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SKROTY

A (ang. adenine) adenina
ACEI (ang. angiotensin-converting-enzyme inhibitors) inhibitory konwertazy
angiotensyny
ARB (ang. angiotensin receptor blockers) bloker receptora angiotensynowego
BMI (ang. body mass index) indeks masy ciata
BUN (ang. blood urea nitrogen) azot mocznikowy we krwi
C (ang. cytosine) cytozyna
CD (ang.cluster of differentiation) antygen r6znicowania komérkowego
Cl (ang. confidence intervals) przedziaty nieufnosci
CKD ang. chronic kidney disease
CRP (ang. C-reactive protein) biatko C-reaktywne
DBP (ang. diastolic blood pressure) rozkurczowe ci$nienie krwi
DNA (ang. deoxyribonucleic acid) kwas dezoksyrybonukleinowy
(ang. ethylenediaminetetraacetic acid) wersenian dwusodowy
EDTA T
etylenodiaminy
(ang. estimated glomerular filtration rate) szacunkowy wspotczynnik
eGFR .. .
filtracji ktebuszkowe;]
ELISA (ang. enzyme-linked immunosorbent assay) test immunoenzymatyczny
eNOS (ang. endothelial nitric oxide syntase ) sroédblonkowa syntaza tlenku
azotu
EPCs (ang. endothelial progenitor cells) komorki progenitorowe srodbtonka
G (ang. guanine) guanina
HRM (ang. high resolution melting) wysokorozdzielcza analiza temperatury
topnienia
(ang. intercellular adhesion molecule 1) czasteczka adhezji
ICAM-1 . , .
mi¢dzykomorkowej
KDIGO Kidney Disease Improving Global Outcomes
OD (ang. odds ratio) iloraz szans
PBS (ang. phosphate buffered saline) zbuforowany roztwor soli
PChN przewlekta choroba nerek




PCR

(ang. polymerase chain reaction) tancuchowa reakcja polimeryzacji

POChP

przewlekta obturacyjna choroba phuc

Real-Time PCR

(ang. real-time polymerase chain reaction ) PCR w czasie rzeczywistym

SBP

(ang. systolic blood pressure) skurczowe ci$nienie krwi

(ang. single nucleotide polymorphism) polimorfizm pojedynczego

SNP nukleotydu

sVCAM (ang. vascular cell adhesion molecule) naczyniowa czasteczka adhezyjna

T (ang. tymine) tymina

VEGF (ang. Vqscular endothelial growth factor) czynnik wzrostu §rodblonka
naczyniowego

vWTt (ang. von Willebrand factor) czynnik von Willebranda




Wprowadzenie

Nadcis$nienie tgtnicze jest istotnym czynnikiem ryzyka rozwoju chorob ukladu
sercowo-naczyniowego. Zgodnie z wytycznymi Europejskiego Towarzystwa Nadci$nienia
Tetniczego (ang. European Society of Hypertension) za prawidlowe cisnienie skurczowe
przyjmuje si¢ warto$¢ < 140 mmHg, natomiast rozkurczowe < 90 mmHg [1]. U dorostych
powyzej 25 roku zycia nadci$nienie stwierdza si¢ u ok. 30-45% populacji ogdlnej, a czgstosé
jego wystepowania ros$nie wraz z wiekiem. Wyrdznia si¢ nadciSnienie o charakterze
pierwotnym oraz wtornym. Ponad 90% przypadkoéw stanowi nadci$nienie pierwotne [2].
Pomimo wielu badan patogeneza nadci$nienia pierwotnego nie zostala do tej pory w pehi
opisana. Wiadomo, iz w jej etiologie zaangazowane sg zard0wno czynniki srodowiskowe jak
1 genetyczne [3].

