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1. UVOD

Posljednjih su godina XX. stolie¢éa u molekularnoj biologiji, a posebice u
genetici, postighuta velika otkri¢a, vjerojatno kao nikada prije u ljudskoj povijesti.
Trebalo je neSto manje od 50 godina, koliko je proteklo od otkrica DNK do danas,
kako bi se potpuno sekvencionirao kompletan genom ¢Covjeka i jo§ nekoliko pokusnih
Zivotinja poput Stakora, miSa, vinske musice ili pak zebraste ribe. Nakon
mnogobrojnih  uspjednih otkrica genskih ¢&imbenika monogenskih bolesti, a
primjenjujuci sli€nu metodologiju i strategije, znanstvenici su danas usmjereni na
otkrivanje genske etiologije kompleksnih, poligenskih bolesti zato $to one imaju
najveci udio u obolijevanju i smrtnosti populacije razvijenog svijeta. Medu njima,
hipertenzija zauzima jedno od vodeéih mjesta, kako zbog svoje ulestalosti i

komplikacija, tako i zbog golemih tro§kova lijecenja.

1.1. Problematika hipertenzije

1.1.1. Epidemiologija i problematika arterijske hipertenzije

Arterijska hipertenzija vjerojatno je najvazniji medicinski i javno zdravstveni
problem u razvijenom svijetu, s gotovo milijardu oboljelih i s viSe od 7,1 milijuna
umrlih godiSnje (http://www.who.int/en/index.html). Jedno od najpoznatijih istrazivanja
iz podru€ja epidemiologije hipertenzije jest ono provedeno na populaciji iz grada

Framinghama u SAD-u (http://www.nhlbi.nih.gov/about/framingham/). To je

istraZivanje pokazalo da gotovo petina bijelaca ima arterijski tlak visi od 160/95
mmHg, a gotovo polovica visi od 140/90 mmHg, Sto je ujedno definirano kao gornja
granica normalnog arterijskog tlaka. Grupa istraziva¢a iz navedene studije nedavno

je objavila kako je kumulativni rizik za hipertenziju oko 90%, i to za muskarce i Zene




koji nisu bili hipertenzivni u dobi izmedu 55 i 65 godina, a doZivjeli su 80-85 godina
(1). Framinghamska studija je nadalje pokazala kako su vrijednosti sistolickog tlaka
izmedu 130 i 139 mmHg i dijastolickog nizeg od 89 mmHg povezane s gotovo
dvostrukim porastom relativnog rizika od kardiovaskulnih bolesti u usporedbi s
pojedincima koji imaju arterijski tlak nizi od 120/80 mmHg (2).

Prevalencija hipertenzije ovisi o dva klju¢na ¢imbenika: 1.) o dobnoj i rasnoj
pripadnosti ispitivane populacije te 2.) o kriterijima definiranja bolesti, a kre¢e se od
gotovo 50% populacije u dobi izmedu 60 i 69 godina i gotovo 75% populacije starije
od 70 godina (3). Dobro je poznato kako bolesnici s hipertenzijom imaju kracéi Zivotni
vijek, a jedan je od vodeéih uzroka smrti ishemijska bolest srca koju po ucestalosti
slijede mozdani udar i kroniéno zatajenje bubrega, osobito kod bolesnika sa
znaCajnom retinopatijom te izrazenom aterosklerozom. Zabrinjavajuéi su izvjestaji
SZ0 prema kojima je sistoliCki arterijski tlak visi od 115 mmHg odgovoran za 62%
cerebrovaskulnih te 49% ishemijskih bolesti srca s malim varijacijama izmedu
spolova (4). Zanimljivo je napomenuti kako se za svakih 20 mmHg porasta
sistolickog tlaka, odnosno 10 mmHg porasta dijastolickog tlaka, smrtnost od
mozdanog udara i ishemijske bolesti srca gotovo udvostruéuje (5).

PoviSeni arterijski tlak jedan je od najvaznijih rizi€nih ¢imbenika i za druge
kardiovaskulne bolesti, a rizik ishemijske bolesti srca i mozdanog udara raste gotovo
proporcionalno sa stupnjem hipertenzije. Najée§c¢a sréana abnormalnost u
hipertenziji jest hipertrofija miokarda, koja je sama po sebi neovisan ¢imbenik rizika
za razvoj ishemijske bolesti srca i nenadane smrti (6). Jo$ nije potpuno jasno je li
sklonost ishemijskoj bolesti srca pretezno uvjetovana specifiénim, genskim
¢imbenicima koji izravno ubrzavaju razvoj bolesti ili je to uglavnom posljedica

djelovanja vec¢inom izvanjskih ¢imbenika.




Unato€ brojnim otkri¢ima i novim spoznajama o patofiziologiji te bolesti, u
gotovo 90-95% bolesnika neposredan uzrok hipertenzije, a time i posljedi¢no
lijeCenje ili prognoza, uglavhom je nepoznat pa se za njih kaze da imaju primarni,
esencijalni, odnosno idiopatski oblik hipertenzije. Zbog nepoznavanja uzroka bolesti,
visoki arterijski tlak uglavnom se lijec¢i simptomatski, §to dovodi do toga da bolesnik
nedovoljno prihvaca terapiju, zatim do velikog broja nuspojava, a na kraju i velikog

postotka neprimjerenog lije¢enja, prema nekim studijama ¢ak i do 60% (7).

