alleli ryzyka. Na
uwage zastuguje fakt, ze zalezno$¢ swoim ksztaltem przypomina liniowa.

W przypadku GRS 1, $rednia wartos¢ PWV w grupie 1 (co najwyzej 12 alleli
ryzyka) roézni si¢ w sposob istotny od sredniej w grupie 3 (14 alleli ryzyka) oraz grupie
4 (powyzej 14 alleli ryzyka). Srednie wartosci zmiennej PWV w tych grupach wynosza
odpowiednio 9,66 m/s, 10,51 m/s oraz 10,94 m/s. Poziom istotnosci réznicy $redniej
wartosci PWV pomiedzy 1 i 4 grupa osiagnat wartosé 1,37-10° (Rys. 2).

W przypadku GRS 2, $rednia wartos¢ PWV w grupie 1 (co najwyzej 16 alleli
ryzyka) r6zni si¢ istotnie od $redniej w grupie 2 (od 17 do 18 alleli ryzyka), grupie 3 (od
19 do 20 alleli ryzyka) oraz grupie 4 (powyzej 20 alleli ryzyka). Srednie w tych grupach
wynosza odpowiednio 9,41 m/s, 10 m/s, 10,59 m/s oraz 11,06 m/s. Nieistotna
statystycznie jest jedynie réznica pomiedzy $rednimi w grupie 3 1 grupie 4. Poziom
istotnosci réznicy $Sredniej wartosci PWV pomigdzy grupa 1 1 grupa 4 osiagnal wartos¢
1,17-10” (Rys. 3).

Model addytywny
Zmienna: PWV

ol —|— | 1 2 3 4
' 1 1,0000 1,22¢10° 1,3710°

11,0 o 21,0000 0,2100 5,61-10™

108l 3 1,22:10° 02100 0,3900
' T J_ 4 1,37:10"% 5,61-10%  0,3900

1 Wartos¢ p dla poréwnan wielokrotnych

PWV [m/s]
=)
[N
=
|_

10,0 o
98t T l
9,6 | -
941t
9.2 : : ' o Srednia

1 2 3 4 - .

[ Srednia+Btad std
grupy wyznaczone przez kwartyle GRS_1 I Srednia+1,96*Btad std

Rys. 2. Wykres ramka-wasy dla zmiennej PWV wraz z wynikami poréwnan wielokrotnych
pomiedzy grupami wyznaczonymi przez kwartyle zmiennej GRS 1. Model addytywny.
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Model addytywny

Zmienna: PWV
11,6

11,4 | | I 1 2 3 4
il —|— 1 0,0200 8,05°10° 1,17+107
2 20,0200 0,03  4,38:10
11,0 o 3 8,0510° 0,0300 0,7600
10,8 4 117107 4.38:10"  0,7600
106 | a J_ | Wartos¢ p dla poréwnan wielokrotnych
@
€104}
2102}
s T
10,0 | o
9.8 t 1T
96t T
94| o
92t [
9.0 1 2 3 4 o Srednia
[ Srednia+Btad std
grupy wyznaczone przez kwartyle GRS_2 T Srednia+1,96*Btad std

Rys. 3. Wykres ramka-wasy dla zmiennej PWV wraz z wynikami poréwnan wielokrotnych
pomiedzy grupami wyznaczonymi przez kwartyle zmiennej GRS 2. Model addytywny.

Model skorygowany — zmienna adjPWV

W przypadku grup wyznaczonych przez kwartyle GRS 1, srednia warto§¢ zmiennej
adjPWV w grupie 1 (co najwyzej 9 alleli ryzyka) rdzni si¢ w sposob istotny od Srednie;j
w grupie 4 (wiecej niz 11 alleli ryzyka) (0,17 vs. 0,25, p=7,94-107).

Srednia warto$¢ grupy 2 (10 alleli ryzyka) i grupy 3 (11 alleli ryzyka) jest wyzsza
niz $rednia grupy 1, jednak roznica ta nie osiggneta zadanego poziomu istotnosci.
Podobnie $rednia warto$¢ grupy 4 jest wyraznie wyzsza od $redniej grupy 2 i grupy 3,
ale roznica jest nieistotna statystycznie (Rys. 4).
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Model addytywny
Zmienna: adjPWV

0,30
' 1 2 3 4
028l 1 0,0600 0,1800 7,94107
' —|_ 20,0600 1,0000 0,0800
3 0,1800 1,0000 0,0600
0,26 } o -5
4 7,94-10 0,0800 0,0600

024 | J_ | Wartos$¢ p dla porownan wielokrotnych
>
£ 0,22 T T
£S5}
© o [m]

0,20 J_ J_

T
0,18
a
0,16 J_
0.14 1 2 3 4 o Srednia
[ Srednia+Btad std
Grupy wyzaczone przez kwartyle GRS_1 T Srednia+1,96*Btad std

Rys. 4. Wykres ramka-wasy dla zmiennej adjPWV wraz z wynikami poréwnan wielokrotnych
pomiedzy grupami wyznaczonymi przez kwartyle zmiennej GRS 1. Model addytywny.

W przypadku grup wyznaczonych przez kwartyle GRS 2, liniowa zalezno$¢
pomiedzy $rednig warto$cig parametru adjPWV a przynaleznosciag do grupy ryzyka
genetycznego jest bardziej zaznaczona. Srednia w grupie 1 (co najwyzej 17 alleli
ryzyka) rozni si¢ istotnie od $redniej w grupie 3 (20 alleli ryzyka) oraz grupie 4 (co
najmniej 21 alleli ryzyka). Srednie w tych grupach wynosza odpowiednio 0,17, 0,21
oraz 0,25. Istotnos¢ roznicy $redniej w grupie 1 i grupie 4 osiagnela poziom p=1,11-10"
(Rys. 5).

Model addytywny
Zmienna: adjPWV

0,30
1 2 3 4
0,28 | 1 1,0000 1,18107 1,11+10®
T 21,0000 0,2400  1,87-10*
0,26 | 1 3 1,1810° 0,2400 0,0700
. 4 1,11-10% 1,87.10"  0,0700
0,24 | J_ 1 Wartos¢ p dla poréwnan wielokrotnych
% 0,22
T o
©
0,20 T 1
(=]
0,18 T
- 1
0,16 J_
0.14 1 2 3 4 o Srednia
[ Srednia+Btad std
Grupy wyznaczone przez kwartyle GRS_2 I Srednia+1,96*Btad std

Rys. 5. Wykres ramka-wasy dla zmiennej adjPWV wraz z wynikami poréwnan wielokrotnych
pomiedzy grupami wyznaczonymi przez kwartyle zmiennej GRS_2. Model addytywny.
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Modele dominujgce

Model surowy — zmienna PWV

W przypadku grup wyznaczonych przez kwartyle GRS 1, $rednia warto$¢ zmiennej
PWV w grupie 1 (co najwyzej 5 genotypow ryzyka) rézni si¢ w sposob istotny od
sredniej w grupie 2 (6 genotypow ryzyka), w grupie 3 (7 genotypdw ryzyka) oraz grupie
4 (nie mniej niz 7 genotypdw ryzyka). Srednie wartosci PWV w tych grupach wynosza
odpowiednio 9,61 m/s, 10,26 m/s, 10,46 m/s oraz 11,27 m/s. Brak r6znic w $rednich
obserwowano jedynie pomiedzy grupa 2 i 3, ktoére maja zblizone warto$ci zmiennej
PWV. Poziom istotnosci roéznicy $redniej wartosci PWV pomiedzy grupa 1 a grupg
4 osiagnat wartos¢ 5,51-10” (Rys. 6).

W przypadku grup wyznaczonych przez kwartyle GRS 2, liniowa zaleznos$¢
pomiedzy $rednig wartos$cig parametru PWV a przynalezno$cia do grupy ryzyka
genetycznego jest bardziej zaznaczona. Srednia w grupie 1 (co najwyzej 8 genotypow
ryzyka) r6zni si¢ w sposob istotny od $redniej w grupie 3 (11 genotypow ryzyka) oraz
grupie 4 (co najmniej 12 genotypéw ryzyka). Srednie wartosci PWV w tych grupach
wynosza odpowiednio 9,51 m/s, 10,69 m/s oraz 11,16 m/s. Srednia w grupie 2 (od 9 do
10 genotypow ryzyka) jest wigksza od sredniej w grupie 1 (9,96 m/s vs. 9,51 m/s), ale
nie wykazano istotnosci ich réznic. Poziom istotnosci rdznicy $redniej wartosci PWV
pomiedzy grupa 1 i grupa 4 osiagnat warto$¢ 9,52-10"" (Rys. 7).

Model dominujacy
Zmienna: PWV

12,0
118 1 2 3 4
16| T 1 0,0200 1,2610° 5,51+107
11al 2 0,020072 1,0000  2¢10-3
' o 3 1,26°10° 1,0000 0,0300
2y 4 551107 2:10°  0,0300
1.0+ l 1 Wartos$¢ p dla porownan wielokrotnych
@ 10,8 ]
£ 10,6 | T
% 10,4 | T o
10,2 | o J_
10,0 | J_
9,8 |
G
9.4 |
9.2 1 2 3 4 o Srednia
[ Srednia+Btad std
Grupy wyznaczone przez kwartyle GRS_1 T Srednia+1,96*Btad std

Rys. 6. Wykres ramka-wasy dla zmiennej PWV wraz z wynikami poréwnan wielokrotnych
pomiedzy grupami wyznaczonymi przez kwartyle zmiennej GRS_1. Model dominujacy.
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Model dominujacy
Zmienna: PWV

11,8

1 2 3 4
11,6 | - -
—|_ 1 0,1600 4,21-10> 9,52¢10°
A 20,1600 0,03 135107
1.2} o 1 3 421-10° 0,0300 0,3000
11,0 | ‘|‘ 1 4 95210 1,3510° 0,3000
10,8 | J_ 1 Wartos$¢ p dla porownan wielokrotnych
2106} .
2104 |
2 10,2 J_
2 T
10,0 | o
9,8 | T
9,6 |
9,4 |
9.2 1 2 3 4 o Srednia
[ SredniaxBtad std
Grupy wyznaczone przez kwartyle GRS_2 I Srednia1 ,96*Btad std

Rys. 7. Wykres ramka-wasy dla zmiennej PWV wraz z wynikami poréwnan wielokrotnych
pomiedzy grupami wyznaczonymi przez kwartyle zmiennej GRS 2. Model dominujgcy.

Model skorygowany — zmienna adjPWV

W przypadku grup wyznaczonych przez kwartyle GRS 1, obserwowano wzrost
sredniej wartosci zmiennej adjPWV wraz z przynalezno$cig do grupy o co raz wiekszej
liczbie genotypow ryzyka. Srednia warto$¢ w grupie 1 (co najwyzej 4 genotypy ryzyka)
rozni si¢ istotnie od $redniej w grupie 3 (6 genotypdéw ryzyka) i grupie 4 (co najmniej
7 genotypoéw ryzyka). Srednie wartoéci zmiennej adiPWV w tych grupach wynosza
odpowiednio 0,16, 0,22 10,23. Poziom istotnosci réznicy $redniej wartosci adjPWV
pomiedzy grupa 1 i grupa 4 osiggnat warto$é 7,32-10 (Rys. 8).

W przypadku grup wyznaczonych przez kwartyle GRS 2, rdwniez obserwowano
wzrost §redniej warto$ci adjPWV wraz z przynaleznos$cia do grupy o coraz wigkszej
liczbie genotypdw ryzyka, a zalezno$é ta przypomina liniowa. Srednia warto$é w grupie
1 (co najwyzej 7 genotypow ryzyka) rozni si¢ istotnie od S$redniej w grupie 2
(8 genotypow ryzyka), w grupie 3 (od 9 do 10 genotypdéw ryzyka) i grupie 4 (co
najmniej 11 genotypéw ryzyka). Srednie wartosci adjPWV w tych grupach wynosza
odpowiednio 0,15, 0,20, 0,22 1 0,26. Poziom istotnosci réznicy S$redniej wartosci
adjPWV pomiedzy grupa 1 i grupa 4 osiagnal wartosé¢ 8,2-10” (Rys. 9).
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0,26

Model dominujacy
Zmienna: adjPWV

0,24

0,22

0,20 —|_

adiPWV
a

0,16

_i_

1

1 2

Grupy wyznaczone przez kwartyle GRS_1
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1 2 3 4

1 0,6300 9,53+10* 7,32¢107
20,6300 0,2000  0,0300
3 9,53.10*  0,2000 1,0000
4 7732:10°  0,0300  1,0000

Wartos¢ p dla poréwnan wielokrotnych

o Srednia
[ SredniaxBtad std
T Srednia+1,96*Btad std

Rys. 8. Wykres ramka-wasy dla zmiennej adjPWV wraz z wynikami poréwnan wielokrotnych
pomiedzy grupami wyznaczonymi przez kwartyle zmiennej GRS 1. Model dominujgcy.