Na poziomie mikrokrgzenia, u pacjentow z nadci$nieniem pierwotnym czescie]
obserwuje si¢ redukcje gestos¢ sieci naczyn wlosowatych 1 tetniczek, niz zmniejszenie ich
srednicy. Zmiany te s3 wynikiem zaburzone] angiogenezy, nie za$ destrukcji istniejacych
naczyn [4]. Nieprawidlowy wzrost naczyn w przypadku nadci$nienia moze by¢ konsekwencja
zaburzenia homeostazy czynnikOw pro- i antyangiogennych. Jednym z najwazniejszych
czynnikow regulujacych proces angiogenezy jest czynnik wzrostu §rodblonka naczyniowego
— VEGF (ang. Vascular Endothelial Growth Factor) [5]. VEGF to homodimeryczna
glikoproteina indukujaca proliferacje, wzrost, migracje komorek progenitorowych srédbtonka
oraz ich organizacj¢ przestrzenng podczas angiogenezy. Zwigksza rowniez przepuszczalnosé
naczyn, m.in. poprzez aktywacje Srodblonkowej syntazy tlenku azotu (eNOS).
W nadci$nieniu tetniczym obserwuje si¢ zahamowang aktywno$¢ VEGF, ktora moze
prowadzi¢ do zmniejszenia produkcji eNOS przez komorki progenitorowe srodbtonka oraz
uposledzonej angiogenezy, co wigze si¢ z redukcjg gestosci sieci naczyn wilosowatych.
Konsekwencja tego jest zwiekszenie obwodowego oporu naczyniowego, a tym samym wzrost
ci$nienia tetniczego krwi [6].

Ekspresj¢ VEGF w nerkach stwierdza si¢ w podocytach oraz komodrkach nablonka
kanalikow dystalnych 1 zbiorczych. Zmiany w ekspresji biatka VEGF obserwowane sa
w réznych stanach chorobowych, m.in. w nefropatii cukrzycowej 1 bloniastej [7].
Nadcis$nienie moze by¢ konsekwencja choroby nerek lub moze prowadzi¢ do przewleklej
choroby nerek (PChN) [2]. Zgodnie z wytycznymi zawartymi w dokumencie KDIGO 2012
wyrdzniono pig¢ stadiow zaawansowania PChN, ktore okresla si¢ na podstawie wartosci

szacunkowego wspotczynnika filtracji kigbuszkowej (eGFR). Pacjentow kwalifikuje si¢ do



kategorii G1, gdy warto$¢ eGER jest > 90 ml/min/1,73 m’, co wiaze si¢ z prawidlowa funkcja
nerek. Natomiast PChN definiuje si¢ jako obnizenie eGFR ponizej wartosci 60 ml/min/1,73
m’, ktéra odnosi si¢ do kategorii G3a-G5. G3a charakteryzuja wartosci eGFR = 45-59
ml/min/1,73 m” [8].

Gen kodujacy ludzki VEGF jest zlokalizowany na krotkim ramieniu chromosomu
6 (6p21.3) i sktada si¢ z 8 egzonéw oraz 7 intronow. Ponadto wystepuje w wielu wariantach
polimorficznych, z ktérych przynajmniej 25 zostato opisanych. Sg to polimorfizmy typu SNP
(ang. Single-Nucleotide Polymorphism) [9]. A wsrod nich wyrdznia si¢ polimorfizmy regionu
promotorowego: -460 T/C (rs833061), -152 G/A (rs13207351) 1 -1154 G/A (rs1570360),
ktore wielokrotnie opisywano w literaturze wykazujac ich zwigzek z réznymi jednostkami
chorobowymi, w tym z nadci$nieniem tetniczym [10-15].