1.1.2. Definicija i podjela hipertenzije

Poznato je kako arterijski tlak nije stalna nego pulsatilna vrijednost te se
neprekidno mijenja tijekom 24 sata, i to od najvi§ih vrijednosti tijekom sistole
(sistoliCki arterijski tlak) do najnizih vrijednosti za vrijeme dijastole srca (dijastolicki
arterijski tlak). Ako su te vrijednosti poviSene u odnosu na prihvaéene granice, takvo
stanje nazivamo hipertenzijom. Vrijednosti normalnog arterijskog tlaka su arbitrarno
odredene te variraju izmedu pojedinih drZzava i zdravstvenih sustava, ali su ipak
najsire prihvaceni kriteriji Svjetske zdravstvene organizacije (SZO) prema kojima se
vrijednosti sistolickog arterijskog tlaka viSe ili jednake 140 mmHg i/ili dijastoli¢kog
arterijskog tlaka viSe ili jednake 90 mmHg, dobivene u tri uzastopna, adekvatna
mjerenja tijekom 1-3 tjedna smatraju hipertenzijom.

lako je do danas opisano pedesetak razli¢itih razloga poviSenog arterijskog
tlaka, ti sekundarni oblici mogu objasniti samo oko 5% slutajeva bolesti (8).
Dijagnosticiranje hipertenzije dodatno je komplicirano odredivanjem tocnih vrijednosti
arterijskog tlaka, kako zbog promjenjivog, pulsativhog karaktera arterijskog tlaka,
tako i zbog dnevnih oscilacija koje uvelike ovise o okolnostima u kojima se jedinka

nalazi.




Tablica 1. Podjela arterijskog tlaka prema Europskome drustvu za hipertenziju i

Europskome kardioloSkom drustvu iz 2003. godine (9).

KLASIFIKACIJA HIPERTENZIJE

AT SISTOLICKI TLAK DIJASTOLICKI
(mmHg) TLAK (mmHg)
Optimalan arterijski tlak <120 [ <80
Normalan arterijski tlak 120 -129 Ili 80 -84
Visoki normalan tlak 130 -139 Ili 85 - 89
Hipertenzija, stadij 1 (blaga) 140 - 1589 (i 90 - 99
Hipertenzija, stadij 2 (umjerena) 160 -179 Ili 100
Hipertenzija, stadij 3 (teska) > 180 i > 110

Izolirana sistoli¢ka hipertenzija > 140 I <90




1.1.3. Etiologija hipertenzije

Vec¢ je duze poznato kako hipertenzija nastaje kao posliedica sloZenih
interakcija nepoznatog broja genskih ¢imbenika te izvanjskih ¢imbenika rizika (1).
Geneticke studije provedene na blizancima, kao i segregacijske analize, pokazale su
da je gotovo polovica (33-50%) varijacija arterijskog tlaka medu ljudskom
populacijom nasljedna (10). Brojni su istrazivaci pokusavali pronaéi kljuéne gene
odgovorne za nastanak hipertenzije, ali su rezultati daleko od prizeljkivanih. Do
danas je opisano viSe mutacija koje dovode do hipertenzije; uglavnom se radi o
genima koji kodiraju kljuéne enzime ili receptore unutar renin-angiotenzin-
aldosteronskog sustava (RAAS) ili pak o njihovim urodenim genskim greskama u
sklopu raznih sindroma s recesivnim oblikom nasljedivanja. Popis takvih stanja moze
se pronaci na OMIM-u, a u toj skupini osobito su poznati pseudohipoaldosteronizam
tip 2B i Liddleov sindrom. Takoder postoji skupina potencijalnih gena kandidata ¢ija
se uloga u hipertenziji intenzivno istrazuje kao $to su gen za angiotenzinogen, za
konvertazu angiotenzina, za glukokortikoidni receptor, za endotelin 1 ili pak za alfa-
aducin. O nekima od njih viSe rijeci bit ¢e u nastavku. Veéina studija ipak nije uspjela
dokazati statisticki znadajhu povezanost tih gena s hipertenzijom, a kao jedno od
mogucih obrazloZenja za neuspjeh istrazivaCi Cesto navode visok udio lazno
negativnin  rezultata uvjetovanih genskom raznoliko§éu (heterogeni¢nost)
hipertenzivnih bolesnika, odnosno ljudske populacije uopce.

Do trenutka pisanja ove disertacije (travanj 2005. god.) objavljeni su rezultati
21 istraZivanja i opisano je 27 razii€itih lokusa znacajno povezanih s hipertenzijom na
ljudskom genomu. Gotovo svaki ljudski kromosom, osim kromosoma 13 i 20, ima
najmanje jedan hipertenzivni lokus. Preklapanje lokusa jedino je primije¢eno na

kromsomu 2p, $to taj kromosom &ini posebice interesantnim za daljnja pracenja (11).