0,30

Model dominujacy
Zmienna: adjPWV

0,28

0,26

0,24

adiPWV

T

]

1

1 2

3

Grupy wyznaczone przez kwartyle GRS_2

1 2 3 4
1 4,58410° 133107 8,2:10”
2 4,58107 0,7800  0,0100
3 133107  0,7800 0,2400
4 82107  0,0100  0,2400

Warto$¢ p dla porownan wielokrotnych

o Srednia
[ Srednia+Btad std

T Srednia+1,96*Btad std

Rys. 9. Wykres ramka-wasy dla zmiennej adjPWV wraz z wynikami poréwnan wielokrotnych
pomiedzy grupami wyznaczonymi przez kwartyle zmiennej GRS_2. Model dominujacy.

Model recesywny

Model surowy — zmienna PWV
Kwartyle zmiennej GRS 1 wyznaczyly tylko dwie grupy. Do grupy 1 naleza

przypadki o co najwyzej 1 genotypie ryzyka, do grupy drugiej przypadki o co najmniej
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2 genotypach ryzyka. Srednie w poréwnywanych grupach (10,11 m/s vs. 11,43 m/s)
ro6znig si¢ na poziomie istotnosci p=0,0007.

W przypadku trzech grup wyznaczonych przez kwartyle GRS 2, obserwowano
wzrost Sredniej warto$ci zmiennej PWV wraz z przynalezno$cia do grupy o coraz
wickszej liczbie genotypow ryzyka, a zalezno$é ta przypomina liniows. Srednia wartosé
w grupie 1 (co najwyzej 9 genotypdw ryzyka) rézni si¢ istotnie od Sredniej w grupie
2 (10 genotypéw ryzyka) oraz grupie 4 (co najmniej 11 genotypéw ryzyka). Srednie
wartosci zmiennej PWV w tych grupach wynosza odpowiednio 9,67 m/s, 10,29 m/s
oraz 10,87 m/s. Poziom istotnosci réznicy S$redniej wartosci PWV pomiedzy grupa
1 a grupa 4 osiagnat warto$é p=8,2-10™ (Rys. 11).

Model recesywny
Zmienna: PWV

12,4
1 4
12,2 | —
1 0,0007
12,0 ¢ 1 40,0007
1.8 ¢ 1 Wartoéé p dla pordéwnan wielokrotnych
11,6 |
11,4t o
)
11,2}
S 10}
o
10,8 |
10,6 | —
10,4 |
10,2 |
10,0 }
9.8 1 4 o Srednia
[ Srednia#Btad std
Grupy wyznaczone przez kwartyle GRS_1 T Srednia+1,96*Btad std

Rys. 10. Wykres ramka-wasy dla zmiennej PWV wraz z wynikami poréwnan wielokrotnych
pomiedzy grupami wyznaczonymi przez kwartyle zmiennej GRS _1. Model recesywny.
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Model recesywny
Zmienna: PWV

1 2 4
2t —|_ 11 335107 82107
110} 12 335107 0,0600
o 4  82-10" 0,0600
10,8 1 . p PR
Wartos$¢ p dla porownan wielokrotnych
10,6 | J_
2104} T
Z o
S 102}
= €L
10,0 }
98| 1
a
9,6
ol L
9.2 1 2 4 o Sredn?a
[ SredniaxBtad std
Grupy wyznaczone przez kwartyle GRS_2 I Srednia+1,96*Btad std

Rys. 11. Wykres ramka-wasy dla zmiennej PWV wraz z wynikami poréwnan wielokrotnych
pomiedzy grupami wyznaczonymi przez kwartyle zmiennej GRS 2. Model recesywny.

Model skorygowany — zmienna adjPWV

Kwartyle zmiennej GRS 1 wyznaczyty trzy grupy. Do grupy 1, 3 i 4 naleza
przypadki, odpowiednio, o co najwyzej 2 genotypach ryzyka, o 3 genotypach ryzyka
10co najmniej 4 genotypach ryzyka. Jedynie pomiedzy grupg 1 a grupg 2
zaobserwowano istotng réznice Srednich wartosci zmiennej adjPWV (0,19 vs. 0,22,
p=0,0272) (Rys. 12).

W przypadku grup wyznaczonych przez kwartyle GRS 2, obserwowano wzrost
$redniej wartos$ci zmiennej adjPWV w grupie 1, grupie 3 oraz grupie 4. Wykazano
istotng réznice w Sredniej wartosci pomigdzy grupa 1 (co najwyzej 6 genotypow
ryzyka) a grupa 4 (co najmniej 8 genotypow ryzyka) (0,19 vs. 0,21, p=0,0165). Srednia
w grupie 3 (7 genotypow ryzyka) jest wyzsza od Sredniej w grupie 1, jednak roznica ta
nie osiggneta zadanego poziomu istotnosci (Rys. 13).
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adiPWV

0,20

0,18

Model recesywny
Zmienna: adjPWV

0,24

T

1

1

3

4

Grupy wyznaczone przez kwartyle GRS_1
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1 3 4
1 0,0272 0,2385
3 0,0272 1,0000

4 0,2385 1,0000
Warto$¢ p dla pordéwnan wielokrotnych

o Srednia
[ SredniaxBtad std
T Srednia+1,96*Btad std

Rys. 12. Wykres ramka-wasy dla zmiennej adjPWV wraz z wynikami poréwnan wielokrotnych
pomiedzy grupami wyznaczonymi przez kwartyle zmiennej GRS 1. Model recesywny.

0,26

0,25t

0,24

0,23

Model recesywny
Zmienna: adjPWV

-

T

il

1

1

3

4

Grupy wyznaczone przez kwartyle GRS_2

1 3 4
1 0,1099 0,0165
3 0,1099 0,8679

4 0,0165 0,8679
Warto$¢ p dla poréwnan wielokrotnych

o Srednia
[ Srednia+Btad std
T Srednia+1,96*Btad std

Rys. 13. Wykres ramka-wasy dla zmiennej adjPWV wraz z wynikami poréwnan wielokrotnych
pomiedzy grupami wyznaczonymi przez kwartyle zmiennej GRS_2. Model recesywny.
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7.3.4. Punktacje ryzyka genetycznego jako zmienne ciagle. Wyjasniona
zmienno$¢ PWV w modelu surowym i skorygowanym.

Stosujac technike regresji liniowej, sprawdzono jaka cz¢$¢ zmiennosci PWV
w modelu surowym (zmienna PWV) 1 skorygowanym (zmienna adjPWV) wyjasniaja
zaproponowane zliczone punktacje ryzyka genetycznego (GRS) potraktowane jako
zmienne cigglte. Zarowno w modelu surowym 1 skorygowanym najwicksza czes¢
zmiennosci PWV wyjasnila zliczona punktacja ryzyka genetycznego GRS 2 w modelu
addytywnym, odpowiednio 8,42% oraz 6,83% zmiennosci.

W modelu surowym, zliczona punktacja ryzyka genetycznego GRS 1 i GRS 2
wyjasnita odpowiednio 6,54% 1 8,42% zmiennosci PWV. Pojedynczy polimorfizm
SNP, wiaczony do zliczonej punktacji ryzyka genetycznego GRS, wyjasnit co najwyzej
0,78% zmiennosci PWV w modelu addytywnym.

W modelu skorygowanym, zliczona punktacja ryzyka genetycznego GRS 1
1 GRS 2 wyjasnita odpowiednio 3,21% 1 6,83% zmiennoSci PWV. Pojedynczy
polimorfizm SNP, wiaczony do zliczonej punktacji ryzyka genetycznego GRS, wyjasnit
co najwyzej 0,89% zmienno$ci PWV w modelu addytywnym (Tab. 30).

Niezaleznie jednak od modelu genetycznego, zmienna GRS 1 i GRS 2 sumujaca
efekt wybranych polimorfizméw SNP, wyjasnita wigkszg czg$¢ zmiennosci PWV niz
kazdy z polimorfizmé6w SNP osobno (Tab. 29).

Tab. 29. Podsumowanie procentu wyjasnionej zmiennosci PWV w modelu surowym
i skorygowanym przez zliczona punktacje ryzyka genetycznego GRS oraz pojedyncze polimorfizmy
SNP.

Zmienna GRS 1 GRS 2 SNP min SNP max

Model addytywny

PWV 6,54% 8,42% 0,24% 0,78%

adjPWV 3.21% 6,83% 0,24% 0,89%
Model dominujacy

PWV 5,45% 7,65% 0,24% 0,67%

adjPWV 4,63% 6,73% 0,23% 1,14%
Model recesywny

PWV 1,92% 5,48% 0,24% 0,85%

adjPWVv 1,93% 2,59% 0,24% 0,84%

GRS - zliczona punktacja ryzyka genetycznego, SNP min i SNP max — minimalny i maksymalny
procent wyjasnionej zmiennosci przez pojedynczy polimorfizm SNP wiaczony do GRS.
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6.4. Zaproponowane modele predykcyjne

1.

Model szacujacy ryzyko syndromu przedwczesnego starzenia naczyniowego
na podstawie szyjno-udowej predkosci fali tgtna PWV:

Prosty model zawierajacy jednie skonstruowane zliczone punktacje ryzyka
genetycznego GRS

Model zlozony zawierajacy skonstruowane zliczone punktacje ryzyka
genetycznego GRS 1 skorygowany (ang. adjusted) dodatkowo o zmienne
kliniczne wykazujace zwigzek z paramterem PWV tj. gldwnie wiek 1 wysokos¢
ci$nienia tgtniczego.

Model szacujacy ryzyko zdarzen sercowo-naczyniowych:

Prosty model zawierajacy jedynie skonstruowane zliczone punktacje ryzyka
genetycznego GRS

Model ztozony zawierajacego skonstruowane zliczone punktacje ryzyka
genetycznego GRS 1 skorygowany (ang. adjusted) dodatkowo o klasyczne
czynniki ryzyka sercowo-naczyniowego tj. ple¢, wiek, zaburzenia gospodarki
weglowodanowej 1 lipidowej, ci$nienie krwi, palenie papierosow itp.

Zaproponowane modele moga poméc w optymalizacji oceny ryzyka zdarzen
sercowo-naczyniowych, uwzgledniajac potencjalny nieklasyczny czynnik ryzyka, jakim
jest zliczona punktacja ryzyka genetycznego. Replikacja i walidacja zaproponowanych

modeli

predykcyjnych pozwoli potwierdzi¢ czy zliczone punktacje ryzyka

genetycznego wigzg si¢ niezaleznie z ryzykiem syndromu przedwczesnego starzenia
naczyn oraz ryzykiem sercowo-naczyniowym, i jesli tak, to czy zmieniajg klasyfikacje
chorego pod wzglgdem ryzyka i rokowania w kilkuletniej perspektywie.
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VIII. DYSKUSJA

Ocena powiktan narzadowych jest kluczowa dla dalszego postepowania z chorym
z nadci$nieniem te¢tniczym. Decyduje o dalszej diagnostyce, leczeniu i1 dziataniach
profilaktycznych, majacych na celu zmniejszenie ryzyka przysztych powiktan sercowo-
naczyniowych. Jednym z wczesnych powiklan naczyniowych w przebiegu nadci$nienia
tetniczego jest zmiana wilasciwosci $cian duzych tetnic, ktora prowadzi do
przedwczesnego ich starzenia (syndrom EVA). Pomiar predkosci fali tetna (PWV) jest
uwazany za zloty standard w ocenie sztywnos$ci naczyn, gdyz stanowi niezalezny od
innych czynnikow predyktor zdarzen sercowo-naczyniowych (Adji et al., 2011; Amar et
al., 2001; Boutouyrie et al., 2002; Cecelja i Chowienczyk, 2012; Franklin, 2008;
Gasecki et al., 2012; Laurent et al., 2001, 2003a).