Komoérki progenitorowe srédblonka — EPCs (ang. Endothelial Progenitor Cells) to
populacja komérek wywodzacych sie ze szpiku, ktore uczestniczga w procesach regeneracji
warstwy Srodblonka 1 angiogenezie. W przewleklym stanie zapalnym, np. u 0sob cierpiacych
na choroby ukladu naczyniowego, fizjologia oraz liczba tych komorek ulega zmianie.
Sugeruje sie, iz potencjalna warto§¢ EPCs moze stanowi¢ marker dysfunkcji srédbtonka [16].
Najmniej dojrzate EPCs identyfikuje si¢ poprzez obecnos$¢ antygenu CD133 a brak czgsteczki
powierzchniowej CD34, zatem ich fenotyp to CD34'CD133". Nastepnie komorki te nabywaja
molekute CD34, tym samym réznicujac sie w komorki CD34"'CD133". W toku ich dalszego
dojrzewania wzrasta ekspresja dla receptora VEGF, okreslanego jako VEGFR2 (CD309).
Po utracie antygenu CD133, EPCs roznicujg si¢ w komorki bardziej dojrzate o fenotypie
CD34°CD309'CD133" [17-18]. Wnikliwa analiza literatury o podobnej tematyce badawczej
wykazata, iz dotychczas nie opisano EPCs w kontek$cie wariantow polimorficznych genu
VEGF.

Ze wzgledu na fakt, iz nadci$nienie rozpatruje si¢ takze w kontek$cie uposledzonej
angiogenezy, u pacjentow nalezy spodziewaé si¢ zaburzonej produkcji czynnikow
angiogennych, takich jak VEGF, angiogenina czy endostatyna. Endostatyna stanowi naturalny
inhibitor aktywnosci VEGF, poprzez bezposrednie wigzanie si¢ do jego receptora - VEGFR2
[19]. Ponadto konsekwencja zapalnego charakteru nadci$nienia jest aktywacja komorek
srodbtonka do produkcji biatek VCAM-1, E-selektyny i sCD54, ktore sa odpowiedzialne za
procesy adhezji [20]. Uszkodzenie srédblonka mierzy si¢ rOwniez zawartosciag w surowicy lub
plazmie czynnika von Willebranda (vW{). U pacjentow z nadci$nieniem tgtniczym obserwuje

si¢ zawyzone warto$ci tego biatka [21].



Cele pracy

Celem niniejszej pracy bylo okreslenie zwigzku pomiedzy:

» wystepowaniem polimorfizméw genu VEGF: -460 T/C, -152 G/A, a aktywnoscig
i dojrzaloscig progenitorowych komodrek $rodblonka, zaangazowanych w proces
angiogenezy,

» wystepowaniem polimorfizméw genu VEGF: -152 G/A, -1154 G/A, a stopniem
uszkodzenia $rodblonkow naczyniowych, mierzonym poziomem surowiczych biatek
wydzielanych z uszkodzonych komorek srédbtonka,

» wystepowaniem polimorfizméw genu VEGF: -460 T/C, -152 G/A, -1154 G/A,

a zaawansowaniem PChN.

Metodyka i material do badan

Badania objety populacje 275 osob. Grupe badawcza stanowily 134 osoby
z pierwotnym, dhlugotrwalym nadci$nieniem tetniczym ($redni wiek 62 lata), a grupe
kontrolng 141 wolontariuszy normotensyjnych (Sredni wiek 52 lata). Ci$nienie kwalifikujace
pacjentow do projektu bylo > 140/90 mmHg. Natomiast $redni czas trwania choroby
u pacjentow wynosit 9 lat. Kryteria wylaczenia, zarowno dla grupy kontrolnej jak
1 badanej, stanowily: przebyty udar mozgu i zawat serca, POChP (przewlekla obturacyjna
choroba phuc), nowotwory, choroby o podlozu autoimmunologicznym, cigzka niewydolnos¢
serca 1 watroby. Materialem do badan byta krew zylna. W badaniach oznaczono polimorfizm
VEGF -460 T/C z wykorzystaniem techniki Real-Time PCR z technika HRM (ang. High
Resolution Melting). Pozostale polimorfizmy identyfikowane byty na drodze reakcji
sekwencjonowania. Poziom biatek uszkodzenia $rodbtonka: angiogenina, endostatyna, CRP,
VEGF, E-selektyna, VCAM-1, vWf, sCD54, okreslono za pomoca testu
immunoenzymatycznego ELISA. Wspofczynnik eGFR wyznaczono zgodnie ze wzorem
MDRD (The Modification of Diet in Renal Disease Study) [22]. Odsetek subpopulacji
komoérek CD34" we krwi obwodowej zbadano metoda cytometrii przeplywowej. W celu
identyfikacji komodrek progenitorowych $rodblonka zastosowano nastepujace markery
powierzchniowe: CD34, CD133, CD45%™ CD309. Komoérki wykazujace ekspresje badanych
molekul oznaczono w bramce limfocytarne;.