Dvije najve¢e geneticke studije koje su pokuSale objasniti etiologiju
hipertenzije, BRIGHT (engl. British Genetics of Hypertension) i FBPP (engl. Family
Blood Pressure Program), tijekom 2003. godine objavile su rezultate skeniranja
ljudskog genoma. Nazalost, rezultati su bili uglavnhom negativni.

Studija BRIGHT obuhvatila je 3599 bijelaca s dijagnosticiranom hipertenzijom,
a nakon provedenih analiza jedino je podrucje na kromosomu 6q pokazalo statisticki
znacajan LOD od 3,2. Medutim, i taj je rezultat upitan jer je podruéje locirano na kraju
kromosoma 6, a poznato je kako krajevi kromosoma, zbog nedostatnog broja
genskih biliega, €esto pokazuju lazno pozitivne rezultate povezanosti. U studiji
BRIGHT opisana su jo$ tri podru¢ja na ljudskom genomu povezana s hipertenzijom
(29, 591 9q), ali su pokazala LOD nizi od 3,0 (12).

LOD (engl. logartihm of odds) je mjera povezanosti genskog biliega s
fenotipom. To je logaritam vjerojatnosti omjera koji se dobije usporedujudéi hipotezu o
povezanosti biljega i uzroénog gena s hipotezom njihove nepovezanosti, tj.
moguéno$éu njihove slobodne rekombinacije. Sto je bilieg blize uzro&nom genu, to je
vjerojatnost njihove rekombinacije manja, a LOD posljedi¢éno visi. LOD od 3,0
(vjerojatnost rekombinacije 1 prema 1000) i vi$i, upucuje na 95-postotnu vjerojatnost
povezanosti gena s biliegom, a LOD manji od 2,0 na 99-postotnu vjerojatnost
nepovezanosti gena i biljega.

FBPP je sedmogodisnji projekt NHLBI-a u kojem su sudjelovale &etiri skupine
istraZivata od kojih je svaka proucavala razli¢ite etnicke skupine: crnce, bijelce i
Azijce te model hipertenzije kod Stakora GH. Ni jedna skupina nije pronasla nijedan
lokus povezan s hipertenzijom u ljudi unatoé 6245 obuhvaéenih ispitanika. Najvisi
pronadeni LOD iznosio je 2,96, i to za dijastolicki tlak na kromosomu 1q te bez odgitog
gena kandidata u tom podruéju. Na slici 1. predoceni su rezuitati analiza povezanosti

sistolickog tlaka s biljezima na svim kromosomima unutar populacije FBPP (13).




Nije primijeceno nikakvo preklapanje rezultata FBPP-a s rezultatima studije

BRIGHT, iako su obje ukljucivale istu etnicku grupu (bijelci). Rezultati obaju

istraZivanja jo$ su viSe iznenadujuc¢i uzmemo li u obzir &injenicu da je gotovo polovica

varijabilnosti arterijskog tlaka genski uvjetovana.

Slika 1. Rezultati analize povezanosti sistolickog arterijskog tlaka u populaciji

iz FBPP studije (13). Apscise oznacavaju vrijednosti LOD, a brojevi na ordinatama

kromosome. Rezultati povezanosti predodeni su od vrha prema dnu kako slijedi:

ukljuceni svi ispitanici, samo bijelci, samo cmci te samo Azijci.
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1.1.4. Patofiziologija hipertenzije

Pojednostavnjena jednadzba prema kojoj je srednji arterijski tlak jednak
umnosku minutnog volumena i perifernog otpora, u Zivom organizmu znaéi iznimno
kompliciranu mreZu fizioloskih procesa i brojnih drugih &imbenika koji sudjeluju u
regulaciji arterijskog tlaka (slika 2.). Unato¢ studijama koje su otkrile i opisale neke od
metabolickih putova uklju¢enih u homeostazu arterijskog tlaka, nase su spoznaje o
kljunim Cimbenicima ipak ograni¢ene. Framinghamska studija je pokazala kako ljudi
koji su tijekom Zivota imali visoko normalne vrijednosti arterijskog tlaka takoder imaju
povecan rizik kasnijeg pojavljivanja hipertenziie (14). Takoder je opisano kako
neprimjereno poviSenje tlaka tijekom fizickog i psihi¢kog stresa, pretilost, povisena
razina glukoze, triglicerida i serumskih proteina u krvi, takoder mogu ubrzati razvoj
hipertenzije (15).

