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Uvod: Koronarni nemoc srde¢niho $tépu (KNSS) predstavuje jednu z nejzavaznéjdich komplikaci transplantace srdce (TS). Za zakladni
patofyziologicky moment v rozvoji KNSS je povazovana endotelialni dysfunkce, zplsobena mnozstvim faktort imunologické i ne-
imunologické povahy. Klicovou ulohu v regulaci fady procesd na urovni cévni stény hraje oxid dusnaty (NO), produkovany endotelialni
syntazou oxidu dusnatého (eNOS). Polymorfismy genu pro eNOS, ovliviujici dostupnost a aktivitu tohoto enzymu, mohou ovliviiovat
dostupnost NO na drovni cévni stény, a vzhledem k vyznamnym ochrannym vlastnostem NO i nachylnost véncitych tepen srde¢niho
$tépu k rozvoji KNSS.

Cil: Cilem préce je posoudit vliv genovych polymorfismid pro eNOS (intron 4, T786C, G894T) na rozvoj morfologickych zndmek a vyskyt
klinickych manifestaci (vyskyt akutniho koronarniho syndromu, maligni poruchy rytmu, nahlé smrti, srde¢niho selhani pfi vylouceni
ostatnich pfi¢in) KNSS u prijemc( TS.

Studovana populace a metody: Studovana populace byla tvofena pfijemci TS, u nichz bylo ¢asné v jednom roce po TS provedeno
intravaskularni ultrazvukové vysetieni véncitych tepen srdecniho stépu. Soucasné byla u jejich korespondujicich darct provedena geno-
typizace eNOS ve vyse uvedenych oblastech.

Vysledky: Byl nalezen statisticky vyznamny vztah mezi alelou 4b a genotypem 4b4b (intron 4) na strané jedné a vyskytem jak ¢asné, tak
v jednom roce po TS detekovanych morfologickych znamek KNSS na strané druhé. Alela 4b a genotyp 4b4b byly shledany nezavislymi
rizikovymi faktory pro pfitomnost morfologickych znamek KNSS ¢asné po TS. Dale byl nalezen statisticky vyznamny vztah mezi alelou C
a genotypem CC (T786C) a vyskytem klinickych manifestaci KNSS.

Zavér: Byla nalezena pozitivni korelace mezi genovym polymorfismem pro eNOS v oblasti intron 4 a pfitomnosti morfologickych zndmek
KNSS jak ¢asng, tak v jednom roce po TS. Genotyp 4b4b a alela 4b intron-4 genového polymorfismu pro eNOS byly shledany rizikovymi
faktory pro pfitomnost morfologickych znamek ¢asné detekované KNSS. Rovnéz tak byla nalezena pozitivni korelace mezi genovym
polymorfismem T785C pro eNOS a vyskytem klinickych manifestaci KNSS.
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Introduction: Cardiac graft coronary artery disease (CGCAD) constitutes of the most serious complications of heart transplantation (HTx).
The principal pathophysiological trigger in the development of CGCAD is believed to be endothelial dysfunction due to a number of
immunological and non-immunological factors. The key role in the regulation of a variety of processes at the level of the vessel wall is
played by nitric oxide (NO), produced by endothelial nitric oxide synthase (eNOS). eNOS gene polymorphisms, affecting the availability
and activity of this enzyme, may modulate NO availability at the level of the vessel wall and, given the significant protective properties
of NO, also the susceptibility of the coronary arteries of the cardiac graft to develop CGCAD.

Aim: The aim of the study was to assess the effect of eNOS gene polymorphisms (intron 4, T786C, G894T) on the development of
morphological traits and occurrence of clinical presentations (incidence of acute coronary syndrome, malignant arrhythmias, sudden
death, heart failure after exclusion of other causes) of CGCAD in HTx recipients.

Study population and methods: The study population was made up by HTx recipients having intravascular ultrasound of the cardiac
graft coronary vessels early and at 1 year post-HTx. At the same time, matched donors had eNOS genotyping in the above regions.

Podpoteno grantem udélenym Ceskou kardiologickou spole¢nosti v roce 2005 a vyzkumnym zdmérem MSM0021620820.
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Results: A significant correlation was found between the 4b allele and 4b4b genotype (intron 4) on the one hand and the incidence of
morphological traits of CGCAD, detected both early and at 1 year post-HTx on the other. The 4b allele and the 4b4b genotype were
identified as independent risk factors for the presence of morphological traits of CGCAD early post-HTx. A significant correlation was
also demonstrated between the C allele and the CC genotype (T786C) on the one hand, and the incidence of clinical presentations of
CGCAD on the other.

Conclusion: A correlation was found between the eNOS gene polymorphism in the region of intron 4 and the presence of morpho-
logical traits of CGCAD both early and at 1 year post-HTx. The 4b4b genotype and the 4b allele of the eNOS gene polymorphism were
identified as risk factors for the presence of morphological traits of CGCAD detected early. Likewise, a correlation was found between

the eNOS T785C gene polymorphism and the incidence of clinical presentations of CGCAD.
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Uvod

Koronarni nemoc srde¢niho $tépu (KNSS) predstavuje
jednu z nejvyznamnéj$ich komplikaci transplantace srdce
(TS)." Za zdkladni p¥icinu rozvoje KNSS je v soucasné dobé
povazovana pritomnost endotelidlni dysfunkce. Pri¢iny
vzniku endotelialni dysfunkce v pripadé tepen srde¢niho
$tépu se déli na dvé velké skupiny. Prvni skupinu predsta-
vuji imunologické duvody - chronicka (popt. akutné exa-
cerbovand ve formé akutni rejekce) imunitni reakce pfijem-
ce proti imunologicky nekompatibilnimu $tépu. Druhou
skupinu predstavuje fada rizikovych faktort neimunologic-
ké povahy - diabetes mellitus, hypertenze, obezita, hyper-
lipidemie, doba ischemie, lé¢ba steroidy, vék darce, pric¢ina
smrti dérce, doba mozkové smrti a celd fada dalsich.®