Analizg statystyczng danych przeprowadzono 2z wykorzystaniem programu

STATISTICA v. 10.0 (Statsoft, Inc.). Test y° zastosowano w celu poréwnania zmiennych
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jakosciowych. Zmienne spehiajace kryteria rozktadu normalnego analizowano za pomoca
testu ANOVA. Natomiast test ANOVA rang Kruskala-Wallisa zastosowano dla zmiennych
statystycznych nie spetniajacych zalozen rozkladu normalnego. Do sprawdzenia zaleznosci
miedzy wybranymi zmiennymi wykorzystano wspolczynnik korelacji rang Spearmana.
W analizie statystycznej wazng role odegrata rowniez regresja logistyczna. Jako znamienny
statystycznie przyjety zostat poziom istotnosci p < 0,05.

W kazdym z analizowanych ponizej polimorfizméw genu VEGF stwierdzono,
ze frekwencja genotypdw zaro6wno w grupie kontrolnej, jak 1 badanej byla zgodna

z rozktadem wynikajagcym z prawa Hardy'ego-Weinberga.

Wyniki
Polimorfizm genu VEGF w pozycji -460 T/C (rs833061)

Analiza cytometryczna wykazala, ze w obrgbie polimorfizmu genu VEGF w pozycji
-460 T/C pacjenci z genotypem TT mieli znaczaco wyzszg liczbe bezwzgledng
i odsetek komorek stanowiacych najwieksza populacje, a wiec komorek CD34", a takze
CD34" z ekspresja charakterystycznego dla leukocytow markera CD45%™ oraz komorek
najmniej dojrzalych o fenotypie CD34'CD45%™CD133". Roéznice istotne statystycznie
wykazano analizujac zaréwno wszystkie trzy genotypy: CT, CC i TT w grupie pacjentdéw,
jak 1 porownujac liczbe komorek progenitorowych srédbtonka pomiedzy osobami zdrowymi,
a chorymi z genotypem TT.

Zasadnicza czescig niniejszych badan byla ocena parametrow nerkowych, poniewaz
wiadomo, iz jednym z pierwszych powiktan nadci$nienia tetniczego jest zaburzenie funkcji
nerek prowadzace do PChN. Analizujgc ten sam polimorfizm wykazano, ze pacjenci
z genotypem TT charakteryzuje istotny statystycznie nizszy poziom eGFR oraz wyzszy
kreatyniny 1 azotu mocznika (BUN). Zaobserwowano, ze najwigksza liczba pacjentow
z genotypem TT odznacza si¢ wartosciag eGFR < 60 ml/min/1,73 m’, natomiast najmniejsza
wartoscia eGFR > 60 ml/min/1,73 m’. Zatem u pacjentow posiadajacych genotyp TT

stwierdzono najbardziej zaawansowana PChN. W przypadku grupy kontrolnej nie

odnotowano zadnych roznic istotnych statystycznie.
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Polimorfizm genu VEGF w pozycji -152 G/A (rs13207351)

Reakcja sekwencjonowania pozwolita na oznaczenie polimorfizmu w pozycji -152
ze zmiang G na A. Analiza genotypow AA, AG i GG w grupie pacjentow wykazala znaczaco
wyzsza liczbe bezwzgledna i odsetek niedojrzalych komorek progenitorowych $rodblonka
o fenotypie CD34'CDI133" i CD34'CDI133" w przypadku genotypu GG. Analiza
cytometryczna grupy kontrolnej nie wskazala réznic istotnych statystycznie w obrebie
badanego polimorfizmu genu VEGF.