Etiologija hipertenzije jo$ nije posve jasna pa je otkriée gena odgovornih za
hipertenziju te spoznaja cjelokupne patofizologije od goleme vaZnosti, kako za
pojednice i njihove obitelji, tako i za kliniare u svrhu rje$avanja ovog vodeéeg

problema XXI. stoljeéa.
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Slika 2. Pojednostavnjena patofiziologija hipertenzije. Modificirano prema (8).
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1.1.5. Cimbenici rizika

Kuhinjska sol. Jo$ je iz doba starokineske medicine (Huang Ti 2600. g. prije Krista)
poznata povezanost koli€ine NaCl u hrani s cirkulacijskim problemima (16). | danas je
to jedén od najbolje proucenih &imbenika rizika. Pacijenti reagiraju na povec¢an unos
soli vrlo razli¢ito: kod nekih redukcija soli u hrani dovodi do smanjenja, a kod drugih
pak, sto je paradoksalno, do porasta arterijskog tlaka (17). Bolesnici koji imaju
hipertenziju osjetljivu na unos soli istodobno imaju i vecu vjerojatnost razvoja
hipertrofije lijeve klijetke ili mikroalbuminurije pa su izrazito pogodni za geneticke
studije (18).

Pretilost. Jedan od kljuénih rizi¢nih ¢imbenika esencijalne hipertenzije jest i pretilost,
a redukcija tjelesne mase dovodi do osjetnog sniZzenja vrijednosti arterijskog tlaka i
smanjenja hipertrofije lijeve klijetke (19). Rasna pripadnost kod pretilosti ima vaznu
predisponiraju¢u ulogu, tako da je udruzenost pretilosti s hipertenzijom puno manja u
Meksikanaca i crnaca nego u bijelaca (20). Uz pretilost, velik broj hipertenzivnih
bolesnika ima i inzulinsku rezistenciju, odnosno stanje poznatije pod nazivom
sindrom x ili metaboli¢ki sindrom, a koje je definirano intolerancijom glukoze,
hipertenzijom, pretilos¢u i dislipidemijom. Pretpostavlja se da priblizno 50% bolesnika
s hipertenzijom ujedno ima i metaboli¢ki sindrom (21).

Dob. Jedan od najoditijih rizicnih &imbenika jest Zivotna dob, a porast incidencije
hipertenzije u tre€oj Zivotnoj dobi vjerojatno je posljedica nakupljanja ¢imbenika koji

pridonose hipertenziji, kao i onih povezanih s normalnim procesima starenja (22).
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1.1.6. Uloga barorefleksa u regulaciji arterijskog tlaka

Poznato je kako u organizmu postoji nekoliko razina kontrole arterijskog tlaka.
Medu njima je osobito znaéajan autonomni Zziv¢ani sustav koji je ukljucen u
odrzavanje i regulaciju arterijskog tlaka za vrijeme promjene polozaja, temperature,
metaboli¢kih promjena ili za vrijeme djelovanja drugih stresora. Tako je iznimno
precizno reguliranje arterijskog tlaka postignuto nizom visokospecijaliziranih, usko
integriranih refleksnih lukova, uklju¢ujuéi dva glavna:

1.) aortokarotidni luk (receptori su zavrSeci zivaca osjetljivih na istezanje u
karotidnom sinusu i aorthom luku koji djeluju kao senzori za nagle promjene
arterijskog tlaka) te

2.) kardiopulmonalni luk (receptori su Ziv€ani zavrSeci osjetljivi na istezanje u
pluéima i srcu, a koji ponajprije djeluju kao volumni senzori kod naglih promjena
arterijskog tlaka i cirkuliraju¢eg volumena krvi).

Oba refleksna luka odasilju signale u mozdano deblo gdje se u jezgrama
solitarnog trakta (nucleus tractus solitarii, NTS) integriraju i moduliraju svi podrazaji s
periferije, hipotalamusa i korteksa u simpati¢ki i parasimpaticki odgovor. U
mozdanom se deblu zbivaju i vazZne interakcije izmedu barorefleksa i
neurohumoralnih elemenata kao $to su endotelin, vazopresin, renin te atrijski
natriuretski peptid (23-25).

Arterijske baroreceptore aktivira mehanicki uzrokovana depolarizacija koja
otvara o naponu ovisne natrijske i kalijske kanale uz posljedi€no stvaranje akcijskog
potencijala, a impulsi putuju vagusom, glosofaringeusom i simpati¢kim sustavom u
srediS$nji Ziv€ani sustav. Tijekom akutnog porasta arterijskog tlaka, baroreceptori se
vrlo brzo prilagodavaju novim vrijednostima, u roku od nekoliko minuta. Pri prilagodbi
refleksa dolazi do pomaka krivulje aktivnosti baroreceptora udesno, ali bez promjene

u nagibu krivulje (slika 3.) (23). Kod kroni¢ne hipertenzije takoder dolazi do pomaka
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krivulje udesno, ali se mijenja i nagib krivulje baroreceptorskog refleksa, a razlozi
tomu jo$ nisu potpuno objadnjeni. Smatra se kako je to posliedica smanjenja Zilne
popustljivosti karotidnog sinusa te moZda oste¢ene centralne regulacije refleksa.
ANGII i vazopresin utje€u na barorefleks centralno, i to u podruéju areje postreme u
mozdanom deblu (23). Ti su uéinci neovisni o njihovu posrednom djelovanju na
barorefleks preko porasta arterijskog tlaka; ANG Il pomice krivulju refleksa udesno, t;.
prema vecim vrijednostima tlaka, dok antidiuretski hormon (ADH) radi suprotno. Osim
ANG-a Il, noradrenalin i prostaciklin takoder izravno djeluju na porast podraZljivosti
barorefleksa. Iz navedenog proizlazi kako bi inhibitori konvertaze i antioksidansi
mogli imati moguénost vracanja baroreceptorskog refleksa na normalnu razinu
djelovanja (23).