Sztywno$¢ naczyn jest wypadkowa dziatania zlozonych i1 nie do konca jeszcze
poznanych i wyjasnionych czynnikoéw o charakterze srodowiskowym i genetycznym.
Najnowsze kierunki i trendy w nauce, wskazuja potrzebe wnikliwej analizy fenotypow
posrednich, w miejsce oceny fenotypu koncowego, jakim jest np. zdarzenie sercowo-
naczyniowe (Khaleghi i Kullo, 2007; Lacolley et al., 2009; Varik et al., 2012).
Fenotypem posrednim w tym konteks$cie jest sztywno$¢ naczyn oraz zbior czynnikow
ryzyka, ktére maja udowodniony zwigzek ze sztywnieniem naczyn. Do takich
czynnikéw zaliczamy m.in. zaburzenia gospodarki lipidowej i1 weglowodanowe;,
otylos¢ czy wysoko$¢ cisnienia tetniczego krwi (Bastard et al., 2006; Cecelja
i Chowienczyk, 2012; Franklin, 2008; Nilsson, 2011). Takie fenotypy posrednie moga
W znaczacy sposob utatwi¢ wyodrebnienie poszczegdlnych zespotoéw warunkujacych
proces sztywnienia naczyn, nie thumacza jednak catkowicie tego zjawiska. Czesto moga
one wystepowaé jednoczesnie u jednego chorego. Co wigcej, nie sg one czesto
jednorodne przyczynowo i mogg stanowi¢ efekt oddziatywania zarowno okreslonych
czynnikéw Srodowiskowych, jak i genetycznych, co w znacznym stopniu modyfikuje
stopien ujawnienia si¢ fenotypu sztywnosci naczyn.

Genomowe DNA zawiera unikalny wzor polimorfizméw SNP, ktory sktada sig
z wielu réznych wariantow genetycznych. Stwierdzono, ze wigkszo$¢ polimorfizmow
SNP w istocie nie jest bezposrednio odpowiedzialna za rozwdj choroby. Zamiast tego
polimorfizmy SNP shiza jako markery biologiczne identyfikujace predyspozycje
zachorowania na mapie ludzkiego genomu, poniewaz zwykle s3 one zlokalizowane
w poblizu gendéw uznanych za zwigzane z niektorymi chorobami (Bancroft, 2013;
Becker, 2004; Davies, 2013). Dlatego tez w mysl hipotezy ,,czgsty wariant genetyczny —
czesta choroba” (ang. common variant — common disease hypothesis) polimorfizmy
SNP wydaja si¢ by¢ kluczem dla zrozumienia ryzyka zachorowania i1 by¢ moze
patogenezy ztozonych chordb cywilizacyjnych, w tym chorob uktadu sercowo-
naczyniowego, nadcisnienia tetniczego oraz przedwczesnego starzenia naczyniowego.

Podejmowane sg analizy zarowno pojedynczych polimorfizmow SNP, jak i uktadow
kilku-kilkunastu polimorfizméw SNP w celu opisania kombinacji alleli i genotypdw,
ktére warunkuja predyspozycje do rozwinigcia danego fenotypu. Analizy takie utrudnia
wystepowanie skomplikowanych, wielopoziomowych interakcji miedzy
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polimorfizmami SNP a czynnikami §rodowiskowymi oraz fakt, ze wzrastajaca liczba
polimorfizmoéw SNP wykazuje zwigzek z wiecej niz jednym fenotypem (plejotropia)
(Borzyszkowska et al., 2012; Hunter, 2005; Kraft i Hunter, 2005; Talmud, 2007; Yang
et al., 2010b; Zintzaras i Lau, 2008). W znaczacy sposob utrudnia to oceng ogodlnego
wplywu czynnikow genetycznych na ryzyko zachorowania, czy bardziej ogoélnie,
ryzyko rozwinigcia danego fenotypu.

Warto w tym miejscu zaznaczy¢, ze najwazniejszym celem tego typu analiz nie
powinna by¢ jedynie odpowiedz na pytanie czy zwigzek pomiedzy polimorfizmami
SNP 1 ich poszczegolnymi uktadami a ryzykiem choroby jest istotny statystycznie.
Nadrzednym celem powinno by¢ praktyczne kliniczne znaczenie wykrytego zwigzku, to
znaczy potwierdzenie, ze poprawig obecne metody szacowania ryzyka sercowo-
naczyniowego, a tym samym zmienig wytyczne postgpowania z chorym. Potwierdzenie
takiej uzytecznosci klinicznej wymaga wieloletniej obserwacji kohorty chorych w celu
oceny jakosci predykcji opracowanych narzedzi oceniajagcych globalne ryzyko
genetyczne (tzw. proces replikacji 1 walidacji wynikow badan) (Ashley et al., 2010;
Backer et al., 2012; Kessler i Schunkert, 2012).

Oznaczenia polimorfizméw genetycznych SNP nie sg obecnie ani technicznie
trudne, ani czasochtonne czy bardzo drogie. Przyktadowo, wykorzystane w tym
projekcie urzadzenie Sequenom wraz z system I1PLEX® pozwala oznaczy¢
jednorazowo do 15350 polimorfizméw SNP na 384-dotkowym formacie ptytki
(http://www.sequenom.com/, data dostgpu: 13.04.2014). Wykazanie klinicznej
uzytecznos$ci tych analiz stanowi jednak jak dotad duze wyzwanie badawcze.

Niemniej poznanie 1 opisanie swoistych ukladéw alleli 1 genotypow
predysponujacych do przedwczesnego starzenia naczyniowego, wystapienia powiklan
sercowo-naczyniowych czy tez wystgpienia innego okreslonego fenotypu posredniego
moze sta¢ si¢ silng podstawg do opracowania prostych testoéw diagnostycznych
1 algorytméw postgpowania z chorym, pozwalajagcych na okreslenie indywidualnego
ryzyka zachorowania lub wyboru optymalnej metody leczenia.

8.1. Rownowaga Hardy’ego — Weinberga

W 1908 roku, niezaleznie od siebie, matematyk G.H. Hardy i lekarz W.Weinberg
sformutowali prawo dotyczace czestosci wystepowania alleli i genotypdéw w populacji.
Populacja, w ktorej rozklad genotypéw jest potwierdzony przez zaleznos¢:
p® +2pq + q° = 1 (gdzie p i q oznacza odpowiednio frekwencje rzadszego i czestszego
allelu), znajduje si¢ w stanie roéwnowagi genetycznej zwanej rowniez réwnowagag
Hardy’ego-Weinberga. Taki stan informuje, Ze proporcja alleli w kolejnych pokoleniach
nie zmienia si¢, a badana populacja nie podlega ewolucji. Aby taka sytuacja miata
miejsce, konieczne jest spetnienie m.in. nastepujacych warunkéw: 1) brak selekcji
(zaden z alleli nie jest uprzywilejowany tzn. nosiciel allelu p czy q nie ma
zmniejszonych szans przezycia), 2) brak mutacji, 3) brak migracji, 4) osobniki krzyzuja
si¢ losowo, 5) frekwencja alleli jest taka sama u kobiet i me¢zczyzn, 6) nie wystepuja
odchylenia od prawa niezaleznej segregacji alleli. Mimo ze zatozenia wydaja si¢ by¢

73



DYSKUSJA

bardzo restrykcyjne, w praktyce niewielkie odstepstwa nie wplywaja znaczaco na
model, a stan rownowagi Hardy’ego-Weinberga wystepuje w praktyce dos¢ czgsto.

Analize¢ zgodnosci rozktadu czestosci genotypow z prawiem Hardy’ego-Weinberga
wykonuje si¢ najczeéciej za pomoca testu y° Pearsona (Ledwina i Gnot, 1980).
W przypadku wystapienia w tabelach kontyngencji o rozmiarach innych niz 2x2
liczebnosci mniejszych od 5, zalecany jest dokladny test Fishera z poprawka Freemana-
Haltona (Freeman i Halton, 1951).

W niniejszej pracy dla 5 polimorfizméw SNP wystgpita opisana powyzej sytuacja.
Nie zastosowano jednak doktadnego testu Fishera z poprawka Freemana-Haltona ze
wzgledu na ograniczenia obliczeniowe programu matematycznego (MATLAB).
W posiadanej wersji programu MATLAB maksymalna warto$é liczby to 2¢10°%
ok. 170!, podczas gdy posiadane dane wedlug wzoru Freemana-Haltona wymagaja

, czyli

obliczen dla wartosci rzedu 900!. Z tego powodu do wynikow zgodnosci rozktadu
czgstosci genotypow dla tych 5 polimorfizméw SNP nalezy podej$¢ z ostroznoscia.

Testowanie rownowagi Hardy’ego-Weinberga jest czgsto wykorzystywang technika
sprawdzajaca jako$¢ wynikow genotypowania (Xu et al., 2002). Wittke-Thompson
et al., (2005) wskazuja jednak, ze obserwowane odchylenia od réwnowagi Hary’ego-
Weinberga w grupie tzw. przypadkow (ang. cases), niekoniecznie muszg oznaczaé
btedy w procesie genotypowania. Zamiast bezkrytycznego usunigcia takich danych,
sugeruja doglebnie przyjrze¢ si¢ potencjalnemu zwigzkowi pomiedzy danym
polimorfizmem genetycznym a analizowang cechg fenotypowa.

Dla 21 spos$rod 168 polimorfizméw SNP, rozktady genotypoéw nie wykazaty
zgodno$ci z prawem rownowagi Hardy’ego-Weinberga (p<0,05). W takim przypadku
uprawione jest stawianie ostroznych hipotez co do przyczyny zaobserwowanego
odchylenia. Ze wzgledu na to, ze grupa badana w niniejszej pracy jest populacja
chorych na nadcis$nienie tetnicze pierwotne, brak zgodnos$ci rozktadu genotypow
z prawem Hardy’ego-Weinberga moze wskazywa¢ na potencjalne znaczenie tych
polimorfizmow SNP jako biomarkerow zwiekszonego ryzyka wystapienia nadci$nienia
tetniczego. Potwierdzenie tego wymagaloby pordwnania czesto$ci genotypdw tych
polimorfizméw SNP w grupie kontrolnej bez stwierdzonego nadci$nienie tg¢tniczego
(Bochud, 2012; Lucchinetti i Zaugg, 2008; Wittke-Thompson et al., 2005).

W niniejszym badaniu nie dysponowano jednak grupa kontrolng bez stwierdzonego
nadcis$nienia tetniczego. Postanowiono zatem wykorzysta¢ dane populacji europejskiej
zgromadzone w projekcie ,,/000 Genomes”. Dla 12 sposrdéd 21 polimorfizméw SNP,
ktore nie byly w stanie rownowagi genetycznej Hardy’ego-Weinberga, wykazano
istotng réznice migdzy frekwencja wystgpowania danego allelu w grupie badanej
a frekwencja w generalnej populacji europejskiej. Sposrod tych 12 polimorfizmow
SNP, 4 w sposob istotny (poziom istotnosci p<0,1) wyjasnity zmienno$¢ parametru
PWYV i zostaly wlaczone do konstrukcji zliczonego ryzyka genetycznego GRS. Sa to
polimorfizmy SNP o nastepujacych sygnaturach: rs198358, rs2234693, rs3025343 oraz
rs633185.