Pochody na trovni endotelu a cévni stény jsou ovliviio-
vany velkym mnozstvim piisobki. Jednim z nejdilezitéjsich
z nich je oxid dusnaty, ktery se vyznacuje vyznamnym
ochrannym uc¢inkem na endotel i na cévni sténu. Oxid
dusnaty (NO) je za bazalnich podminek na rovni endote-
lu produkovan endotelidlni syntazou oxidu dusnatého
(eNOS, NOS I1I), ktera predstavuje konstitutivni formu NO
syntazy. Gen pro eNOS je lokalizovan do oblasti 7q35-36.
Pro eNOS bylo nalezeno nékolik genovych polymorfismu.
Z mnozstvi znamych genovych polymorfismi pro eNOS
predpokldddame u tfi z nich (intron 4, T786C, G894T), ze
ovliviiuji produkei NO.® Funkéni genové polymorfismy pro
eNOS, tedy takové, které ovliviiuji dostupnost ¢i funkci
tohoto genového produktu, tak mohou ovlivnit Groven
bazalni produkce NO. Vzhledem k vyraznému pleiotrop-
nimu protektivaimu u¢inku NO na endotel a cévni sténu
miize snizend bazalni produkce vést u nositele ke zvysené
nachylnosti véncitych tepen k rozvoji endotelidlni dysfunk-
ce a od ni se odvijejicich patologickych procest.®

Tato zavislost byla sledovana ve vztahu k nejpal¢ivéjsimu
problému sou¢asné mediciny - ateroskleréze. Rada studii
se snazila nalézt korelaci mezi tfemi nejvyznamnéj$imi
genovymi polymorfismy pro eNOS (intron 4, T786C,
G894T) a pritomnosti karotické ¢i koronarni aterosklerézy
v bézné populaci.® Analogicky s béznou populaci lze
ocekavat i u transplantované populace, Ze dostupnost NO,
dana rozli¢énymi genovymi polymorfismy pro eNOS darce,
muze ovlivilovat citlivost véncitych tepen srde¢niho §tépu
k ptisobeni skodlivych nox (imunitni i neimunitni povahy).
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Lze se tak domnivat, ze rozli¢né genové polymorfismy pro
eNOS darce mohou ovliviiovat rozvoj jak morfologickych
znédmek, tak klinickych manifestaci KNSS. Uvedend hypo-
téza nebyla doposud, podle nasich védomosti u nemocnych
po transplantaci srdce, zkoumana.

Cile prace

Cilem prace bylo posoudit vztah mezi nejvyznamnéj$imi
genovymi polymorfismy pro eNOS darce a pritomnosti
morfologickych znamek KNSS detekovanych ¢asné (4.
¢tvrty tyden) a jeden rok po TS. Rovnéz jsme se pokusili
posoudit vztah mezi témito polymorfismy a vyskytem kli-
nickych manifestaci KNSS (kombinovany sledovany uka-
zatel: vyskyt akutniho korondrniho syndromu, maligni
poruchy rytmu, ndhlé smrti, srde¢niho selhani pfi vylou-
¢eni ostatnich pficin).

Soubor pacientd

Soubor pacientti predstavuje 68 prijemcti TS (prameérny
vék 50 + 11 let, 50 muzt, 18 Zen), u nichz bylo provedeno
¢asné (29,8 £ 12,5 dni) po transplantaci, a u vétsiny z nich
(49 ptijemct, pramérny vék 49,3 + 11,2 let, 38 muzt, 11
zen) i v prvnim roce po TS, intravaskularni ultrazvukové
vyS$etfeni véncitych tepen (IVUS). Soucasné u korespondu-
jicich darcti bylo mozné provést genotypizaci pro eNOS
v nize popsanych genovych oblastech.

Sledovany soubor pacientti byl ziskan z celkového poétu
164 dospélych prijemct TS (pramérny vék 49,7 + 11,4 let,
128 muzi, 36 Zen) provedenych v Kardiocentru Institutu
klinické a experimentalni mediciny (IKEM) v obdobi od 10.
2.1999 do 8. 7. 2003.

Duvody k nezarazeni zbyvajicich prijemct TS (96 je-
dincti) do sledovaného souboru predstavovaly: dvakrat
¢asné prelozeni do jiného transplantacniho centra (Brno,
Bratislava), v patndcti ptipadech umrti pfijemce do ¢ty
tydnt po TS, jednou kombinovana transplantace srdce
a ledviny, dvakrat komplikovany pooperacni pribéh, ve 34
pripadech nedostupnost IVUS, v 22 ptipadech nesouhlas
nemocného s vysettenim IVUS, pétkrat priikaz koronarni
nemoci §tépu pred organovym odbérem a v 15 pripadech
nemoznost typizace DNA pro eNOS u korespondujiciho
darce.
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Vzhledem k tomu, ze predkladany studijni soubor se
v zékladnich demografickych tdajich nikterak nelisil
od skupiny pacientt, ktefi do studie zarazeni nebyli (viz
tabulka 1), povazujeme ndmi prezentovany soubor za re-
prezentativni vzorek populace pacientt - ptijemct TS
ve vy$e uvedeném obdobi.