Druga komponenta barorefleksa, kardiopulmonalni luk, izravno kontrolira
volumen Krvi, minutni volumen i periferni otpor Zilnog sustava integracijom podraZaja
iz kemoreceptora (koji su osobito znacajni u patoloskim stanjima poput ishemije,
hipoksije te zatajenja srca) te polimodalinih receptora (koji su osjetljivi na kemijske, ali
i na mehani¢ke podrazaje), a moduliran je neuropeptidima ukljuujué¢i vazopresin,
renin, endotelin te atrijski natriuretski peptid (24).

Funkcija kardiopulmonalnog refleksa je poja¢ana u ranoj fazi hipertenzije u
normotenzivnih ljudi s obiteliskom anamnezom hipertenzije. Pretjeran unos soli sam
po sebi pojacava aktivnost tog refleksa i u normotenzivnih pojedinaca s negativnom
obiteliskom anamnezom. Kako hipertenzija napreduje, refleks se polako gubi, a
osobito nakon hipertrofije lijeve klijetke koja postaje manje rastegljiva. Smatra se da
je hipertenzija ipak udruZena s reverzibilnim promjenama tog refleksa te je
posliedi€no nuzno lijeéenje hipertenzije lijekovima koji dovode do regresije hipertrofije

lijieve klijetke (24).
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Slika 3. Moguéa krivulja aktivnosti barorefleksa u Stakora pri akutnom i
kroniénom poviSenju arterijskog tlaka. Puna crta oznacava normalnu aktivnost
baroreceptora, tockasta pomak udesno, ali bez promjene nagiba (akutna adaptacija

barorefleksa), a isprekidana crta osim pomaka udesno ima i promijenjen nagib

(barorefleks kod hipertenzije).
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1.2. Genetika hipertenzije

1.2.1. Osnovni pojmovi u genetici

1. Mendelov zakon - zakon o jednoliénosti generacije F1 (engl. law of
dominance). Taj zakon govori da krizanjem diste linije jedinki, tj. homozigotnih
roditelja (AA, aa) nastaju potomci generacije F1 koji su medusobno identicni.

2. Mendelov zakon - zakon segregacije (engl. law of segregation). Zakon

segregacije govori o razdvajanju alela tijekom mejoze u generaciji F2 uz stalne
omjere pojedinih obiljeZzja. Npr., kod monohibridnog krizanja s dominacijom u
generaciji F1 pojavit ¢e se samo dominantna osobina, dok u generaciji F2
dominantna osobina dolazi u omjeru 3:1.

3. Mendelov zakon - zakon nezavisnog nasljedivanja (engl. law of independent

assortment). Taj zakon govori o tome da se pojedina svojstva, koja se nasljeduju
odvojeno, pri krizanju dviju jedinki rasporeduju slu¢ajno, bez nekakva pravila (ako
geni za ta dva svojstva nisu na istom haplotipu, tj. blizu jedan drugom na istom
kromosomu).

Aleli (genske varijante) su alternativni oblici sekvenciie DNK. Ako su pronadeni u
vise od 1% populacije, onda se njihove pozicije na genomu nazivaju polimorfi¢nim
lokusima. Posljediéno, varijacije u sekvenciji DNK dovode do razlika u fenotipovima
pojedinaca.

Analiza povezanosti (engl. linkage analysis) mjeri povezanost bolesti unutar
zahvacenih obitelji s genskim biljezima. Potrebno je imati vise od jedne generacije
obitelji da bi se mogla pratiti segregacija biliega i bolesti na potomstvo. Idealni su
polimorfi¢ni biljezi jednoliko rasporedeni duz genoma. Ako je bilieg povezan s

fenotipom, moze se ocekivati da ¢e se zajedno prenositi na potomstvo. Udaljenost
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izmedu biljega i fenotipa (gena) moze se izracunati ovisno o broju rekombinacija
tijiekom mejoze.

centimorgan (cM) je mjera genske udaljenosti, a otprilke odgovara udaljenosti
dvaju lokusa koji pokazuju 1% rekombinacije.

Delecija je vrsta mutacije karakterizirana gubitkom dijela DNK, §to moZe dovesti do
bolesti ili abnormalnosti ukoliko je zahvaéen gen ili dio gena.

Geni kandidati su geni za koje se smatra da su mogudéi uzro€nici fenotipa/bolesti. Da
bi se pojedini gen proglasio kandidatom mora imati odgovarajuci polozaj na genomu
(unutar QTL-a) te bi trebao kodirati proteine za koje je poznato da sudjeluju u
pojedinim regulacijskim mehanizmima trazenog stanja/bolesti, bilo na temelju
podataka iz literature ili rezultata prethodnih istrazivanja.