W pracy Newton-Cheh et al. (2009a) wykazano zwigzek polimorfizmu rs198358
z poziomem krazacego w osoczu przedsionkowego (p=8-107") i mozgowego
(p=1-10"%) peptydu natriuretycznego (NPPA i NPPB). Allel G zwiazany z wyzszym
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stezeniem NPPA i NPPB wykazat réwniez zwigzek z nizszym ci$nieniem skurczowym
i rozkurczowym krwi (odpowiednio p=6-10" oraz p=5-10") oraz mniejszym ryzykiem
szansy wystapienia nadcisnienia tetniczego (OR=0,90, p=2-10""). W niniejszej pracy
zaobserwowano natomiast zwiazek genotypu GG z podwyzszong warto$cig parametru
PWV w modelu skorygowanym recesywnym (p=0,06). Jest to nieoczekiwany wynik.
Rozbieznos¢ moze wynika¢ z samych roéznic w analizowanych populacjach lub moze
by¢ rezultatem bledu statystycznego (wynik na granicy istotnosci statystycznej).
Newton-Cheh et al. (2009a) wykonal analize w populacji generalnej, natomiast tutaj
badaniu zostata poddana populacja chorych z nadci$nieniem t¢tniczym.

Polimorfizm rs2234693, zlokalizowany w obrebie genu receptora estrogenow ESR2,
zostal powigzany ze zwigkszonym ryzykiem wystgpienia zespolu metabolicznego,
dysfunkcjg $rodblonka oraz zdarzeniami sercowo-naczyniowymi (Delling et al., 2008).
W pracy tej stwierdzono zwigzek genotypu CC ze zwickszong warto$cig parametru
PWV w modelu skorygowanym recesywnym (p=0,0481). Potwierdzily to réwniez
wczesniejsze badania Peter et al. (2009) wskazujace na zwiazek genotypu CC ze
zwigkszonym wspoétczynnikiem wzmocnienia, co sugeruje zwigkszong sztywnos¢
naczyn.

Tobacco and Genetics Consortium (2010) stwierdzito zwigzek polimorfizmu
rs3025343 ze statusem palenia tytoniu. Wsrdéd bytych palaczy tytoniu stwierdzono
istotnie wicksza frekwencje allelu G (OR=1,12, p=3,6°10"). Polimorfizm ten jest
zlokalizowany w okolicy genu DBH, kodujacego beta hydroksylaze¢ dopaminowa
imoze wptywaé na jej aktywnos$¢, a tym samym na poziom syntezy noradrenaliny
z dopaminy (McKinney et al., 2000). W niniejszej pracy stwierdzono zwiazek allelu G
z podwyzszonymi warto$ciami parametru PWV, zar6wno w modelu addytywnym
surowym 1 skorygowanym (odpowiednio, p=0,02 1 p=0,0082), jak 1 modelu
dominujacym surowym i skorygowanym (odpowiednio, p=0,0414 i p=0,0081).

Ehret et al. (2011) 1 Wain et al. (2011) wykazali zwigzek allelu G polimorfizmu
rs633185 z nizszymi wartosciami skurczowego 1 rozkurczowego cisnienia oraz
cisnieniem tetna. Obecnie powszechnie uwaza si¢, ze zjawisko sztywnienia naczyn
powiazane jest ze wzrostem warto$ci powyzszych parametréow. W tej pracy réwniez
wykazano, ze nosiciele allelu G charakteryzuja si¢ istotnie nizszymi warto$ciami
parametru PWV w modelu addytywnym (p=0,0294).

Podsumowujac, wykazano ze 12 polimorfizmoéw SNP moze mie¢ znaczenie jako
biomarkery zwigkszonego ryzyka wystgpienia nadcis$nienia te¢tniczego. Jednocze$nie
4 polimorfizmy SNP wykazaly zwigzek z wartoscig parametru PWYV, opisujacego
sztywnos¢ naczyn. W $wietle nawet najnowszych doniesien naukowych mozna jedynie
ostroznie spekulowa¢ o potencjalnych mechanizmach przyczynowo-skutkowych
taczacych te polimorfizmy z nadci$nieniem tetniczym oraz ze zwigkszong sztywnoscia
naczyn. Wykazanie takiego zwigzku oraz potwierdzenie uzytecznosci tych
wyselekcjonowanych polimorfizméw SNP jako biomarkeréw zwigkszonego ryzyka
nadci$nienia tetniczego czy przedwczesnego sztywnienia naczyn bedzie wymagato
dodatkowych badan oraz wieloletniej prospektywnej obserwacji populacji chorych.
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8.2. Model surowy a model skorygowany

Wyniki badan nad sztywnoscig naczyn wskazujg, ze jest to zlozona cecha
fenotypowa, na ktéora wpltywa wiele czynnikow s$rodowiskowych np. wiek
(Wojciechowska et al., 2012). Jednag zmetod, ktéra uwzglednia wplyw takich
zmiennych zakldcajacych jest budowanie tzw. modeli skorygowanych (ang. adjusted
models). W modelu skorygowanym jako zmienng zalezng wprowadza si¢ reszty
regresyjne odcigzone z wplywu zmiennych zaktdcajacych (najczesciej poprzez technike
regresji liniowej). Zabieg taki umozliwia porownanie efektow analizowanych
polimorfizméw SNP przy jednoczesnej eliminacji wplywu innych czynnikow
skorelowanych z wyjsciowa zmienng (Naylor et al., 2009). Dlatego tez w modelach
skorygowanych 1 surowych otrzymane wyniki czesto nie sg tozsame, cho¢ niektore
polimorfizmy SNP moga w takich modelach wspotwystepowacé, co moze mie¢ pewne
znaczenie.

Rowniez w niniejszej pracy zaobserwowano wspolwystgpowanie tych samych
polimorfizméw SNP niezaleznie od zastosowanego modelu tj. surowego czy
skorygowanego w danym modelu genetycznym. W modelu surowym i skorygowanym
addytywnym, dominujagcym i recesywnym wspolwystepowato odpowiednio 6, 6 1 5
polimorfizmoéw SNP. W modelu addytywnym polimorfizmy SNP byly zwigzane
gltownie ze stezeniem cholesterolu LDL 1 trojglicerydéw oraz ci$nieniem tetniczym
krwi. W modelu dominujacy ze stezeniem trojglicerydow, cholesterolu LDL 1 HDL oraz
ci$nieniem krwi, za§ w modelu recesywnym z ci$nieniem tetniczym krwi oraz ryzykiem
zawalu serca lub choroby niedokrwiennej serca. Moze to by¢ bardzo cenna informacja,
ktora pozwoli skonstruowaé na dalszym etapie badan punktacje ryzyka genetycznego
przewidujaca warto§¢ PWV niezaleznie od wplywu zmiennych zaklocajacych
np. wieku, ci$nienia t¢tniczego krwi czy funkcji nerek.

Dodatkowo w niniejszej pracy obserwowano, ze w modelach skorygowanych
roznice $rednich wartosci PWV w grupach wyznaczonych przez kwartyle zliczonych
punktacji ryzyka genetycznego sg stabiej zaznaczone, chociaz nadal istotnie
statystycznie. Jest to jak najbardziej oczekiwana obserwacja. Wynika ona z tego, ze
wigkszg czg$¢ zmienno$ci analizowanej zmiennej PWV wyjasniono czynnikami
srodowiskowymi 1 klinicznymi. W konsekwencji o wiele trudniej jest wykaza¢ wysoki
istotny statystycznie zwigzek polimorfizmow SNP i zliczonych punktacji ryzyka
genetycznego z dana cechg fenotypowa (Cordell i Clayton, 2005).

Bardzo czg¢stym zwyczajem w pracach badawczych dotyczacych zwigzku
polimorfizmoéw SNP z dang cecha fenotypows, jest prezentowanie wynikow analiz
zarbwno w modelach surowych, jak i skorygowanych, ktore uwzgledniaja rdézne
zestawy zmiennych zakldcajacych. Niestety rzadko zdarza si¢, ze w publikacji
prezentowane sg szczegOlowe informacje dotyczace jakosci modelu po wiaczeniu
wybranych zmiennych zaktocajacych, co utrudnia poréwnanie uzyskanych wynikow
analiz. W niniejszej pracy przedstawiono szczegétowe informacje dla wszystkich
zaproponowanych modeli skorygowanych dla parametru PWV. Zawiera ona szereg
parametrow m.in. dotyczacych zmiennosci PWV wyjasnionej przez poszczegdlne
zestawy zmiennych zakldcajacych, wartosci wspotczynnikow réwnania regresji, ich
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btedy oszacowania oraz poziom istotnosci statystycznej, a takze paramtery opisujace
jakos¢  przewidywania modelu. Taka szczegblowa informacja  dotyczaca
skonstruowanych modelo pozwoli innym badaczom na porownanie 1 zreplikowanie
wynikow analiz w innych populacjach.

Juz w roku 1981, Siemiatycki i Thomas (1981) zwrdcili uwage, ze analizujac dane,
zwlaszcza o charakterze biologicznym, nalezy rozr6ézni¢ modelowanie statystyczne
(ang. statistical modelling) 1 modelowanie biologiczne (ang. biological modelling). Oba
podejscia wykorzystujg takie same lub podobne narzgdzia statystyczne do rozwigzania
roznych problemow badawczych. Badajac 1 modelujac ztozone zjawiska 1 procesy
biologiczne wydaje si¢ by¢ jednak nieuzasadnione kierowanie si¢ sztywno kryteriami
czysto statystycznymi np. poziomem istotno$ci wspotczynnikéw rownania regresji.
Gomez-Ramirez 1 Sanz (2013) zwracajg uwagg, ze w ten sposob skonstruowany model
bedzie doskonaly pod wzgledem statystycznym, ale jednoczesnie istnieje ryzyko utraty
cennej informacji ,.biologicznej”, ktéra czgsto wymyka si¢ regutom statystycznym,
rzadzac si¢ wlasnymi regulami — nieliniowymi lub takimi, ktorych do tej pory nie
opisano. Dlatego modele opisujace ztozone procesy i zjawiska biologiczne nie moga
by¢ jedynie tworami statystycznymi, ale powinny odzwierciedla¢ rzeczywisto$¢,
uwzgledniajac wiedze ekspercka badacza, czg¢sto nawet kosztem istotnos$ci parametrow
statystycznych (Gomez-Ramirez i Sanz, 2013; Siemiatycki i Thomas, 1981).

Bioragc powyzsze pod uwage, budujagc model skorygowany dla parametru PWV,
zadecydowano o wyborze modelu, ktoéry bedzie kompromisem pomigdzy
modelowaniem statystycznym i biologicznym. Taki model uwzglgdnit zmienne, ktérych
wspolczynniki réwnania regresji nie osiagnely zadanego poziomu istotnosci
statystycznej (za to pozwala na kontrolowanie ich wplywu na zmienng zalezng),
eliminujac jednoczes$nie te zmienne, ktére w znaczacy sposOb pogarszajg jakos$c
opracowanego modelu. Ostatecznie zmienna PWV zostata skorygowana o wpltyw
nastepujacych zmiennych: wiek (p=1,7-10""), cisnienia tetna z calodobowego pomiaru
ciénienia tetniczego krwi (p=2,8-10), wskaznik filtracji kigbuszkowej eGFR
(p=0,007), pte¢ (p=0,19) oraz stosunek obwodu pasa do obwodu bioder WHR
(p=0,158). Wszystkie wymienione zmienne wedtug dostgpnych danych literaturowych
wykazuja silny zwigzek ze sztywnoscig naczyn (Briet et al., 2012; Cavalcante et al.,
2011; Chue et al., 2010; Perlini et al., 2012; Safar et al., 2004; Scuteri et al., 2012).
Zgodnie z oczekiwaniami najwickszy wplyw na sztywno$¢ naczyn wywieral wiek
(naturalne starzenie naczynia) (Lee 1 Oh, 2010; Greenwald; 2007; McEniery et al.,
2007) oraz wartosci cisnienia tetniczego krwi, ktére w znaczacy sposdb moga
przyspieszy¢ proces starzenia naczynia (AlGhatrif et al., 2013; Scuteri et al., 2012;
Palatini et al., 2011; Payne et al., 2010).

8.3. Model genetyczny (model dziedziczenia)

W badaniach nad zwigzkiem danego markera genetycznego (np. polimorfizmu
SNP) z dang cechg fenotypowa w badaniach populacyjnych rzadko dostepne sg dowody
sugerujace sposob dziedziczenia tzw. allelu ryzyka. Dlatego czgsto w pracach
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badawczych prezentowane sg wyniki badan dla jednego wybranego modelu lub kilku
modeli genetycznych.