Metodika

Intravaskularni vysetfeni vencitych tepen
srdecniho stépu

U vsech vySetfovanych piijemct bylo nejprve provedeno
rutinni selektivni koronarografické vysetfeni. V pripadé
nalezu angiograficky vyznamné sten6zy na véncitych tepnach
(angiograficky vyznamné ztzeni véncité tepny bylo defino-
vano jako angiograficky patrné zazeni lumina cévy o vice
nez 50 %, v porovnani s pfedchdzejicim zdravym segmentem
vySetfované cévy) se dale nepokracovalo v ultrazvukovém
vy$etreni (dva pacienti) a byla stanovena diagnéza koronar-
ni nemoci srde¢niho $tépu. U ostatnich nemocnych byla
nasledné 30MHz, 2,9 F ultrazvukovéa sonda (Jomed/Endo-
sonic Avanar F/X, Jomed Inc, Rancho Cordova, CA, USA,
cat. No REF 85700) zavedena pres angioplasticky zavadéci
katetr postupné co mozna do nejvzdalenéjsiho mista ramus
interventricularis anterior a arteria coronaria dextra ¢i ramus
circumflexus (v zévislosti na rozsahu vénéitého povodi).
Zaznam ultrazvukového obrazu véncité tepny byl nahravan
na CD-ROM v pribéhu pomalého manualniho zpétného
stahovani ultrazvukového katetru do usti vySetfované vén-
¢ité tepny. Takto ziskané zadznamy ultrazvukového obrazu
véncitych tepen srde¢niho $tépu byly pozdéji analyzovany
pomoci pocitacového softwaru Endosonic/Jomed, in vision
gold V 4.0.1. (Endosonics Corp/Jomed Inc, nyni Volcano
Therapeutics, Rancho Cordova, CA, USA). Pomoci uvede-
ného programu byly nejprve manualné ohraniceny hranice
lumina cévy a zevni elastické membrany. Nasledné tak byla
zjisténa — manudlné zméfena — maximalni tloustka takto
oznacené vrstvy, predstavujici tloustku platu. Jakékoli fokal-
ni zesileni arteridlni stény v ultrazvukovém obraze > 0,5 mm
bylo v souladu s dfive publikovanymi studiemi povazovano
za patologickou 16z1.) Pomoci ¢asné po TS provedeného

intravaskularniho ultrazvukového vysetfeni (IVUS) vénci-
tych tepen byl uréen vyskyt ¢asné po TS detekované KNSS.
Stejnym zptsobem byl uréen vyskyt KNSS v jednom roce
po TS.

lzolace DNA

DNA byla izolovana z 350 ul nesrazlivé plné krve darce, ktera
byla odebrana v dobé organového odbéru. K izolaci byla
pouzita komercni souprava GenoPrep Cartridge B 350 s vy-
uzitim automatického izoldtoru EZ1 BioRobot (Qiagen Ver-
triebs GmbH, Rakousko) presné podle pokyni vyrobce.
Kvalita a koncentrace DNA byla standardné stanovena spek-
trofotometricky zméfenim absorbance pfi 260 a 280 nm.

Stanoveni genovych polymorfismt pro eNOS

Pro analyzu jednotlivych variant v genu pro eNOS byla po-
uzita metoda PCR-RFLP. Smés PCR sestavala vzdy z (celkovy
objem 25 pl): 1x PCR pufr, 0,2 mmol/l kazdého dNTP,
1,5 mmol/l MgCl,, 0,1 U Taq DNA polymerazy, 1 pmol/l
adekvatnich oligonukleotidi a ~1 ul DNA. DNA byla ampli-
fikovana na ptistroji PCR Dyad (Peltier) za nasledujicich
podminek: poéate¢ni denaturace 96 °C (3 min); nasledujicich
35 cykla -95 °C (15 s), 60 °C (varianta 4a4b) nebo 70 °C
(varianty v pozicich 786 a 894) (30 s) a 72 °C (30 s). PCR byla
ukoncena amplifika¢nim krokem 72 °C (3 min). Pro ampli-
fikaci byly pouzity nasledujici oligonukleotidy - 5" AGG CCC
TAT GGT AGT GCCTTT a5" TCT CTT AGT GCT GTG
CTC AC (varianta 4a4b, inzer¢ni/dele¢ni polymorfismus, bez
nutnosti $tépeni restrikénim enzymem); 5’ATG CTC CCA
GGG CAT CA a 5" GTC CTT GAC TCT GAC ATT AGG
G (varianta v pozici -786, restrikéni enzym Mbol) a kone¢né
5'CAT GAG GCT CAG CCCCAG AA a5 AGT CAATCC
CTT TGG TGC TCA C (varianta v pozici 894, restrikéni
enzym Mbol). Restrikéni fragmenty byly analyzovany elektro-
forézou v 2% agaroze a 0,5x TBE pufru.

Rizikové faktory vyvoje KNSS

Také fada moznych rizikovych faktoru, které se tykaji pri-
jemce (vék, pohlavi, diagnéza vedouci k transplantaci, body

Tabulka 1 Zakladni demografické tdaje studovanych soubort a skupin pfijemct TS, ktefi nebyli zafazeni do studijnich soubor

Soubor ¢asné Nezarazeni do souboru Soubor v jednom roce Nezarazeni do souboru v jednom roce
detekované KNSS  ¢asné detekované KNSS detekované KNSS detekované KNSS
Pocet 68 96 49 115
Vék (roky) 50,0 49,4 49,3 49,8
+ + + +
11,0 1,7 11,2 1,5
Pohlavi 50/18 78/18 38/11 90/25
(muz/zena)
Zékladni diagnéza 32/25/11 41/41/14 24/18/7 46/51/18
DKMP/ICHS/ostatni