Genomom nazivamo cjelokupnu DNK koju posjeduje jedinka.

Genomika je razliCita od genetike, a prou€ava organizaciju i evolucijsku povijest
DNK. Ljudski genom ima oko tri milijarde nukleotida, odnosno oko 30.000 gena.
Genski biljezi se koriste pri genotipiziranju, a najcesée su to SLLP (engl. short
sequence lenght polymorphism) te mikrosatelitski biljezi. Biljezi oznatavaju mjesta u
genomu na kojima se ponavljaju CA dinukleotidi razli¢it broj puta, a pokazuju visok
stupanj polimorfizma medu pojedincima.

Haplotip — segment DNK s pripadajuéim genima na jednom kromosomu koji se
nasljeduje u ,paketu” (nema mogucénosti rekombinacije zbog blizine gena).

Insercija je oblik kromsomske abnormalnosti, odnosno mutacije, kod koje je dio DNK
,umetnut* unutar gena narusavajuéi tako njegovu normalnu strukturu i funkciju.
Kloniranje gena je proces identifikacije gena koji se temelji na poznavanju produkta
gena (protein), a sastoji se od odredivanja redosliieda aminokiselina te koristenja tih

informacija u otkrivanju gena.




Kosegregacija (engl. cosegregation) je pojava nasljedivanja dvaju ili viSe povezanih
gena na istom kromosomu (haplotip).

Mikrosateliti (eng. microsatellites) su kratki segmenti ponavljajucih oligonukieotida
rasporedenih duz nekodirajuéeg dijela genoma (npr. ATTATTATTATTATT...).
Mikrosatelitna nestabilnost (engl. microsatellite instability) je promjena u redosljedu
nukleotida uzrokovana insercijom ili delecijom mikrosatelita. Ova pojava nastaje kao
posliedica nemoguénosti stanica da poprave pogreSke u redosliedu nukleotida
nastale tijekom umnazanja DNK. Nakupljanje ovih promjena moZe dovesti do
maligne transformacije stanice (npr. kod karcinoma debelog crijeva).

Mutacija je proces u kojem se remeti redoslijed nukleotida (sekvencija DNK), a moze
zahvatiti jedan ili viSe nukleotida. Promjena nukleotida moze (ali i ne mora)
posliedicno dovesti do promjene redoslijeda aminokiselina, odnosno strukture
proteina.

Nasljednost ili heritabilitet - h? (eng. heritability) opisuje koliki je dio varijacije
fenotipa uzrokovan genskim varijacijama. Izraunava se statistickim metodama, a
specifian je za populaciju, odnosno fenotip.

Neravnoteza spoja (engl. LD - linkage disequilibrium) ili asocijacijske studije
koriste se za prouCavanje kosegregacije bolesti (gena) i biliega izmedu razliitih
zahvacéenih obitelji, ¢ak i izmedu jedinki koje nisu u srodstvu. Kako bi se na ovaj
nacin otkrili geni, potrebno je imati ispitanike (bolesnike) i kontrole s priblizno
jednakim frekvencijama alela. Kako to ¢esto nije slu€aj, u ispitivanjima se Koristi
nezahvacéena rodbina kao kontrolna skupina. Naime, u idealnim bi uvjetima biljeg i
gen (fenotip) trebali imati moguénost slobodne rekombinacije i segregacije u
potomstvu. Ako je bilieg blizu ciljianog gena (fenotipa) onda je vjerojatnost da se
medu njima dogodi rekombinacija vrlo mala te ¢e haplotip (to€no odredena

sekvencija kromosoma s biljezima i ciljanim genom) biti prenesen na potomstvo
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zajedno s boleS¢u. Za takve se alele/biljege kaze da su u neravnotezi (disekvilibriju)
povezanosti.

Pleotropija je pojava viSe od jednog fenotipa ili bolesti koje su uzrokovane istim
genima (npr. opisani zajedniCki genski ¢imbenik koji je medijator hipertenzije,
dijabetesa i pretilosti medu blizanacima iz Sjeverne Amerike (26)).

Polimorfizam obi¢no ukljuéuje promjenu samo jednog nukieotida (SNP), deleciju
manjeg ili veéeg dijela sekvencije DNK, umetanje odredenog broja nukleotida ili pak
ponavljanja di-, tri- ili oligonukleotida razli€it broj puta, a koji varira medu pojedincima.
Pozicijsko kloniranje je proces identifikacije gena koji uzrokuje ciljani fenotip/bolest
koji se temelji na polozaju gena na genomu. Taj proces ukljuuje izradu genskih
karata, analize povezanosti te koriStenje bioinformati¢kih alata. Kod ovog pristupa
nije nuZzno poznavanje biokemijske osnove bolesti, kao ni poznavanje produkta gena.
QTL — mjesto kolicinskih znacajki (engl. quantitative trait loci) je genski lokus
(podru€je genoma) koji je identificiran na temelju statisticke analize sloZenog
fenotipa, kao npr. tjelesna visina ili masa, arterijski tlak i sli€no, a koji je uglavhom
uzrokovan interakcijom viSe gena i izvanjskih ¢imbenika.