Najczesciej stosowane sg trzy modele dziedziczenia tj. addytywne, dominujace
irecesywne. Jesli ryzyko rozwinigcia danego fenotypu dla heterozygoty bedacej
nosicielem jednej kopii ryzyka idla jednej z homozygot jest takie samo, sugerowany
model genetyczny jest dominujacy, i przypadki sa dzielone na ,nosicieli” vs. ,,nie-
nosicieli” allelu ryzyka. Jesli do rozwinigcia pelnego fenotypu ryzyka potrzebne sg dwie
kopie allelu, model genetyczny jest recesywny. Model addytywny zaklada natomiast, ze
nosiciele dwoch alleli ryzyka maja dwa razy wigksze ryzyko (wyrazone na skali log)
w porownaniu do heterozygoty. Zazwyczaj przeprowadzenie analizy danych tylko
w jednym wybranym modelu genetycznym nie jest uzasadnione naukowo (Attia et al.,
2003; Lettre et al., 2007; Salanti et al., 2009).

Wybor modelu genetycznego jest czgsto dyktowany przez pewna wygode analizy
danych lub jest zwyczajowo przejety w danej dziedzinie nauki. Przykladowo, analiza
zwigzku dla rzadkiego allelu ryzyka o MAF <10%, bardzo czesto wykonywana jest
w modelu dominujacym w celu zwigkszenia mocy statystycznej testu. Wyniki badan
GWAS s3g natomiast zazwyczaj prezentowane jako ryzyko przypadajace na jeden allel
(ang. per-allele risk), czyli w modelu addytywnym (Manolio et al., 2008). Bardzo
czesto jednak przestanki sktaniajagce do wyboru danego modelu genetycznego nie sg
w publikowanych pracach przedstawione.

Ze wzgledu na to, ze rOwniez w niniejszej pracy nie posiadano wiedzy a priori
odnosnie modelu dziedziczenia analizowanych polimorfizméw SNP, zadecydowano
o wykonaniu analizy w trzech modelach genetycznych: addytywnym, dominujacym
oraz recesywnym. W przypadku analizy zwigzku pojedynczych polimorfizmoéw SNP
z parametrem PWYV kazdy z modeli wykazat podobne dopasowanie do danych.
W modelu addytywnym procent wyjasnionej wariancji PWV wahal si¢ w granicach
0,24-0,89%, w modelu dominujagcym 0,23%-1,14%, a w modelu recesywnym
0,24%-0,85%. Jedyny polimorfizm genetyczny SNP, zwracajacy szczeg6lng uwage to
1s6725887 (zlokalizowany w poblizu genu WDRI2). Zostat on pierwotnie powigzany
z ryzkiem wystgpienia zawatu serca badz choroby niedokrwiennej serca (Kathiresan
et al., 2009a). Polimorfizm ten wyjasnit 1,14% zmienno$ci parametru PWV w modelu
skorygowanym dominujagcym. W literaturze nie odnaleziono Zzadnego doniesienia
taczacego polimorfizm rs6725887 ze sztywnos$cig naczyn.

W przypadku analizy dotyczacej wariancji wyjasnionej przez skonstruowane
zliczone punktacje ryzyka genetycznego GRS, najlepiej dopasowanymi modelami
okazaty si¢ modele addytywne (6,54-8,42% wyjasnionej wariancji w modelu surowym
13,21-6,83% w modelu skorygowanym) oraz dominujace (5,45-7,65% wyjasnionej
wariancji w modelu surowym i 4,63-6,73% w modelu skorygowanym). GRS w modelu
recesywnym wyjasnity zaledwie 1,92-5,48% w modelu surowym i 1,93-2,59%
w modelu skorygowanym.

Podsumowujac, najbardziej dopasowanym modelem dziedziczenia dla
analizowanych w pracy polimorfizmow SNP okazatl si¢ model addytywny i dominujacy,
najmniej zas model recesywny. Dane literaturowe wskazuja, ze modele addytywne
i dominujace czesto wykazujg podobne dopasowanie do analizowanych danych, majg
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jednak mniejszag moc w przypadku faktycznego recesywnego modelu dziedziczenia
SNP zwtaszcza o MAF <20% (Lettre et al., 2007). Lettre et al. (2007) wskazuja rowniez
na mozliwo$¢ analizy w modelach mieszanych, faczacych np. model addytywny 1/lub
dominujacy z modelem recesywnym. Symulacja danych wykazata, Ze zastosowanie
takich mieszanych modeli dziedziczenia pozwala na zwigkszenie mocy statystycznej
podczas wykonywania wielokrotnych analiz na tym samym zbiorze danych.
W kontynuacji niniejszych badah planowane jest zastosowanie zaproponowanych
modeli mieszanych i1poréwnanie z uzyskanymi wynikami w modelu addytywnym,
dominujgcym 1 recesywnym.

Wybor najlepiej dopasowanego modelu dziedziczenia moze by¢ istotny dla
pozniejsze] optymalizacji 1 walidacji wynikow dla predykcji ryzyka zachorowania.
Niemniej do wynikéw analiz trzeba podchodzi¢ z ostrozno$cig. Jesli nie ma wczesniej
potwierdzonego zwigzku pomigdzy polimorfizmem SNP a danym fenotypem,
dopasowanie danego modelu genetycznego moze nastapi¢ bardziej do szumu i bledu
danych niz prawdziwego mechanizmu dziedziczenia, zwlaszcza przy tak mato liczne;j
grupie. Ze statystycznego punktu widzenia budowane modele jedynie odzwierciedlaja
sposoOb dziedziczenia allelu ryzyka 1 dlatego moga by¢ obarczone pewnym biedem.

8.4. Analiza pojedynczych polimorfizméw SNP oraz ich ukladéw

Waznym kierunkiem genetyki chorob ukiadu krazenia jest przywidywanie
indywidualnego ryzyka wystgpienia powiktan sercowo-naczyniowych. Badania GWAS
majg szans¢ sta¢ si¢ pomostem taczacym badania nad genetyka chorob uktadu krazenia
a codzienng praktyka kliniczng chorych (Khoury et al., 2009a). Kolejne replikacje
i walidacje uzyskanych wynikéw badah pozwola w najblizszych latach oceni¢
uzyteczno$¢ kliniczng informacji genetycznej w szacowaniu ryzyka sercowo-
naczyniowego 1 by¢ moze wlaczy¢ ocene ryzyka genetycznego do wytycznych
postepowania z chorym jako narzedzia uzupetliajacego praktyke kliniczng (Dzida,
2004; Khoury et al., 2009b; Lee et al., 2012).

Publikowane przez ostatnie lata wyniki badan GWAS wskazatly na zwigzek
czestych wariantéw polimorficznych SNP z m.in. ryzykiem zawatu serca czy choroby
niedokrwiennej serca. Najsilniejszy jak dotad sygnal pochodzi z okolic genu
CDKN2A/CDKN2B zlokalizowanego w chromosomie 9p21. Wystepowanie allelu
ryzyka w populacji szacuje si¢ na blisko 50%. Iloraz szans (OR) wystapienia zawatu
serca u nosicieli allelu ryzyka wynosi ok. 1,2-1,3. Warto$¢ ta jest jednak znacznie
mniejsza niz iloraz szans zwigzany z tradycyjnymi czynnikami ryzyka jak np.
nadci$nienie tetnicze, palenie papierosow czy hipercholesterolemia (Helgadottir et al.,
2007; McPherson et al., 2007; Samani et al., 2007; Wellcome Trust Case Control
Consortium, 2007). Dlatego wydaje si¢, ze warto$¢ predykcyjna indywidualnego ryzyka
zachorowania za pomoca jedynie jednego polimorfizmu SNP zlokalizowanego
w poblizu genu CDKN2A4/CDKN2B jest zbyt mata, aby kazata si¢ przydatna klinicznie.

Te¢ obserwacje potwierdzaja inne doniesienia naukowe, ktére wskazuja, ze
w przypadku szacowania indywidualnego ryzyka zachorowania, efekt wywierany przez
pojedynczy polimorfizm genetyczny SNP jest zbyt maly, aby moglo to
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zrewolucjonizowa¢ codzienng praktyke kliniczng. Z drugiej jednak strony, wyniki
kolejnych metaanaliz badan GWAS, ich replikacje oraz walidacje, wskazuja jednak na
rosnacg liczbg polimorfizmow genetycznych SNP, ktore pomimo niewielkiego efektu,
wcigz sg zwigzane z ryzykiem chorob sercowo-naczyniowych (Ehret 1 Caulfield, 2013;
Faergeman, 2013; Melander, 2008). Zaproponowano wig¢c narzg¢dzie, ktore sumuje
taczny efekt wywierany przez polimorfizmy SNP, czyli tzw. zliczong punktacj¢ ryzyka
genetycznego (GRS, ang. genetic risk scores). Wydaje si¢, ze taka zliczona punktacja
ryzyka genetycznego moze znaczgco poprawié precyzj¢ szacowania indywidualnego
ryzyka zachorowania, niezaleznie lub, co bardziej prawdopodobne, *Iacznie
z tradycyjnymi czynnikami ryzyka (Horne et al., 2005; Liu 1 Song, 2010). Potwierdzita
to m.in. praca Lluis-Ganella et al. (2012), w ktorej wykazano, ze zliczona punktacja
ryzyka genetycznego GRS, oparta na 7 polimorfizmach SNP, byla liniowo zwigzana
z ryzykiem wystgpienia choroby wieficowej. Zastosowanie punktacji ryzyka
genetycznego pozwolilo na efektywna reklasyfikacje ryzyka zachorowania zwlaszcza
w grupie S$redniego ryzyka, w porOwnaniu z ryzykiem szacowanym na podstawie
tradycyjnych czynnikow ryzyka (skala Framingham 1 Score).

Dodatkowa zaleta GRS jest jej odpornos¢ na wptyw frekwencji rzadszego allelu
(MAF) danego polimorfizmu genetycznego SNP, wchodzacego w jej sklad. Wraz ze
wzrastajaca liczbg polimorfizméw SNP wiaczonych do GRS, rozklad GRS (a wiec
1ryzyko genetyczne) dazy do rozkladu normalnego, nawet jesli frekwencja danego
allelu ryzyka jest stosunkowo mata (Fisher, 1919).

W niniejszej pracy wykazano niewielki efekt analizowanych pojedynczych
polimorfizméw SNP na warto$¢ parametru PWV. W modelu addytywnym surowym
i skorygowanym, zaktadajacym wzrost ryzyka z kazdym niekorzystnym allelem,
jedynie 13 polimorfizméw SNP wyjasnito zmienno$¢ PWV na poziomie istotnosci
p<0,05. Procent wyjasnionej zmiennosci PWV wahat si¢ w granicach 0,24-0,89%.
Podobne wyniki uzyskano rowniez dla modelu dominujgcego i recesywnego, zarOwno
surowego jak i skorygowanego. Jest to zgodne m.in. z wynikami badan Park et al.
(2011), ktore wykazaly, ze pojedyncze polimorfizmy SNP wyjasniaja $rednio 0,2%
zmienno$ci danej ilosciowej cechy fenotypowej np. stezenia cholesterolu LDL.

Skonstruowane zliczone punktacje ryzyka genetycznego w modelu addytywnym
surowym 1 skorygowanym wyjasnity odpowiednio 8,42% i 6,83% zmienno$ci
parametru PWV. Skladaly si¢ one odpowiednio z 15 i 16 polimorfizméw SNP. Jest to
zgodne z obserwacjami innych badaczy, ktorym udawato si¢ wyjasni¢ zaledwie 10-15%
zmienno$ci ilosciowych 1 jakosciowych cech fenotypowych (takich jak wzrost,
ci$nienie t¢tnicze krwi czy choroba Le$niowskiego-Crohna), wiaczajac do analizy od
kilkunastu do ponad 200 polimorfizméw SNP (Franke et al., 2010; Lango Allen et al.,
2010; Teslovich et al., 2010). Symulacja danych przeprowadzona przez Yang et al.
(2010a) wykazata, ze do wyjasnienia 45% zmiennos$ci cechy ilosciowej np. wzrostu
potrzebnych byloby ok. 1485 polimorfizméw SNP. Pozostala czgs¢ niewyjasnionej
wariancji czgsto nazywa si¢ ,,zaginiong odziedziczalnoscia” (ang. missing heritability),
co prawdopodobnie moze wynika¢ z m.in. nie uwzglednienia oddziatywan pomiedzy
polimorfizmami SNP a czynnikami srodowiskowymi (Manolio et al., 2009; Marian,
2012).
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Prezentowane tutaj wyniki pracy wlasnej oraz wyniki publikowanych juz badan
innych autoréw wskazujg na duzy potencjat zliczonych punktacji ryzyka genetycznego
GRS jako bardzo skutecznego narzgdzia do oceny globalnego ryzyka genetycznego
rozwini¢cia danego fenotypu. Daje to nadzieje, ze GRS maja szanse¢ sta¢ si¢
uzytecznym narz¢dziem wspomagajacym 1 uzupelniajacym codzienng praktyke
kliniczng chorych.