DMKP - dilata¢ni kardiomyopatie, ICHS - ischemické choroba srdecni, ostatni - ostatni diagnézy vedouci k indikaci transplantace srdce (hypertroficka kardio-
myopatie, restriktivni kardiomyopatie, vrozené vyvojové vady, chlopenni vady)
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mass index [BMI], cholesterolemie, triglycidemie, urgentni
poradi na ¢ekaci listiné, predtransplanta¢ni nefarmakolo-
gicka podpora obéhu), darce (vék, pohlavi, vaha, BMI,
status CMV - cytomegalovirus, pri¢ina smrti, anamnéza
koufteni, hypertenze v anamnéze, diabetes v anamnéze,
hyperlipidemie v anamnéze, neznamd anamnéza), imuno-
logickych parametrt (pfedtransplanta¢ni panel protilatek,
nesoulad dérce - ptijemce v HLA [hlavni tkanové antigeny],
nesoulad darce - prijemce v pohlavi), transplantaéniho
obdobi (doba studené ischemie, nesoulad darce - piijemce
v statusu CMV), ¢asného (tj. do ¢tyf tydnit po TS) a dalsi-
ho (vice nez ¢tvrty tyden po TS) potransplanta¢niho obdo-
bi (vyskyt akutnich rejekci > 1B [Banffské klasifikace],
incidence klinicky manifestnich akutnich rejekci, rejekéni
skore, dysfunkce $tépu, vyskyt infekei, vyskyt CMV infekci,
vyskyt hypertenze, diabetu ¢i dyslipidemie) byla testovana
ve vztahu k piitomnosti koronarnim IVUS prokazané KNSS
(¢asné ¢i detekované v jednom roce).

Vyskyt klinickych manifestaci KNSS
(Casné detekované i jednorocni)

Klinickd manifestace KNSS piedstavovala kombinovany
sledovany ukazatel ¢itajici vyskyt akutniho korondrniho
syndromu, maligni poruchy rytmu, nahlé smrti ¢i srde¢ni-
ho selhdni (pfi vylouceni ostatnich pricin, jako napft.
akutni rejekce).

Statistické metody

Kontinudlni proménné (udaje) jsou vyjadrovany jako
priamér + smérodatna odchylka (SD). Test x* (s korekci
podle Yatese v pripadé potreby) byl pouzit k posouzeni
rozdilt dvou souborti v pripadé kategorickych proménnych.
T-test ¢i Manntv-Whitneytv test byly pouzity k porovna-
vani rozdili dvou soubort v pripadé kontinualnich pro-
ménnych. Kaplanova-Meierova metoda byla vyuzita k se-
staveni ktivek preziti bez vyskytu jednotlivych klinickych
udalosti. Ke srovnani odli$nosti priibéhu kiivek jednotlivych
soubort bylo vyuzito Mantelova-Coxova testu (kategorické
proménné). Mnohorozmérna analyza (logisticka regrese)
byla pouzita k urceni rizikovych faktort vyskytu ¢asné
detekované KNSS a ke konstrukci predpovédniho modelu
jejiho vyskytu. Hodnota p < 0,05 byla povazovana
za statisticky vyznamnou. K provedeni statistickych analyz
byl pouzit software SYSTAT 10, 2000, SPSS Inc. Chicago II
(ISBN 1-13-040429-2).

Vysledky
Vyskyt morfologickych znamek KNSS

Morfologické zndmky casné detekované KNSS byly po-
moci vy$etfeni IVUS prokazany v 28 pripadech, tj. u 41 %
piijemct TS. KNSS detekovand v jednom roce po TS
pomoci IVUS byla nalezena v 26 ptipadech, tj. u 53 %
prijemct TS.
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Vyskyt jednotlivych alel a genotypt

ve sledovanych souborech

Frekvenci vyskytu jednotlivych alel a genotypti v jednotli-
vych souborech (soubor pro ¢asné detekovanou KNSS,
jednoleta KNSS) ukazuji obrdzky 1 a 2. Vyskyt jednotlivych
genotypt se v pripadé intron 4 a genovych polymorfismii
T786C nelisil od predpoklddaného rozlozeni podle
Hardyho-Weinbergovy rovnovéhy [uvedeny hodnoty p pro
oba soubory (pes/pss): intron 4: pe = 0,46, p,,= 0,49; T786C:
Pes= 0,47, p,o=0,18]. V pripadé polymorfismu G894T
byl u souboru s ¢asné detekovanou KNSS nalezen statistic-
ky vyznamny rozdil frekvence genotypt v neprospéch ho-
mozygot TT (pg= 0,01) oproti predpokladanému, ktery
byl vypocten na zakladé Hardyho-Weinbergovy rovnovéhy.
U stejného polymorfismu sledovaného na souboru pro
studium v jednom roce detekované KNSS se obdobny
rozdil, ve srovnani s predpokladanym rozlozenim, vypo¢-
tenym na zékladé Hardyho-Weinbergovy rovnovahy, na-
chézel na hranici statistické vyznamnosti (p,, = 0,06).

Vliv. genovych polymorfismd pro eNOS
na vyskyt KNSS

Pomoci jednorozmérné analyzy byl nalezen vztah mezi
genotypem 4b4b pro eNOS a vyskytem jak casné (OR 4,2;
95% CI: 1,0-16,5; p < 0,05), tak v jednom roce po TS dete-
kované KNSS (OR 5,3; 95% CI: 1,2-23,2; P <0,05). Naopak
zadny vztah nebyl nalezen mezi genovymi polymorfismy
T786C a G894T pro eNOS a vyskytem znamek KNSS at jiz
¢asné, ¢i jeden rok po TS (viz tabulky 2 a 3).

Obdobné pak byl pomoci jednorozmérné analyzy nalezen
statisticky vyznamny vztah mezi pfitomnosti alely 4b a vysky-
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Obrézek 1 Vyskyt jednotlivych alel sledovanych genovych
polymorfisml pro eNOS ve studovanych souborech
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Obrazek 2 Vyskyt jednotlivych sledovanych genotypti
pro eNOS ve studovanych souborech
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tem jak ¢asné (OR 3,6; 95% CI 1,0-13,2; p < 0,05), tak vjednom
roce (OR 4,2; 95% CI: 1,1-6,6; p < 0,05) detekované KNSS.
Pro zadnou jinou z testovanych alel studovanych genovych
polymorfismti eNOS obdobny vztah nalezen nebyl.