Rekombinacijska frakcija (8) je mjera vjerojatnosti da gameta ima rekombinaciju
izmedu dva ciljana lokusa.

Rekombinantna genska karta je karta dobivena radunanjem broja rekombinacija
(koje se dogadaju za vrijeme mejoze) na pojedinom kromosomu, odnosno
odredivanjem polozaja i rekombinacija genskih biliega (alela) dobivenih
genotipiziranjem.

Skeniranje genoma uobiajeno se radi zbog procjena kosegregacije genskog
biiega s fenotipom na odredenim intervalima duz cijelog genoma. Obiho se

genotipiziraju biljezi na udaljenosti svakih 5-10 cM.
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SNP (engl. single nucleotide polymorphism) je polimorfizam jednog nukleotida u
kojem je jedan od Cetiri nukleotida (A, T, C ili G) zamijenjen drugim. SNP-ovi uzrokuju
promjenu sekvencije DNK. U ljudskom genomu ima oko 15 milijuna SNP-a, od kojih
50.000 do 100.000 moze promijeniti funkciju ili izrazaj gena. 70% SNP-a ima

frekvenciju u populaciji manju od 5%, tako da ih nazivamo rijetkim SNP-om.

1.2.2. Genetika poligenskih bolesti

Poznato je kako su mnoge kronicne poligenske bolesti poput dijabetesa ili
hipertenzije uestalije u nekim obiteljima, kako su uzrokovane s viSe gena te da
nemaju jednostavan model nasljedivanja koji se temelji na Mendelovim nacelima
(dominantni, recesivni, x vezani). Dapafe, one pokazuju iznimno slozen model
nasljedivanja sa znatnim utjecajem izvanjskih &imbenika (27). Arterijski tlak je
kvalitativho obilieZzje s kontinuiranom distribucijom od niskih do visokih vrijednosti, a
posliedica je utjecaja mnogih gena. Za razliku od monogenskih bolesti, kod
hipertenzije ti geni nisu izravan uzrok bolesti, nego samo pridonose “osjetljivosti na
bolest” te kao takvi nuzno ne dovode do fenotipa ako nema ostalih uzro¢nih gena ili
izvanjskih ¢imbenika (slika 4.).

Glavne metode koje se koriste za otkrivanje gena uzro¢nika poligenskih
bolesti sli¢ne su metodama koje se koriste pri pozicijskom kloniranju gena uzro¢nika
monogenskih bolesti, a to su analiza povezanosti, neravnoteza povezanosti te studije
na genima kandidatima. Ove posljednje temelje se na pretpostavci kako je navedeni
gen kandidat ukljucen u patogenezu bolesti pa se testira njegova povezanost u
populaciji ili unutar obitelji.

Siroko koristeni parametar za procjenu stupnja nasljednosti unutar obitelji jest
AR, tj. rizik za krvnog srodnika oboljele osobe podijeljen s rizikom za op¢u populaciju

(28). Poznato je da fenotip unutar jedne obitelji moze biti posljedica djelovanja
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zajedniCkih gena, zajednickih izvanjskih &imbenika ili obojeg. Ako je Ar veci kod
jednojaj¢anih nego kod dvojaj¢anih blizanaca ili drugih rodaka, 6dnosno veci u prvih
nego u drugih rodaka, vrlo je vjerojatno kako je bolest genski uvjetovana. Kratko
receno, $to je veli Agr , to je vjerojatnije da je bolest genski uzrokovana.

Osobito popularan nacin prou€avanja utjecaja gena na fenotip jesu studije na
blizancima (29). Osim toga, ostali Cesto koriSteni resursi za prou¢avanje genskog
utjecaja na pojedinu bolest su imigranti, posvojena djeca, genski izolirane populacije,

odnosno populacije koje nemaju neke od riziénih izvanjskih ¢imbenika.

Slika 4. Mogucéa hijerarhija u genezi hipertenzije. Modificirano prema Harrapu i
sur. (30)

Nepoznati broj alela pridonosi pojedinom poligenu, nepoznati broj poligena
subfenotipu, a nekoliko subfenotipova svakom od cimbenika rizika. Posljedicno,
bolest znadi iznimno kompliciranu interakciju brojnih alela, poligena, subefenotipova i

¢imbenika rizika.
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000000  Poligeni
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1.2.3. Teorije o nasljednosti hipertenzije

O genezi hipertenzije pocelo se intenzivnije razmisljati pedesetih i $ezdesetih
godina XX. stolje¢a. Ubrzo su se formirale dvije $kole: Plattova i Pickeringova.
Plattova je grupa nastojala objasniti hipertenziju kao jednostavan autosomno
dominantan model bolesti, uzrokovan jednim «glavnim» genom koji slijedi osnovne
Mendelove principe nasljedivanja (31). Ako je to stvarno istina, onda bi bilo logi¢no
oCekivati bimodalnu distribuciju arterijskog (skupina s hipertenzijom i bez nje).
Medutim, epidemioloSke studije hipertenzije pokazale su kontinuiranu unimodalnu
distribuciju arterijskog tlaka.