8.5. Moc statystyczna analiz

W pierwszym etapie analiz objetych praca doktorskg przeprowadzono analizg
zwigzku polimorfizméw SNP z parametrem PWV w kazdym modelu dziedziczenia,
zarbwno w modelu skorygowanym i surowym. Ze wzgledu na liczbe wykonywanych
testow statystycznych na tym samym zbiorze danych powinna zosta¢ zastosowane
odpowiednie poprawki (np. poprawka Bonferroniego) w celu uniknigcia wynikow
fatszywie pozytywnych (Curran-Everett, 2000). Dla analizowanego zbioru danych
graniczna warto$¢ prawdopodobienstwa testowego p, oznaczajaca istotnie statystyczny
zwigzek pomigdzy polimorfizmem SNP a parametrem PWYV, powinna wynosi¢
p=0,05/(155 SNP - 3 modele genetyczne - 2 zmienne) = 5,38:107.

Zaden z analizowanych w pracy polimorfizméw SNP nie osiagnat takiego poziomu
istotnosci statystycznej w zadnym modelu genetycznym. Najmniejszg wartos¢ poziomu
istotnosci osiggnat polimorfizm rs6725887 w modelu skorygowanym dominujgcym
1 addytywnym, odpowiednio p=0,0021 oraz p=0,006. Nie zarzucono jednak dalszych
analiz, majac na uwadze prawdopodobng mata moc testu do wykrycia takiego zwigzku.

Moc testu statystycznego jest proporcjonalna do liczebnosci proby, frekwencji
rzadszego allelu (MAF) oraz wielkosci efektu polimorfizmu SNP na analizowang ceche
fenotypowa oraz odwrotnie proporcjonalna do ilo$ci wykonanych testow statystycznych
(Visscher et al., 2014; Watanabe, 2011). Rys. 14 przedstawia moc testu jako funkcje
liczebnosci proby dla 3 rdéznych wartosci MAF 1 3 réznych wielkosci efektu
wywieranego przez polimorfizm SNP. Na przyktadzie najnowszych wynikow badan
GWAS dotyczacych cisnienia tetniczego krwi, wielko$¢ efektu polimorfizmow SNP
wynosi ok. ImmHg dla ci$nienia skurczowego krwi oraz ok. 0,5 mmHg dla ci$nienia
rozkurczowego krwi, co odpowiada 0,05 odchylenia standardowego (SD) dla rozktadu
cechy fenotypowej. Z Rys. 14 wynika réwniez, ze nawet w przypadku duzej grupy
badanej sktadajacej sie z ok. 70 000 przypadkow, moc testu dla polimorfizmu SNP
o MAF ~5% jest mata i wynosi ok. 0,3 (Ehret et al., 2011; Wain et al., 2011). Dla
polimorfizmu SNP o wigkszej wartosci MAF przy tej samej wielko$ci proby, moc testu
wzrasta. Z Rys. 14 wynika tez, ze im wigkszy efekt polimorfizmu SNP (np. 0,5 SD) tym
wigksza moc testu nawet przy mniej licznej probie badanej (Ehret 1 Caulfield, 2013).
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Rys. 14. Moc statystyczna testu analizujacego zwiazek polimorfizmu SNP z ciagla cecha
fenotypowa. Moc testu zostata przedstawiona jako funkcja liczebnosci proby dla 3 wartosci frekwencji
rzadszego allelu (MAF): MAF 50% (kolor zielony), MAF 20% (kolor niebieski), MAF 5% (kolor
czerwony) oraz 3 wartosci wielkosci efektu wyrazonych jako odchylenie standardowe (SD) ciaglej cechy

fenotypowe: 0,5 SD (linia ciagta), 0,05 SD (linia przerywana) i 0,005 SD (linia przerywana z kropkami)
Zatozony poziom a=5+10". Na podstawie Ehret i Caulfield, 2013.

Z przedstawionych powyzej informacji wynika, ze dysponujac proba o liczebnosci
ok. 700 przypadkoéw, moc testu pozwalajaca wykry¢é zwigzek polimorfizméw SNP
zdana cecha fenotypowa na poziomie istotnosci p=1-10", jest mozliwa dla
polimorfizméw SNP o MAF >20% 1 wielkosci 0,5 SD. W badanej populacji natomiast
wartos¢ MAF zawieraly si¢ w przedziale od 0,05% do blisko 50%, a wielkos¢ efektu
analizowanych SNP nie byla znana, co utrudnito osiggnie¢cie poziomu istotnosci
uwzgledniajacg poprawke Bonferroniego.
Majac na uwadze mata moc testu, zadecydowano o uznaniu warto$ci poziomu
prawdopodobienstwa testowego p=0,05 jako istotnej statystycznie i wartosci p<0,01
jako sugerujacej zwigzek danego polimorfizmu SNP z parametrem PWV.

W przypadku poréwnania srednich wartosci PWV w grupach wyznaczonych przez
kwartyle GRS, graniczna warto$¢ prawdopodobienstwa testowego p uwzgledniajaca
poprawke Bonferroniego wyniosta p=0,05/(3 modele - 2 zmienne - 2 GRS) = 0,004.
W przedstawionych analiz nie osiggnig¢to zadanego poziomu istotnosci jedynie dla
modelu skorygowanego recesywnego dla zliczonej punktacji ryzyka genetycznego
skonstruowanego na podstawie polimorfizméw z p>0,1 (GRS 2). W pozostatych

przypadkach osiagniety poziom istotnosci wyniost od 1,46-10™"" do 0,0007.
W analizie regresji liniowej, w ktorej sprawdzono jaka czg$¢ zmiennosci PWV

wyjasniajag zaproponowane zliczone punktacje ryzyka genetycznego (GRS) jako
zmienne ciagle, wszystkie wyniki analiz osiagnetly zadany poziom istotnosci tj.
p=0,004. Wskazuje to, ze zliczone punktacje ryzyka wyjasniaja w sposob istotny
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wigkszg cze§¢ zmiennosci PWV w modelu surowym, jak i skorygowanym, niezaleznie
od zastosowanego modelu genetycznego, niz pojedyncze polimorfizmy SNP.

8.6. Fenotypy posrednie i koncowe, polimorfizmy SNP i zliczone
punktacje ryzyka genetycznego

Badania asocjacyjne catego genomu (GWAS) w fenotypach sercowo-naczyniowych
i ich czynnikdw ryzyka wskazaly na istotne asocjacje na poziomie genomu.
Potwierdzily ponadto, ze polimorfizmy SNP zwigzane m.in. z wysokoscig ci$nienia
krwi, okazaly si¢ rowniez zwigzane z powiklaniami sercowo-naczyniowymi. Sugeruje
to, ze rdzne fenotypy sercowo-naczyniowe moga by¢ manifestacjg kliniczng czesciowo
wspolnego podtoza genetycznego.

Do tej pory nie opublikowano zadnych badan GWAS dotyczacych zwiazku
czegstych wariantdw genetycznych z parametrem PWV. Prawdopodobnie wynika to
z faktu niedostatecznej liczby populacji scharakteryzowanych szczegoétowo pod katem
naczyniowym, a szczegdlnie pod katem parametru PWV. W 2011 roku konsorcjum
“International Consortium of Blood Pressure Genome—Wide Association Studies
(ICBP-GWAS)” jako pierwsze opublikowalo wyniki badan GWAS dotyczace cisnienia
tetna (PP, ang. pulse pressure) oraz sredniego ci$nienia t¢tniczego (MAP, ang. mean
arterial pressure) (Wain et al., 2011). Cisnienie tetna 1 $rednie ci$nienie t¢tnicze sg
uznane jako parametry mowigce posrednio o sztywnosci naczyn 1 zjawisku
przedwczesnego ich starzenia (Nilsson, 2014; Nilsson et al., 2014). Badanie GWAS
ujawnito odpowiednio, 5 i 3 nowych loci majacych zwiazek z PP i MAP. Zaden
z genow zlokalizowanych w poblizu tych miejsc, nie byl genem kandydatem dla
ci$nienia krwi, niemniej autorzy sugeruja mechanizmy zwigzane z regulacja ci$nienia
krwi. Dodatkowo, odpowiednio 5 i 19 polimorfizméw SNP, wykazujacych wczedniej
zwigzek z ci$nieniem skurczowym i rozkurczowym krwi, wykazato istotny zwigzek
z PP 1 MAP. Niestety zaden z tych polimorfizmoéw SNP nie zostat uwzgledniony
w panelu genotypowanych polimorfizméw SNP w ramach niniejszego projektu
(publikacja ukazata si¢ juz po ustaleniu listy oznaczanych polimorfizméw SNP). Zatem,
w tej chwili nie mozna pordwnaé czy wyniki tych badan udatoby si¢ zreplikowaé
w badanej populacji chorych.

Niemniej wyniki tych badan potwierdzaja tzw. zasade mendlowskiej randomizacji.
Mowi ona m.in. o tym, Ze warianty genetyczne majace zwiazek z ryzykiem wystgpienia
danego fenotypu koncowego, powinny réwniez wykaza¢ zwigzek z fenotypami
posrednimi zwigkszajagcymi ryzyko wystapienia tego fenotypu koncowego (Burgess
1 Thompson, 2013; Burgess et al., 2013; Smith 1 Ebrahim, 2004). Obserwowane
zalezno$ci prawdopodobnie moga wynika¢ ze zjawiska plejotropi, czyli wplywu
jednego genu na kilka cech fenotypowych (Freimer 1 Sabatti, 2007).

Obserwacje te wspieraja badania Andreassen et al. (2014), ktore wykazaly wspolne
podtoze genetyczne (ang. genetic overlap) skurczowego ci$nienia krwi 1 wskaznika
masy ciala (BMI), stezenia cholesterolu LDL, stosunku obwodu pasa do obwodu bioder
(WHR) oraz cukrzycy. Podobnie Olden et al. (2013) wykazali, ze polimorfizmy SNP
zwigzane z ryzykiem choroby nerek, wykazujg réwniez zwigzek z innymi fenotypami
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naczyniowymi np. ci$nieniem krwi. Inne wczeéniejsze wyniki badan wskazaty rowniez
na te same rejony chromosomow, ktore wigza si¢ z ryzykiem wystgpienia cukrzycy typu
2, otyloscig 1 chorobg wiencowa. Wszystkie te elementy stanowig elementy zespotu
metabolicznego: moze to sugerowa¢ wspolna genetyczng predyspozycje¢ do rozwinigcia
tego fenotypu (Wu et al., 2012).

Sztywno$¢ naczynh uznawana jest za zlozona ceche fenotypowa, podobnie jak
nadci$nienie t¢tnicze czy cukrzyca. Jest to cecha czgsciowo dziedziczna i niezalezna od
wysoko$ci ci$nienia krwi czy innych czynnikow ryzyka sercowo-naczyniowego.
W przypadku parametru PWV dziedziczno$¢ tej cechy szacuje si¢ od 26% do 40%
(Mitchell et al., 2005; Sayed-Tabatabaei et al., 2005; Seidlerova et al., 2008). Badania
populacyjne wskazaly rowniez na stosunkowo wysokg dziedziczno$¢ ci$nienia krwi
(30-50%) (Ehret 1 Caulfield, 2013; Miall 1 Oldham, 1963), stezenie cholesterolu LDL
(54%), cholesterolu HDL (46%) i stezenia glukozy na czczo (39%) (Asselbergs et al.,
2013; Heller et al., 1993; Jermendy et al., 2011), czyli tych czynnikéw, ktére wykazuja
zwigzek ze sztywnoscig naczyn.