U dalsich sledovanych faktort byl pomoci jednorozmér-
né analyzy shledan statisticky vyznamné vys$$i vyskyt
morfologickych zndmek ¢asné detekované KNSS v zavis-
losti na pritomnosti hypertenze u darce (p < 0,05), vy$sim
BMI prijemce (p < 0,05) a vy$sim véku darce (p < 0,01).

Pomoci mnohorozmérné analyzy byly jako nezavislé
rizikové faktory ptitomnosti ¢asné detekované KNSS pro-
kazany: vyssi vék darce (p <0,01), vyssi BMI piijemce
(p < 0,05), genotyp 4b4b (OR 6,7; 95% CI: 1,1-40, p < 0,05)
a alela 4b (p < 0,05) intron 4 genového polymorfismu pro
eNOS. Znalost véku darce, BMI piijemce a intron 4 geno-
vého polymorfismu pro eNOS umoznuji predikci ¢asné
detekované KNSS se senzitivitou 83 % a specificitou 84 %
pomoci logistické regrese.

V ptipadé KNSS detekované v jednom roce od TS ne-
umoznil maly pocet pacienti provedeni mnohorozmérné
analyzy. Pomoci jednorozmérné analyzy byl v pripadé
ostatnich sledovanych moznych rizikovych faktort shledan
vy$§i vyskyt morfologickych znamek KNSS detekované
v jednom roce po TS v zavislosti na pfitomnosti hyperten-
ze darce (p < 0,05), vyskytu diabetes mellitus u prijemce
ve 4. tydnu od TS (p < 0,05), BMI prijemce (p < 0,05) a véku
darce (p < 0,05).

Vyskyt klinickych manifestaci KNSS

Klinickd manifestace KNSS byla ve sledovaném obdobi
(do 31. 12. 2006) zaznamendna u sedmi pifjemct, tj. ku-
mulativné u 10,3 % sledovanych pfijemct. Vyskyt klinickych
manifestaci KNSS v ¢ase od TS ukazuje obrdzek 3.

Vliv genovych polymorfismd pro eNOS
na vyskyt KNSS

Vlivjednotlivych nami studovanych genovych polymorfisma
na vyskyt klinickych manifestaci KNSS ukazuje tabulka 3.

Tabulka 3 Vyskyt jednotlivych genotypl pro eNOS u skupin
prijemch TS s vyskytem klinické manifestace KNSS a bez vy-
skytu klinické manifestace KNSS

Genotypy Klinicka Klinicka P
manifestace  manifestace
pritomna nepfitomna

Intron 4 aa * * NS

ab 133 % 86,7 %
bb 10 % 90 %
T786C T 3,7 % 96,3 % p<0,05
TC 10,8 % 89,2 %
(d 50 % 50 %
G894T GG 3% 97 % NS
GT 17,1 % 82,9 %
TT * *

*Tento genotyp se ve sledovaném souboru nevyskytoval (viz obrdzek 2)

Byla nalezena statisticky vyznamna korelace (test x%, metoda
Kaplanova-Meierova, Manteltv-Coxuyv test) mezi genovym
polymorfismem T786C (alela C, genotyp CC) a vyskytem
klinické manifestace KNSS (viz tabulka 3 a obrdzky 4 a 5).
V ptipadé ostatnich sledovanych moznych rizikovych
faktort byl nalezen pomoci jednorozmérné analyzy statis-
ticky vyznamné vy$si vyskyt klinickych manifestact KNSS
v zavislosti na pritomnosti anamnézy hypertenze darce
(p < 0,05), véku prijemce (p < 0,05) a véku darce (p < 0,01).

Diskuse

Nase studie prokazuje, Ze genovy polymorfismus 4b4b
(intron 4) pro eNOS a alela 4b (intron 4) genu pro eNOS
koreluji s pritomnosti IVUS prokazanych morfologickych
znamek jak ¢asné, tak v prvnim roce po TS detekované
KNSS. Nase studie taktéz prokazuje, Ze alela 4b a genotyp
4b4b (intron 4) predstavuji nezavislé rizikové faktory pro
pritomnost morfologickych zndmek ¢asné po TS detekova-
né KNSS. Soucasné nase prace prokazuje, ze dalsi studova-

Tabulka 2 Vyskyt jednotlivych genotypti pro eNOS ve sledovanych skupinach pFijemch TS s KNSS/bez KNSS

Casné detekovana KNSS

V jednom roce detekovana KNSS

Genotypy P 4
Pritomna Nepfitomna Pritomna Nepfitomna

aa * * * *

Intron 4 ab 20 % 80 % < 0,05 25 % 75 % < 0,05
bb 51 % 49 % 64 % 36 %
cC 50 % 50 % 100 % 0%

T786C CcT 51 % 49 % NS 59 % 41 % NS
T 30 % 70 % 61 % 39 %
GG 50 % 50 % 59 % 41 %

G894T GT 37 % 63 % NS 52 % 48 % NS
TT * * * *

*Tento genotyp se ve sledovaném souboru nevyskytoval (viz obrdzek 2)
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Obrézek 5 Vliv genového polymorfismu T786C na vyskyt
klinickych manifestaci koronarni nemoci srde¢niho stépu -
vliv jednotlivych alel

né genové polymorfismy eNOS (T786C, G894T) nejsou
rizikovymi faktory pro pritomnost morfologickych zndmek
KNSS, at jiz ¢asné ¢i v jednom roce detekované. Déle nase
prace prokazuje, ze pfitomnost alely C a genotypu CC
(T786C) pro eNOS koreluje s vyskytem klinické manifes-
tace KNSS.