Porownujac wszystkie trzy genotypy, u pacjentow o genotypie GG obserwowano
roOwniez najbardziej zaawansowang PChN, o czym S$wiadczyly znaczaco wyzsze wartosci
kreatyniny 1 BUN oraz nizsze eGFR. Genotyp GG scharakteryzowano z najwigkszg liczba
pacjentow z eGFR < 60 ml/min/1,73 m’ a najmniejsza z eGFR > 60 ml/min/1,73 nr’.
Korelacja rang Spearmana potwierdzila wczes$niej juz znang zalezno$¢ - pacjenci z wyzszym
poziomem eGFR mieli nizszy poziom czynnika vW{'i endostatyny a wyzszy VEGF.

Analiza parametrow klinicznych pozwolita takze na sprawdzenie markerow
uszkodzenia $rodblonka, ktére towarzyszg nadci$nieniu tetniczemu. Potwierdzono, ze u tych
samych pacjentow z genotypem GG ich poziom jest najwyzszy. Znamiennie wyzsze okazaty
si¢ wartosci biatka angiogeniny, endostatyny, czynnika vWTt oraz CRP. Warto podkresli¢, iz
genotyp GG odznaczalo réwniez znaczaco wyzsze ci$nienie rozkurczowe krwi. W grupie
kontrolnej parametry kliniczne nie r6znity si¢ w sposob istotny statystycznie.

Ponadto analizowano, czy =znaczaco gorsze parametry kliniczne pacjentow
z genotypem GG sg konsekwencjg przyjmowanej przez nich politerapii. Analiza statystyczna
wykazata, ze podobny procent pacjentow z genotypem GG i AG poddawany byl mono-
1 politerapii. Natomiast genotyp AA odznaczal znaczaco wyzszy procent pacjentow
przyjmujacych politerapie. W badaniach zaznaczono réwniez, ze niezaleznie od posiadanego
genotypu, zblizony procent pacjentow stosowat leki takie jak: ARB, B-blokery, diuretyki,
ACEI, Ca-blokery. Zatem gorsze parametry kliniczne pacjentow z genotypem GG nie byty

konsekwencja przyjmowanej przez nich politerapii.

Polimorfizm genu VEGF w pozycji -1154 G/A (rs1570360)

Na drodze sekwencjonowania zidentyfikowano réwniez polimorfizm genu VEGF
w pozycji -1154 G/A. Analiza statystyczna wykazala znamienne rdéznice w czestosci

wystgpowania genotypu GA pomigdzy grupa kontrolng a grupa chorych. Frekwencja
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genotypu GA byla istotnie mniejsza w grupie pacjentéw, o ok. 20%. Dalsza analiza, oparta
o regresj¢ logistyczng, dowiodla ze prawdopodobienstwo zachorowania na nadci$nienie
tetnicze jest o polowe mniejsze u pacjentow z genotypem GA.

Powyzsze obserwacje zostaly potwierdzone parametrami klinicznymi. Pacjentow
posiadajacych genotyp GA scharakteryzowano jako z najmniej zaawansowang PChN,
ze wzgledu na znamiennie wyzszy poziom eGFR, a nizszy kreatyniny i BUN. U najwigkszej
liczby pacjentow z genotypem GA zdefiniowano kategorie¢ G1 i G2 PChN. W pordwnaniu
z genotypami AA 1 GG, genotyp GA wyr6zniat takze istotnie statystycznie nizszy poziom
biatek uszkodzenia $rddblonka: angiogeniny, endostatyny i czynnika vWf. W grupie

kontrolnej nie zaobserwowano rdznic istotnych statystycznie.