Sztywno$¢ naczyn mozna rozwazy¢ zarowno jako fenotyp posredni, jak i koncowy.
Zwigkszona sztywno$¢ naczyn, oceniana np. na podstawie parametru PWV, jest
niezaleznym od innych czynnikdéw predyktorem zdarzen sercowo-naczyniowych (Adji
et al., 2011; Ben-Shlomo et al., 2014). W tym kontekscie sztywno$¢ naczyn jest
fenotypem posrednim dla ryzyka wystgpienia zawatu serca, udaru czy przewlekiej
niewydolno$ci nerek (Laurent i Boutouyrie, 2007b). Jednocze$nie wyniki badan
wskazuja na zwigzek wysokosci ci$nienia krwi, zaburzen gospodarki weglowodanowe;j
1 lipidowej, otylo$ci oraz palenia papierosOw itp. na sztywno$¢ naczyn (Cavalcante
et al., 2011; Laurent i Boutouyrie, 2007b; Nilsson, 2011). W tym kontekscie te czynniki
mozna rozpatrywac jako fenotypy posrednie majace zwigzek z sztywnoscig naczyn jako
fenotypem koncowym.

Biorgc pod uwage powyzsze, wydawato si¢ zasadne postawienie hipotezy, ze czgs¢
polimorfizmow SNP, ktore w badaniach GWAS wykazaty zwigzek z ryzykiem choroby
niedokrwiennej serca, zawalem serca czy niewydolnosciag nerek powinna wykazaé
rowniez zwigzek ze sztywnoscig naczyn. Podobnie, te polimorfizmy SNP, ktore
w badaniach GWAS wykazaly zwigzek z wysokoscig cisnienia krwi, zaburzeniami
gospodarki weglowodanowej 1 lipidowej powinny wykaza¢ rowniez zwigzek ze
sztywnos$cig naczyn. Wyniki badan objetych niniejsza rozprawa doktorskg okazaty sie
potwierdza¢ t¢ hipoteze, co moze sugerowac na czesciowo wspolne podloze genetyczne
sztywnosci naczyn, choréb sercowo naczyniowych i ich czynnikow ryzyka.

Polimorfizmy SNP, ktére zostaly wlaczone do GRS, zaré6wno w modelu
addytywnym surowym, jak i skorygowanym, we wcze$niejszych badaniach GWAS
wykazywaty zwigzek z wysokos$cia cisnienia skurczowego i1 rozkurczowego krwi
(6 SNP), stezeniem cholesterolu HDL (9 SNP) oraz trojglicerydow (3 SNP), ryzykiem
choroby niedokrwiennej serca i/lub zawalu serca (6 SNP), cukrzycg typu 2 (I SNP),
stezeniem kreatyniny w osoczu (1 SNP) oraz paleniem tytoniu (1 SNP). W modelu
dominujacym surowym i skorygowanym, witaczone do GRS polimorfizmy SNP byty
zwigzane z cisnieniem krwi (6 SNP), ryzykiem choroby niedokrwiennej serca i/lub
zawalu serca (5 SNP), stezeniem cholesterolu LDL i HDL (odpowiednio 2 i 4 SNP),
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stezeniem trojglicerydow (4 SNP), cukrzyca typu 2 i nieprawidlowym st¢zeniem
glukozy na czczo (2 SNP) oraz paleniem tytoniu (I SNP). W modelu recesywnym
surowym 1 skorygowanym, wilaczone do GRS polimorfizmy SNP byly zwigzane
z ci$nieniem krwi (8 SNP), stezeniem cholesterolu HDL i LDL (odpowiednio 5 1 1
SNP), stezeniem trdjglicerydow (4 SNP), stezeniem kreatyniny w osoczu (2 SNP),
ryzykiem choroby niedokrwiennej serca i/lub zawalu serca (2 SNP), paleniem tytoniu
oraz syndromem metabolicznym (po 1 SNP).

Analizujac wspotwystepowanie polimorfizmoéw, mozna ostroznie wnioskowac, ze
sztywnos$¢ naczyn oceniona na podstawie szyjno-udowej predkosci fali tetha PWV,
moze mie¢ wspolne podtoze genetyczne z chorobg niedokrwienng serca, zawalem serca
oraz tradycyjnymi czynnikami ryzyka tj. ciSnieniem krwi czy zaburzeniami gospodarki
lipidowej. Potiwerdza to teori¢, ze tradycyjne czynniki zwigkszaja ryzyko zdarzen
sercowo-naczyniowych poprzez wptywanie na sztywnos$¢ naczyn.

Niewiele jest jak dotad wynikow badan dotyczacych zwigzku polimorfizméw SNP
z parametrem PWYV, zwlaszcza w populacjach nadci$nieniowych. Do nielicznych
opublikowanych wynikéw nalezag m.in. Cesana et al. (2013), ktéry w populacji 821
chorych z nadci$nieniem tetniczym, wykazal potencjalny zwigzek 2 z 384
analizowanych SNP (rs300622 i 1s2381640) z parametrem PWV. Zaden z tych
polimorfizmow SNP nie byl uwzgledniony na liScie oznaczanych polimorfizmoéw SNP
w tej pracy. Zkolei Wang et al. (2013) wykazat zwigzek 4 polimorfizmoéw SNP
zparametrem PWV w chinskiej populacji nadci$nieniowej. Jeden z tych
polimorfizméw, rs17249754, okazal si¢ by¢ réwniez istotny w badanej populacji. Nie
odnaleziono natomiast zadnych publikacji i1 doniesien naukowych dotyczacych
zliczonych punktacji ryzyka genetycznego dla sztywnosci naczyn i paramteru PWV.

Podsumowujac, zaproponowane zliczone punktacje ryzyka wymagaja replikacji
w innych populacjach, zwlaszcza nadci$nieniowych. Dodatkowo jakos$¢ predykcji
zaproponowanych modeli (GRS wraz zuwzglednieniem tradycyjnych uznanych
czynniki ryzyka sercowo-naczyniowego) w przewidywaniu zjawiska przedwczesnego
starzenia oraz zdarzen sercowo-naczyniowych bedzie wymagata dlugoletniej obserwacji
zgromadzonej populacji oraz walidacji w innych populacjach europejskich. Dopiero
wtedy bedzie mozna jednoznacznie stwierdzi¢ czy zaproponowane modele poprawiaja
klasyfikacj¢ chorych wzgledem ryzyka oszacowanego za pomoca klasycznych metod
takich jak np. skali Framingham czy Score, a tym samym poprawig skutecznos¢
leczenia chorego.
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Populacja badana

+ szczegdlowo scharakteryzowana populacja chorych, zwilaszcza pod wzgledem
wlasciwosci $cian duzych naczyn tetniczych

— populacja stosunkowo matoliczna i heterogenna klinicznie

Badanie, ktorym objeto chorych, jest badaniem prospektywnym (kohortowym),
gdzie punktem wyj$cia byto rozpoznanie pierwotnego nadci$nienia tetniczego. Badanie
prospektywne jest uznane za ztoty standard badan nad okreslonymi czynnikami
w ustalonych grupach uczestnikow w celu sprawdzenia powigzan miedzy tymi
czynnikami i aspektami zdrowia lub choroby (Healy, 2006).

Pomimo niewielkiej liczebnosci populacji badanej (N=853), jej dokladne
scharakteryzowanie $cisle wedlug protokolu badania, szczegolnie pod wzgledem
fenotypow posrednich, moze stanowic o jej sile 1 zwigksza¢ moc wykonywanych analiz
zwigzku pomiedzy polimorfizmami SNP a danymi cechami fenotypowymi (Wong
et al., 2003).

Niewatpliwg zaleta zgromadzonej populacji chorych z nadci$nieniem tgtniczym jest
jej bardzo szczegotowa fenotypizacja. Chorzy zostali poddani badaniom podstawowym
1 dodatkowym (rozszerzonym) zalecanym przez Polskie 1 Europejskie Towarzystwa
Nadci$nienia Tetniczego. Na szczegdlng uwage zastuguje bardzo doktadna ocena
wlasciwosci $cian duzych naczyn tetniczych. U wszystkich chorych, u ktorych nie
stwierdzono przeciwwskazan, wykonano badanie sztywno$ci naczyn za pomocg
urzadzenia SphygmoCor i1 innowacyjnego systemu ART.LAB (Esaote, Italy), ktory
umozliwia ocene¢ wiasciwosci $cian tetnicy szyjnej w czasie rzeczywistym. Populacja
tak szczegdlowo scharakteryzowana jest unikalna na skalg europejska.

Trudno$ci w przeprowadzanych analizach statystycznych dostarczyta heterogennos¢
badanej populacji chorych pod katem klinicznym — gtownym wspolnym mianownikiem
chorych jest rozpoznane pierwotne nadcis$nienie tetnicze. Chorzy nalezg do r6znych
grup wiekowych, charakteryzujg si¢ réznym przebiegiem choroby sercowo-
naczyniowej czy zastosowanym leczeniem hipotensyjnym. To wszystko sprawia, ze
trudno jest porownywaé grupy wewnatrz badanej populacji, a rozbieznosci
w uzyskiwanych wynikach moga wynika¢ z szerokiego zakresu obserwowanych
objawow. By¢ moze jest to rowniez powdd, dla ktorego pewne zmienne, pomimo
przewidywan, nie wykazaly zwigzku ze sztywnoscig naczyn przy budowie modelu
skorygowanego. Prykladem moze by¢ informacja o zaburzeniach gospodarki
weglowodanowej (cukrzyca typu 1 1 2), ktora okazata si¢ nie mie¢ istotnego wptywu na
parametr PWV, a dodatkowo znak wspotczynnika rownania regresji wskazywal na
przeciwng zalezno$¢ tj. chorzy bez stwierdzonej cukrzycy mieli wyzsze warto§ci PWV
(wieksza sztywnos$¢ naczyn) niz z cukrzyca. Takie obserwacje moga wynika¢ z faktu
zastosowanego intensywnego leczenia, ktore moze modyfikowa¢ m.in. wlasciwosci
$cian tetnic. Moze to by¢ zjawisko podobnie do obserwowanego paradoksu, ze chorzy
z rozpoznanym i leczonym zespotem metabolicznym wykazuja mniejsza $miertelnos¢
z powodow sercowo-naczyniowych niz chorzy jedynie z jednym/dwoma sktadnikami
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zespolu metabolicznego (Ghoorah et al., 2014; Carnethon et al., 2014). Podobnie
zmienna niosgca informacj¢ o stezeniu cholesterolu LDL czy HDL nie okazata si¢ by¢
tak istotna jak zmienna jakoSciowa mowigca o rozpoznaniu dyslipidemii.
Prawdopodobnie wynika to z faktu, Ze chorzy z dyslipidemig przyjmuja leki
hipolipemizujace np. statyny, a rejestrowane st¢zenia cholesterolu LDL sg zaniZone.
Dodatkowo, poniewaz statyny maja dzialanie plejotropowe, moga wplywac¢ rowniez na
wlasciwosci $cian naczyn tetniczych, redukujac ich sztywno$¢ (Kanaki et al., 2013).

Inng stabg strong zgromadzonych danych jest jak dotad obserwacja populacji
w jednym punkcje czasowym (ang. baseline). Uniemozliwia to weryfikacje zdolnosci
predykcyjnych skonstruowanych zliczonych punktacji ryzyka genetycznego GRS w tej
populacji chorych. Niemniej replikacja 1 walidacja zaproponowanych GRS jest mozliwa
1 planowana na podstawie danych populacyjnych zgromadzonych przez naszych
partnerow skandynawskich. Niezaleznie jednak od tego po uzyskaniu $rodkow
finansowych Zaklad Nadci$nienia Tgtniczego planuje rozszerzy¢ liczebnosé
obserwowanej populacji chorych oraz wykona¢ powtérng obserwacje juz wiaczonych
chorych w drugim punkcie czasowym.