Nase vysledky naznacuji, Ze vzacna alela 4a (intron 4)
by mohla byt protektivnim faktorem vyskytu morfologic-
kych zndmek KNSS. Tento nalez koreluje s vysledky studie
Parka a spol., ktefi sledovali vyskyt koronarni aterosklerd-
zy u netransplantované populace.” V rozporu s ndlezy nasi
a citované prace je vSak celd rada studii, které bud vztah
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mezi genovym polymorfismem intron 4 a vyskytem koro-
nérni aterosklerdzy v bézné populaci neprokazuji, ¢i naopak
identifikuji alelu 4a jako rizikovy faktor pro vyskyt koro-
narni aterosklerdzy v bézné populaci.

Pfi bliz$i analyze vlivu polymorfismu intron 4 na vyskyt
ischemické choroby srde¢ni (ICHS) se v posledni dobé
ukazuje, Ze v této oblasti pretrvava velké mnozstvi nejas-
nosti. Jiz intronicka lokalizace tohoto polymorfismu ¢ini
jeho funkéni vyznamnost méné pravdépodobnou. Navic
patrné neni dikazu, a to klinického ani experimentélniho,
o vlivu tohoto polymorfismu na aktivitu eNOS. Rovnéz tak
neexistuje v klinické praxi doklad o funkénim vlivu tohoto
polymorfismu na koncentrace NO, nélezy jsou kontroverz-
ni. Dokonce se v soucasné dobé pripousti u tohoto poly-
morfismu moznost existence vazby na jiny funk¢ni poly-
morfismus v regula¢nich oblastech genu pro eNOS. Me-
taanalyza studii, zkoumajicich vliv genovych polymorfismi
pro eNOS na vyskyt ischemické choroby srde¢ni, povazuje
genovy polymorfismus 4a4a pro eNOS za rizikovy faktor
(OR 1,12, 95% CI: 1,01-1,24, p = 0,02). Podrobné¢jsi analy-
za v$ak ukazuje na vysoké mnozstvi malych studii proka-
zujicich pozitivni vztah mezi genotypem 4a4a a vyskytem
KNSS u nekavkazské populace (Asiaté).® Naopak v evrop-
skych studiich prevazuji nélezy, které tento vztah nepotvr-
zuji.®19 Velké populacéni studie, zkoumajici vztah mezi
genovym polymorfismem intron 4 pro eNOS a vyskytem
ICHS, chybéji. Do objasnéni téchto zédkladnich vztaht zi-
stavaji vSechna mozna vysvétleni, pokousejici se objasnit
rozli¢nost nalezii zkoumajicich v klinické praxi vztah mezi
genovym polymorfismem intron 4 pro eNOS a vyskytem
koronarni patologie, spekulacemi.

Prekvapivym nalezem je rovnéz to, Ze jiz nosicstvi jedné
alely 4a vykazuje protektivni vlastnosti k prikazu morfo-
logickych zndmek KNSS. Velikost nasi studie neumoznila
posoudit vyznam homozygotni kombinace (4a4a) na rozvoj
KNSS vzhledem k nizkému vyskytu alely 4a v nasi popu-
laci (0 % homozygoti 4a4a v nasem studijnim souboru bylo
v souladu s ocekavanym vyskytem podle Hardyho-Wein-
bergovy rovnovéhy).
nim z nich je pouzitd metoda vybéru probandu. V béiné
populaci jsou az na velmi vzacné vyjimky jako probandi
zafazovani pacienti se symptomy ICHS (akutni koronarni
ptihody, stavy po akutnich koronarnich prihodach, syndrom
anginy pectoris s prokazanymi morfologickymi znamkami
koronarni nemoci pomoci selektivni koronarografie). Jako
kontrolni skupiny jsou vybirani jedinci bez anamnézy ICHS
(vékem a pohlavim odpovidajici studijni skupiné). Praktic-
ky vzdy se tak jedna o srovnavaci studie. Duisledkem tako-
vého postupu je, ze do kontrolnich skupin museji byt prfi
znalosti asymptomatického vyskytu ICHS v bézné popula-
ci zafazovani i jedinci s asymptomatickou korondrni atero-
skler6zou. Uvedeny postup tak mtize vést (podle poctu
takto zarazenych jedinct) k jistému znevyhodnéni studo-
vaného rizikového faktoru. Nami provedena studie u pa-
cientti po TS ve vztahu k vyvoji KNSS vsak tyto nedostatky
obchazi; jednd se o prirezovou studii, ktera porovnava je-
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dince s morfologickymi znamkami KNSS a bez nich.
Druhym momentem je vék darctl. Zatimco v bézné popu-
laci je pramérny vék studijnich souborti priblizné 57 let,
pramérny vék darc v nasem souboru je 33 + 11 let. Lze
predpokladat, Ze vzhledem k popula¢nimu vyznamu geno-
vych polymorfismt pro eNOS v porovnani s béznymi rizi-
kovymi faktory aterosklerdzy, vyskyt ICHS bude ve vyssi
vékové skupiné spise ovlivnén vyskytem klasickych riziko-
vych faktorti nez samotnym genovym polymorfismem. Sila
takovéhoto genového polymorfismu k jeho uplatnéni pak
musi byt vétsi (homozygot vs. heterozygot). Naopak v nizsi
vékové skupiné (jako jsou darci srdce v nasem studijnim
souboru), kde vyskyt klasickych rizikovych faktort je da-
leko niz$i, muze dojit ke zfetelnéjsimu uplatnéni vlivu sa-
motnych genovych polymorfismt. Tretim faktorem mize
byt pravé kumulace rizikovych faktort (at jiz imunologické
¢i neimunologické povahy) u nemocnych po TS. Vzhledem
k jejich velmi ¢astému vyskytu (hypertenze, dyslipidemie,
abnormality glukézové homeostazy, akutni rejekce, chro-
nicka rejekce viici hostiteli, 1é¢ba steroidy apod.) mtize pravé
funkéni genovy polymorfismus kandidatniho genu pred-
stavovat onen vyznamny mechanismus, ktery ovlivni, zda
k rozvoji morfologickych zndmek KNSS v daném ¢asovém
obdobi dojde, ¢i nikoli.