Whioski

Wobec powyzszych wynikdw wzmozona mobilizacja niedojrzatych komorek
progenitorowych $rodblonka, ktorg zaobserwowano u pacjentow z genotypem TT (-460 T/C)
oraz GG (-152 G/A), moze sygnalizowac rozw6j PChN zaleznej od nadci$nienia tetniczego.

Natomiast polimorfizm genu VEGF w pozycji -1154 G/A moze stanowi¢ czynnik
ochronny przed nadci$nieniem te¢tniczym oraz jest zwigzany z mniej zaostrzonym

przebiegiem PChN u pacjentoéw z genotypem GA.
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ABSTRACT

Introduction

Arterial hypertension is a risk factor for cardiovascular disease. In accordance with the
hypertension classification set out by European Society of Hypertension the systolic blood
pressure (SBP) is less than or equal to 140 mmHg and the diastolic blood pressure (DBP) is
less than or equal to 90 mmHg [1]. Thirty to forty five percent population over 25 years old is
affected by hypertension and, what is known, the disease is more likely to develop in older
adults. There 1s distinguished a primary and secondary hypertension. The primary
hypertension makes up 90% of cases [2]. The genetic and epigenetic factors underline the
development of this disease [3]. Nevertheless, till date, the pathogenesis of arterial
hypertension is poorly understood.

In primary hypertensive patients, the impressive changes have been found in the
microcirculation. The hypertension is associated with the lower density of arterioles and
capillaries in relation to normotensive healthy group. This process is referred to as
"rarefaction” and is most probably as a result of defective angiogenesis rather than overactive
vessel destruction [4]. The impaired regeneration of blood vessels in hypertension may be due
to abnormal secretion of the pro- and anti-angiogenic factors. One of the most pivotal factors,
that positively regulates the process of angiogenesis, is vascular endothelial growth factor
(VEGF) [5]. The VEGF, a glycoprotein homodimer, is a highly specific mitogen with
angiogenic and vascular permeability activities for endothelial cells. The inhibition of VEGF
activity reduces the secretion of endothelial nitric oxide syntase (eNOS) and as a result the
peripheral vascular resistance increases, leading to elevation of blood pressure [6].

In human kidney the expression of VEGF is observed in podocytes and epithelial cells
of distal and collecting tubules. The VEGF expression is upregulated in many glomerular
diseases such as membranous and diabetic nephropathy [7]. Hypertension may be
a consequence of kidney disease and, on the other hand, may cause chronic kidney disease
(CKD) [2]. Five stages of CKD are highlighted in KDIGO 2012 Clinical Practice Guidelines.
Hypertensive patients were classified into G1-G5 stage depending on value of the estimated
glomerular filtration rate (¢GFR). Thus patients were classified into G1 stage with a value of
eGFR > 90 ml/min/1.73 mz, G2 with a value of eGFR = 60-89 ml/min/1.73 m” and G3a with
a value of eGFR = 45-59 ml/min/1.73 m’. The CKD is defined with the value of
eGFR < 60 ml/min/1,73 m® (G3a-G5 stage) [8].
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The gene coding for the human VEGEF is located at chromosome 6p21.3 and is made
up of 8 exons separated by 7 introns. Furthermore, the VEGF gene occurs in various genetic
polymorphisms and at least 25 single nucleotide polymorphisms (SNPs) have been described
[9]. Three of them, localized in the promoter region: -460 T/C (rs833061), -152 G/A
(rs13207351) and -1154 G/A (rs1570360) are associated with different diseases including
hypertension [10-15].