Zastosowane techniki analizy statystycznej

+ techniki liniowe — fatwo$¢ 1 wygoda budowy, interpretacji oraz wykorzystania
modeli

— brak uwzglednienia interakcji pomig¢dzy polimorfizmami SNP i czynnikami
srodowiskowymi

Sztywno$¢ naczyn mozna uzna¢ za chorobe ztozona, dla ktérej mozna przyjaé
poligeniczny model choroby. W takim modelu zaktada si¢ wptyw na dang ceche duzej
liczby gendéw o malym efekcie dziatania oraz interakcje pomiedzy nimi. Dodatkowo
nalezy uwzgledni¢ wplyw czynnikow S$rodowiskowych, ktore moga modulowaé
ekspresje gendw 1 ich wzajemne odziatywania. Badaniach nad chorobami zlozonymi sg
szczegOlnie trudne metodologicznie, gdyz trudno jest zaobserwowac prosty zwigzek
pomiedzy fenotypem a genotypem. W niniejszym badaniu zastosowano jedna
z prostszych technik facznej analizy zwigzku polimorfizméw SNP z parametrem PWV,
konstruujac zliczone punktacje ryzyka genetycznego GRS. Uwzgledniono réwniez
wplyw niektorych czynnikéw zaktocajacych. Nie wzigto jednak pod uwage interakcji
pomiedzy polimorfizmami SNP, modyfikacji ich efektu dzialania przez czynniki
srodowiskowe oraz wpltywu stosowanego leczenia farmakologicznego. Doniesienia
naukowe ostatnich lat dowodza, ze zwiazki takie na pewno istniejg. Udowodniono np.
ze regularny wysitek fizyczny i nawyki zywieniowe (niskie spozycie alkoholu i soli)
wigze si¢ z redukcja sztywnosci naczyn (Laurent et al., 2006). Guessous et al. (2012)
wykazat z kolei, ze zwiagzek polimorfizmu SNP zlokalizowanego w genie CYPIA2
z ci$nieniem krwi jest modyfikowany przez ilos¢ spozywanej kofeiny zawartej w kawie.
Podobnie, Iemitsu et al. (2008) wykazat, ze polimorfizm SNP w genie ANP wplywa na
stopien redukcji sztywno$ci naczyn w odpowiedzi na regularny wysitek fizyczny
w populacji 0s6b w §rednim 1 starszym wieku.
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Zastosowanie liniowych technik analizy jest jednocze$nie wadg i zaleta. Wszystkie
ztozone zjawiska biologiczne, ktorych modele chcemy budowac, sa w rzeczywistosci
w mniejszym lub wigkszym stopniu nieliniowe. Czg¢sto jednak do ich opisu stosowane
sa techniki liniowe, poniewaz ich budowa, interpretacja i wykorzystanie jest
szczegblnie tatwe 1 wygodne. Model ma dobrze reprezentowaé generalng tendencje
w zbiorze danych, chociaz dopasowanie liniowe jest trudne ze wzgledu na subtelnos$ci
danych medycznych.

Bioragc powyzsze pod uwage, w dalszych analizach nalezaloby uwzgledni¢ inne
techniki analiz, uwzgledniajgce interakcje pomiedzy polimorfizmami SNP oraz
czynnikami $rodowiskowymi czy klinicznymi oraz biorgce pod uwage mozliwos¢
nieliniowych zalezno$ci pomiedzy analizowanymi zmiennymi. Bardzo obiecujacym
kierunkiem wydaje si¢ by¢ zastosowanie metod wywodzacych si¢ z uczenia
maszynowego (ang. machine learning) 1 eksploracji danych (ang. data mining), ktére
poszukuja w zgromadzonych danych pewnych struktur i prawidlowosci. Metody te
réwniez mogg okaza¢ si¢ bardzo przydatne przy rozwiazaniu tzw. ,large p small n
problem” tj. zmniejszeniu wielowymiarowos$ci macierzy danych i selekcji najbardziej
istotnych predyktoréw do opisu modelowanej zmiennej (Johnstone 1 Titterington, 2009;
Zhang et al., 2008).

Jakos¢ zgromadzonych danych
+ stosunkowo niewiele brakujacych danych w macierzy
— prawdopodobna niepetnowartosciowos$¢ danych

Analiza zwigzku polimorfizmow SNP z parametrami opisujacymi wtasciwosci $cian
duzych tetnic (np. parametr PWV) moze by¢ utrudniona ze wzgledu na potencjalng
niepetnowartosciowos¢ danych tworzacych zbior danych. Niepelnowartosciowos$¢ moze
przejawia¢ si¢ tym, ze odpowiednie dane s3 w odpowiednim zbiorze (tj. uczacym
1 testowym), ale nie wnoszg tak wiele informacji, jak powinny np. warto$ci zmiennych
moga by¢ znieksztalcone przez wystepujace szumy. Jest to dos¢ typowe zjawisko przy
gromadzeniu danych medycznych dla duzych kohort chorych, gdzie do pracy
zaangazowanych jest wiele 0osob personelu badawczego. Dodatkowo wszystkie mozliwe
istotne zdarzenia moga nie by¢ wystarczajaco licznie reprezentowane w zbiorze
uczacym 1 testowym. Przyktadowo stosunkowo mata liczebnos¢ grupy chorych
zrozpoznang cukrzyca oraz palacych moze powodowaé obcigzong estymacje
wspotczynnikow rownania regresji (co prawdopodobnie obserwowano w analizach
objetych niniejsza rozprawa doktorska). Potencjalnym problemem moze by¢ takze brak
rownowagi w zbiorze danych, czyli niezapewnienie odpowiedniej proporcji
poszczegbdlnych typéw danych w zbiorze uczacym. Jednocze$nie nalezy wzia¢ pod
uwage mozliwos¢ wystepowania btedéw w gromadzeniu danych, bedacych skutkiem
»czynnika ludzkiego”. Badanie prowadzone w jednym osrodku jest podatne na
znieksztatcenia informacji o gromadzonej kohorcie chorych ze wzgledu na np. nawyki
i umiejetnosci personelu, powtarzalne btedy np. laboratoryjne (Mattingly i Ponsonby,
2014). Nie zastosowano roéwniez szczegdtowego i walidowanego kwestionariusza
wywiadu dotyczacego stylu zycia np. palenia papierosoOw czy aktywnosci fizycznej, co
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znacznie utrudni  ocen¢ interakcji pomigdzy  czynnikami  genetycznymi
a srodowiskowymi.
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Celem niniejszej rozprawy doktorskiej byla ocena zwigzku polimorfizméw SNP

z whasciwosciami $cian duzych tetnic ocenianymi na podstawie pomiaru udowo-szyjnej

predkosci fali tetna (PWV) oraz zaproponowanie modeli przewidujacych ryzyko
przedwczesnego starzenia naczyn tetniczych i ryzyka sercowo-naczyniowego. Cel ten
osiggnigto poprzez realizacj¢ celow szczegdlowych:

1.

2.

4.

Zidentyfikowano polimorfizmy SNP, ktore wyjasnily w sposob istotny
zmienno$¢ parametru PWYV. Polimorfizmy te wyjasnity od 0,24% do 1,14%
zmiennosci PWV. Dodatkowo wyselekcjonowano 4 polimorfizmy SNP, ktore
moga by¢ potencjalnymi biomarkerami zwickszonego ryzyka wystgpienia
pierwotnego nadcis$nienia tetniczego.

Na podstawie wyselekcjonowanych polimorfizméw SNP skonstruowano
zliczone punktacje ryzyka genetycznego GRS, ktore sumujg efekt pojedynczych
polimorfizméw SNP. Potwierdzono, ze wraz ze wzrostem liczby punktacji
ryzyka genetycznego, wzrasta §rednia warto$¢ parametru PWV. W wigkszoS$ci
przypadkow zaleznos$¢ taka przypomina liniowa.

Potwierdzono, ze zliczone punktacje ryzyka genetycznego wyjasniaja wieksza
cze$¢ zmiennosci parametru PWV niz kazdy z polimorfizméw SNP osobno.
Procent wyjasnionej zmiennosci wahatl si¢ w granicach od 1,92% (dla modelu
surowego w dziedziczeniu recesywnym) do 8,42% (dla modelu surowego
w dziedziczeniu addytywnym).

Na podstawie skonstruowanych zliczonych punktacji ryzyka genetycznego i/lub
klasycznych czynnikow ryzyka sercowo-naczyniowego zaproponowano model
szacujacy ryzyko syndromu przedwczesnego starzenia naczyniowego
ocenianego na podstawie parametru PWV oraz model szacujacy ryzyko zdarzen
sercowo-naczyniowych

Whioski koncowe:

1.

2.

Najwigksza cze$§¢ zmiennosci cech fenotypowych wyjasniaja czynniki
srodowiskowe, niemniej polimorfizmy SNP moga poméc w wyjasnieniu
pozostate] zmiennosci. W pracy tej czynniki $rodowiskowe wyjasnily ok.
41,41% zmienno$ci parametru PWV: wiek (ok. 33,08%), calodobowe ci$nienie
tetna PPdn (ok. 2,63%) oraz szacunkowy wskaznik filtracji kigbuszkowej eGFR,
stosunek obwodu pasa do obwodu bioder WHR oraz pte¢ (lacznie ok. 5,73%).

Polimorfizmy SNP, ktore wykazaly istotny (p<0,05) lub sugestywny (p<0,1)
zwigzek z parametrem PWV, s3 zwigzane zaro6wno z tradycyjnymi czynnikami
ryzyka sercowo-naczyniowego, jak i samym ryzykiem zdarzenia sercowo-
naczyniowego (tj. choroby niedokrwiennej serca i/lub zawatu serca). Potwierdza
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to hipoteze, ze rézne fenotypy sercowo-naczyniowe moga by¢ manifestacja
kliniczng czgsciowo wspdlnego podloza genetycznego, a sztywnos¢ naczyn
mozna traktowa¢ zarowno jako fenotyp posredni dla zdarzen sercowo-
naczyniowych, jak 1 fenotyp koncowy bedacy konsekwencja zwiazku
z tradycyjnymi czynnikami ryzyka sercowo-naczyniowego.

. Najlepiej dopasowanym modelem dziedziczenia dla analizowanych
polimorfizméw SNP byt model addytywny i dominujacy. W kontynuacji badan
nalezy rozwazy¢ analize gléwnie w tych dwoch modelach dziedziczenia, lub
wzig¢ pod uwage mozliwos¢ zastosowania modeli mieszanych (np. model
faczacy dziedziczenie addytywne i1 dominujace), co moze zwigkszy¢ moc
statystyczng testu.

. Niezaleznie od postaci modelu tj. surowego czy skorygowanego w danym
modelu genetycznym wspotwystepowaly te same polimorfizmy SNP. Moze to
by¢ bardzo cenna informacja, ktéra pozwoli skonstruowa¢ na dalszym etapie
badan punktacje ryzyka genetycznego (GRS) przewidujaca warto§¢ PWV (a tym
samym ryzyko syndromu przedwczesnego starzenia naczyniowego) niezaleznie
od wplywu zmiennych zakldcajacych np. wieku, ci$nienia tgtniczego krwi czy
funkcji nerek.

. Zliczone punktacje ryzyka genetycznego (GRS) okazaly sie przydatnym
narzedziem sumujacym taczny efekt polimorfizmoéow SNP na ceche fenotypowa
jaka jest sztywno$¢ naczyn oceniona na podstawie parametru PWV. Wraz ze
wzrostem zliczonej punktacji ryzyka genetycznego obserowano wzrost $redniej
warto$ci parametru PWV. Wspiera to hipotezg, ze wraz z kumulacja
niekorzystnych alleli, wzrasta ryzyko rozwinigcia danego fenotypu np. ryzyko
syndromu przedwczesnego starzenia naczyniowego.

. Replikacja 1walidacja zaproponowanych modeli predykcyjnych pozwoli
potwierdzi¢ czy zliczone punktacje ryzyka genetycznego wigza si¢ niezaleznie
z ryzykiem przedwczesnego starzenia naczyn ocenianego na podstawie
parametru PWV oraz ryzykiem sercowo-naczyniowym. I jes$li tak, to czy
zmieniajg klasyfikacje chorego pod wzgledem ryzyka i rokowania w kilkuletniej
perspektywie.
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