Na rozdil od genového polymorfismu intron 4 pro eNOS
se u ostatnich ndmi studovanych genovych polymorfismt
pro eNOS nepodatilo prokdzat vztah k pfitomnosti KNSS.
Pro¢ pouze genovy polymorfismus intron 4, ze vSech
ostatnich genovych polymorfismii pro eNOS, je podle nasich
nélezii rizikovym faktorem KNSS, ziistava na urovni tvah.
Na zdkladé predpokladii o vlivu tohoto genového polymor-
fismu na dostupnost eNOS (predpoklada se snizend expre-
se eNOS a v jejim disledku snizena produkce NO) se
v prvni fadé nabizi vysvétleni, spocivajici v ivaze o dosta-
te¢né sile u¢inku tohoto polymorfismu na pochody na trov-
ni cévni stény oproti ostatnim. Zakladnim problémem
na Grovni studia vlivu genovych polymorfismi na eNOS se
vSak v soucasné dobé jevi ujasnéni funkéniho vyznamu
téchto polymorfismt. Pouze u genového polymorfismu
T786C je funkeni vliv na dostupnost NO vcelku s ur¢itymi
vyhradami akceptovan jako prokazany, zatimco u zbyvaji-
cich dvou (intron 44, G894T) jsou nélezy povazovany
za kontroverzni.®) V ptipadé intron 4 se dokonce uvazuje
o vazebné nerovnovaze mezi touto variantou a jinymi
funkénimi variantami v regula¢nich oblastech genu eNOS.
Neexistuji tak Zadné vSeobecné akceptované zavéry o sile
vlivu kazdého jednotlivého genového polymorfismu na do-
stupnost eNOS (a potazmo NO) v porovnani s druhym. Jiz
viibec nic pak nevime o funkénim dopadu jednotlivych
genovych polymorfismd pro eNOS na koncentrace NO
za stresovych podminek (rizikové faktory aterosklerdzy,
v ptipadé KNSS jak imunologické, tak neimunologické
faktory). Vysledky uvedené studie pak mohou skute¢né
prokazovat, Ze pouze funk¢ni vyznam genového polymor-
fismu v intron 4 je na rozdil od ostatnich dostate¢né velky
k zabezpeceni demonstrace vztahu k vyvoji KNSS. Zda-li
se véak jedna o dusledek primého vlivu genového polymor-
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fismu intron 4 na dostupnost/aktivitu eNOS, ¢i zda pred-
stavuje uvedeny genovy polymorfismus pouze gen asocio-
vany s nemoci bez kauzalniho vztahu (napt. diky jeho
vztahu k pritomnosti k jinému genovému polymorfismu)
ukaze az dalsi vyzkum.

Vyznamnym nalezem je vztah mezi genovym polymor-
fismem T786C a vyskytem klinickych manifestaci KNSS.
Nalez vztahu mezi genovym polymorfismem T786C pro
eNOS odpovida pti blizsim studiu udajim ze studif tykaji-
cich se bézné (netransplantované) populace. Pti podrobném
zkoumani téchto studii je zfetelné, Ze prakticky véechny
klinické studie jsou ve skute¢nosti porovnavajicimi stu-
diemi, zkoumajicimi vztah mezi genovymi polymorfismy
pro eNOS a vyskytem klinicky manifestni ICHS. Nejedna
se tak o morfologické studie zkoumajici vztah mezi geno-
vymi polymorfismy pro eNOS a pfitomnosti morfologickych
znamek korondrni aterosklerdzy, nebot jako probandi
studijnich skupin jsou prakticky vyhradné vybirani nemoc-
ni se symptomatickou korondrni aterosklerézou. Navic
ve vét§iné pripadu se jednd o nemocné s akutnim koronar-
nim syndromem. Nelze tak opomenout, ze patofyziologie
akutniho korondrniho syndromu se jako komplikace koro-
narni aterosklerézy vyznamnym zpusobem lisi od vzniku
morfologickych znamek (korondrni) aterosklerdzy. Vzhle-
dem k vSeobecné akceptovanému funkénimu vyznamu
genového polymorfismu T786C pro eNOS lze, s prihlédnu-
tim k ohromnému pleiotropnimu uc¢inku NO na pochody
na urovni cévni stény, vztah mezi genovym polymorfismem
T786C a vyskytem klinickych manifestaci KNSS chépat.
Vysvétleni rozdilt mezi vlivem jednotlivych studovanych
genovych polymorfismi pro eNOS na vyskyt klinickych
manifestaci KNSS Ize konstruovat, obdobné jako u jejich
vztahu k morfologickym zndmkam KNSS.