The Endothelial Progenitor Cells (EPCs) are a population of bone marrow-derived
cells, which contribute to the endothelial regeneration and angiogenesis process. The number
and physiology of EPCs may be changed during chronic inflammatory processes,
e.g. in patients suffering from cardiovascular diseases. The potential value of EPCs is
suggested to be a marker of endothelial dysfunction [16]. The detailed studies basing on the
colony formation assay and flow cytometric analysis have revealed that the earliest
endothelial precursors are distinguished by the CD133 molecule expression. During their
development, cells with phenotype of CD34CD133" acquire the CD34 molecule. Thus the
CD34CD133" progenitors differentiate into CD34 CD133" forms. Along with their further
maturation expression of VEGF receptor 2 (CD309) increases. After losing expression of the
CD133 molecule the EPCs differentiate into more mature but less proliferative forms with the
phenotype of CD34 'CD309'CD133" [17-18]. Till date there are no papers describing EPSc
in the context of VEGF genetic polymorphism.

Due to the fact that hypertension is considered as a condition of impaired
angiogenesis, patients are characterized by defective production of angiogenic factors, such as
VEGF, angiogenin and endostatin as well. The endostatin is a natural inhibitor of VEGF
activity. It blocks VEGF action through its direct binding to the VEGF receptor 2 [19].
Moreover, as a consequence of inflammatory response, cells adhesion molecule (VCAM-1,
E-selecin and sCD54) are produced by endothelial cells [20]. In addition, the von Willebrandt
factor (vW{) is released into the circulation because of vascular injury and may be measured
in plasma or serum of the patients. A significantly increased level of vWT has been observed

in patients with hypertension [21].

Purposes

The purpose of presented study was to:
» characterize the number and maturation of EPCs within respective genotypes of the:

-460 T/C and -152 G/A VEGEF polymorphisms
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» investigate whether the endothelial dysfunction markers are associated with the -152 G/A
and -1154 G/A VEGF polymorphisms

» investigate whether the -460 T/C, -152 G/A, -1154 G/A VEGF polymorphisms predispose
to hypertension-related CKD.

Materials and methods

The presented studies enrolled population of 275 subjects. The hypertensive group was
constituted by 134 patients with primary, long-lasting arterial hypertension (mean age 62) and
as a control group 141 healthy volunteers were recruited (mean age 52). The SBP was
characterized by equal to or exceeding than 140 mmHg and the DBP by equal to or exceeding
than 90 mmHg. What is more, the duration of hypertension was 9 years. The exclusion
criteria for contribution in both hypertensive and control groups concerned: stroke, heart
attack, chronic obstructive pulmonary disease, cancers, autoimmune diseases, hypertensive
retinopathy, kidney and liver failure. As a research material venous blood was used. The
VEGEF -460 T/C polymorphism was analyzed by Real-Time PCR with HRM technique (High
Resolution Melting). Both the VEGF -152 G/A and VEGF -1154 G/A polymorphisms were
genotyped by Sanger sequencing method. Immunoenzymatic ELISA method let to determine
level of endothelial damage markers: angiogenin, endostatin, CRP, VEGF, E-selectin,
VCAM-1, vWt as well as sCD54. The eGFR was calculated according to MDRD
(Modification of Diet in Renal Disease study recommendations) [22]. The percentage of
CD34" subpopulation cells, isolated from whole blood, was analyzed by using flow
cytometry. In order to identify EPCs the following surface markers were used: CD34, CD133,
CD45%™ CD309. The percentage of cells, expressing molecules examined, was calculated in
the lymphocyte’s gate.

The results were analyzed using Statistica 10.0 (StatSoft, Inc USA). To determine the
conformation of the allelic frequencies according to Hardy-Weinberg equilibrium, the y” test
was applied. Normally distributed variables were analyzed by ANOVA test. The non-
parametric approach was used to variables that showed a non-normal distribution (Kruskal-
Wallis ANOVA test). The correlations between the variables were evaluated by the
Spearman’s test. What is more, the logistic regression analysis has calculated odds ratio (OR)
and 95% confidence intervals (CI) in order to determine the connection between VEGF
polymorphism and hypertension occurrence. The P values less than 0.05 were regarded as

statistically significant.

16



When analyzing all three VEGF polymorphisms, it has been found that in both healthy
and hypertensive groups frequencies of genotypes conformed to the Hardy-Weinberg

equilibrium.