Pozoruhodnym zjisténim je nalezeny vyznamovy nesou-
lad mezi nékterymi genovymi polymorfismy pro eNOS
a vztahem k morfologickym znamkdm KNSS na jedné
strané a vyskytem klinickych manifestaci KNSS na strané
druhé. Nami prezentovana studie naznacuje, ze genovy
polymorfismus v intron 4 oblasti eNOS koreluje s ptitom-
nosti morfologickych zndmek KNSS (a tak vyvojem mor-
fologického podkladu) a nekoreluje s vyskytem klinickych
manifestaci KNSS. Naopak genovy polymorfismus T786C
koreluje s vyskytem klinickych manifestaci KNSS, a nikoli
s vyskytem morfologickych zndmek KNSS. Vysvétleni to-
hoto nalezu v8ak ¢ini nemalé obtize a pohybuje se za hra-
nici spekulaci, predpokladdme-li, ze oba zminované geno-
vé polymorfismy ovliviiuji funkéni dostupnost stejného
genového produktu - konstitutivni endotelidlni syntdzy
oxidu dusnatého. Jak jiz bylo v pfedchozim textu feceno,
zékladnim problémem studia vztahu mezi genovymi poly-
morfismy pro eNOS a vyskytem aterosklerdzy je v pripadé
intron 4 a polymorfismt G894T nedostatek jasnych dutika-
z1 o jejich klinicky relevantnim funkénim vlivu na pocho-
dy na trovni cévni stény. V soucasné dobé nemame ani
dikazy o ptimém kauzalnim vztahu mezi uvedenymi ge-
novymi polymorfismy (intron 4, T786C a G894T) pro NOS,
dostupnosti eNOS, koncentracemi NO a vznikem/vyvojem
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aterosklerdzy, véetné jejich klinickych manifestaci. V§echny
doposud prezentované studie pracuji s genovymi polymor-
fismy pro eNOS jako s kandidatnimi geny, a prozatim
na zakladé téchto predpokladii se snazi o prokazani kore-
lace mezi jednotlivymi kandidatnimi genovymi polymor-
fismy a korondrni (¢i jinou) aterosklerdzou. Je tak otazkou,
zda nékteré z téchto polymorfismt (zejména intron 4
v nasem pripadé) nejsou asociovany s jinymi genovymi
polymorfismy, u nichz kauzalni vztah po ose gen — genovy
produkt - klinicky vliv - onemocnéni existuje. Jen tak lze
patrné vysvétlit rozdil mezi jednotlivymi sledovanymi po-
lymorfismy pro eNOS a vyskytem morfologickych znamek
KNSS a jejich klinickych manifestaci.

Prezentovana studie svymi vysledky zamétuje pozornost
pii studiu KNSS zpét k dérci. Nase studie ukazuje, Ze
vlastnosti darce — v tomto pfipadé genové polymorfismy
pro eNOS - predstavuji dalsi dalezity faktor ovliviujici
vyskyt jak morfologickych zndmek, tak klinickych manifes-
taci KNSS. Nemtze se viak jednat o piili§ prekvapujici
nalez, vime-li, ze genetické vlivy predstavuji nejvyznamnéj-
$i rizikovy faktor pro vyskyt aterosklerdzy v bézné popula-
ci. Navic nelze nevidét, Ze transplantace srdce predstavuje
z pohledu studia rozvoje koronarni patologie idealni a snad-
no dostupny model, umoznujici studium interakce genetic-
kych a zevnich vlivii (hypertenze, poruchy metabolismu
lipida a glukdzy, imunitni reakce, imunosuprese apod.).

Z pohledu TS naSe prace ukazuje, Ze znalost genotypu
pro eNOS darce umozni do jisté miry predvidat rozvoj
morfologickych zndmek a klinickych manifestaci KNSS.
Tato znalost ndm miize umoznit identifikovat ptijemce TS,
ktery se nachazi ve zvySeném riziku vyskytu této zavazné
komplikace potransplanta¢niho pribéhu. V pfipadé zna-
losti uc¢innych profylaktickych opatfeni nam tak muze
pomoci v u¢inné prevenci vyvoje, progrese ¢i vyskytu kli-
nické manifestace KNSS. Potvrzeni kauzalniho vztahu mezi
genovymi polymorfismy pro eNOS a rozvojem KNSS mozna
v nedaleké budoucnosti umozni genovou lé¢bu/prevenci
KNSS u nemocnych s takovym rizikem.

Limitace prace

Autoti si uvédomuji limitace prezentované studie. Vyznam-
nou limitaci je pocet zafazenych pacientii do studie. Pres-
toze, z dtivodt uvedenych v predchozim textu, povazujeme
studijni populaci za reprezentativni vzorek populace pri-
jemct TS, nelze zakryt skutecnost, ze ziskany podet zata-
zenych pacientii nezabezpeil pti frekvenci vyskytu jednot-
livych alel v nasi populaci dostatecny pocet homozygotti
v oblastech intron 4 a G894T. Pfi interpretaci vysledkd
tykajicich se vlivu genového polymorfismu G894T nelze
opominout skutecnost, Ze vyskyt jednotlivych genotypti se
statisticky vyznamné odliSoval od oc¢ekavaného vyskytu
podle Hardyho-Weinergergovy rovnovahy. Pfi¢ina této
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skute¢nosti je zcela nejasna, nebot jak jsme ukazali, soubor
zatazenych pacientt se v zakladnich demografickych udajich
nelisil od prijemcti nezatazenych do studie. Navic rozloze-
ni genotypt v pripadé zbyvajicich dvou variant (intron 4,
T786C) se od ocekdvaného rozlozeni nikterak nelisilo.
Rovnéz tak zptisob sbéru probandu (zatfazovani do studie)
prakticky zcela znemoznoval pripadnou selekci na strané
darct, nositeltl jednotlivych genotypu.

Zaver

Vysledky predstavené studie ukazuji na vztah mezi geno-
typem 4b4b a alelou 4b (genovy polymorfismus intron 4)
pro eNOS a vyskytem jak ¢asné, tak v jednom roce deteko-
vanych morfologickych zndmek KNSS. Ukazuje, Ze genotyp
4b4b a alela 4b (intron 4) predstavuji nezavislé rizikové
faktory pro vyskyt ¢asné detekovanych morfologickych
zndmek KNSS po TS. Nase préce rovnéz ukazuje na kore-
laci mezi alelou C a genotypem CC (genovy polymorfismus
T786C) pro eNOS a vyskytem klinickych manifestaci KNSS.
Vysledky nasi prace tak ukazuji na mozny vliv genovych
polymorfismt pro eNOS na vyvoj morfologickych znamek
a vyskyt klinickych manifestaci KNSS.
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