Results
VEGF -460 T/C polymorphism (rs833061)

The cytometric analyses revealed that the hypertensive patients bearing the
TT genotype had the highest levels of immature EPCs with the following phenotypes: CD34"
(comprising the largest population), CD34'CD45%™ CD34'CD133"CD45%™ (regarded as the
least mature). The differences were statistically significant in hypertensive group when all
three genotypes (CT, CC and TT) were taken into account. Moreover, when comparing
number of EPCs between healthy and patients both bearing TT genotype, the significance was
achieved.

It 1s known that hypertension is one of the most important risk factors for progression
of CKD and thereby the analysis of kidney parameters was another key part of presented
study. When analyzing all the three VEGF gene variants, the eGFR values were significantly
lower and those of creatinine and BUN parameters higher among the TT hypertensive
patients. In the case of TT genotype the lowest number of patients with eGFR > 60
ml/min/1.73 m’ and highest with eGFR < 60 ml/min/1.73 m” was observed. Therefore, TT
genotype carriers develop CKD more vigorously as those of other genotypes. In case of

control group no differences were found.

VEGF -152 G/A polymorphism (rs13207351)

The Sanger sequencing reaction let to indicate the polymorphism at position -152 of
VEGF gene. The statistical analysis of AA, AG and GG genotypes revealed the highest
absolute number and percentage of progenitors with the CD34'CD133" and CD34'CD133"
phenotype in case of GG patients. In control group above cells were in similar range of values
in all three genotypes.

Furthermore, despite the same duration of hypertension, the GG carriers were
characterized by the poorest values of kidney function parameters. In the GG genotype
patients with significantly lower values of eGFR and higher of BUN and creatinine were
found. The GG genotype was characterized by the highest number of patients with
eGFR < 60 ml/min/1.73 m” and lowest with eGFR > 60 ml/min/1.73 m’.
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The analysis of clinical parameters found the GG hypertensive carriers having
significantly highest values of markers of endothelial damage such as endostatin, angiogenin,
CRP and vWf. These patients had also the highest values of DBP. Moreover, patients with
higher eGFR level had lower those of vWf and endostatin values, and higher of VEGF.
No differences were found in the healthy group.

In addition, the analysis of anti-hypertensive drugs received by the GG patients
revealed that their worse conditions were not a consequence of medical treatment. The
analysis of drugs, grouped into four categories, disclosed that the GG hypertensive carriers
were treated in similar proportions with anti-hypertensive drugs classes as well as patients

with other genotypes.

VEGF -1154 G/A polymorphism (rs1570360)

The statistical analysis revealed that the frequency of VEGF gene -1154 GA genotype
was almost up to 20% higher among healthy volunteers. Thus in comparison to control group
the incidence of GA genotype was significantly decreased in the hypertension. Additionally,
on the basis of logistic regression analysis a significantly decreased risk of hypertension was
found in the case of VEGF -1154 GA genotype.

It is noteworthy that above observations were confirmed by the clinical parameters.
All hypertensive patients had similar duration of the disease. Nevertheless, the
GA hypertensive carriers have been found to present the best kidney parameters i.e. the
highest values of eGFR and the lowest for BUN and creatinine. Thus the highest number of
the GA patients was characterized by the G1 and G2 stage of CKD.

There were also significantly lowest values of endostatin, angiogenin and vWf
observed in the GA hypertensive carriers. This finding highlights the protective role of the
GA genotype in hypertension-associated CKD.

In case of the healthy individuals associations between the change at position -1154 of

the VEGF gene and clinical characteristics were not found.
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Conclusions

It is undoubtedly evident that the highest mobilization of EPCs from bone marrow,
observed among both patients with TT genotype (-460 T/C) and GG genotype (-152 G/A),
may signalize more severe renal hypertension-related complications.

Whereas the GA genotype of VEGF polymorphism localized at -1154 position may be
a genetic protective factor for development arterial hypertension and is associated with less

progressed CKD.
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