Za razliku od Plattove, Pickeringova je grupa opisala kontinuiranu distribuciju
arterijskog tlaka u populaciji s pomakom prema veéim vrijednostima tlaka kod starije
populacije. Oni nisu uspjeli utvrditi to¢nu vrijednost koja bi podijelila distribuciju
arterijskog tlaka na hipertenziju i na normalan arterijski tlak. Pickering opisuje
bolesnika s esencijalnom hipertenzijom kao jedinku koja je naslijedila neke od gena,
ali je tijekom zivota bila izloZzena odgovarajuéim egzogenim ¢&imbenicima koji
pospjesuju hipertenziju (32).

Postoje pojedinci koji su genski osjetljiviji na neke od izvanjskih &imbenika,
npr. na unos soli (33) te kao takvi razvijaju hipertenziju samo ako su izlozeni
Cimbeniku rizika. Tako je studija na populaciji iz Utaha (izolirana populacija bijelaca
uz Ceste brakove izmedu rodaka) pokazala veéu korelaciju za unos soli, kave,
koli¢inu vjezbanja i zadovoljstva radom kod jednojaj¢anih blizanaca nego kod njihove
brace ili rodbine, to moze sugerirati kako i izvanjski ¢imbenici takoder imaju gensku
podlogu (34).

Podaci o nasljednosti hipertenzije variraju od studije do studije, a obi¢no je
manja kod obiteljskih studija zbog dobne razlike roditelja i potomaka. Ispitivanja na

289 Svedskih blizanaca navode indeks nasljednosti od 0,44 za sistolicki i 0,34 za
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dijastolicki arterijski tlak (35). Geneticke studije na finskoj populaciji pokazale su kako
su za ucestalost infarkta miokarda i moZdanog udara odgovorni neovisni rizi¢ni
gimbenici (36), dok su istraZivanja provedena u Svedskoj pokazala kako je smrtnost
od koronarne sréane bolesti u mladoj dobi pod utjecajém genskih Cimbenika u oba
spola (37).

Unato€ svim navedenim studijama, jo§ ne postoji konsenzus o tome kolika je
ukupna uloga gena, odnosno nasliedni rizik hipertenzije. U biti mozemo zakljuéiti, kad
uzmemo u obzir sloZzenu multifaktorijanu etiologiju bolesti, kako genska komponenta

poprilicno varira ¢ak izmedu ¢Elanova iste obitelji.

1.2.4. Monogenski oblici hipertenzije

Najzanimljiviji podaci o genezi hipertenzije dobiveni su proutavanjem gena
¢ija je mutacija dovela do pojave hipertenzije. Prvi medu njima je bio Liddleov
sindrom, koji je je 1963. prvi opisao Liddle kad je otkrio hipertenzivnu djevojéicu s
hipokalijemijom, alkalozom i niskim aldosteronom (38). Njezin arterijski tlak nije
odgovarao na spironolakton, a neki od njezinih rodaka takoder su imali sli¢nih
problema. On je to¢no opisao kako se radi o defektu transporta iona u bubregu, a
sindrom se unutar obitelji nasljedivao autosomno dominantno. Tek je 1994. godine
otkriven gen za Liddleov sindrom, EnaC (gen za beta-podjedinicu bubreZnog
epitelnog natrijskog kanala) ali je nekoliko sljedeéih studija pokazalo vise razli¢itih
mutacija tog gena (39). Normalno je broj Na® kanala u bubregu reguliran
unutarstaniénom koncentracijom Na* iona. Mutacija gena remeti funkciju kanala $to
dovodi do znatnog porasta Na* u stanici. Valja napomenuti kako mutacija koja dovodi
do potpunog gubitka funkcije kanala pretvara Liddleov sindrom u stanje
karakterizirano smanjenjem volumena plazme, hiperkalijemijom te acidozom, tj.

simptomima koji su karakteristi¢ni za pacijente s pseudohipoaldosteronizmom (40).
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Drugi monogenski oblik hipertenzije je prividni mineralokortikoidni visak (engl.
apparent mineralocorticoid excess, AME). To je autosomna recesivha bolest
karakterizirana ranim poCetkom hipertenzije. Bolest ima dva oblika, AME1 i AME2
(41, 42). Kod AME1 nema pretvorbe kortizola u kortizon jer mutacija zahvaca kljucni
enzim, 11 hidroksisteroidnu dehidrogenazu, koja je potpuno inaktivha (41). AME2
zahvaca isti enzim, ali je mutacija na drugom mjestu tako da enzim nije potpuno
inaktivan, nego mu je samo smanjena koncentracija (42). U oba navedena sindroma,
Liddleovu i AME-ovu, koncentracija aldosterona je niska.

Postoji i tre€i sindrom, hiperaldosteronizam ovisan o glukokortikoidima (engl.
glucocorticoid remediable aldosteronism, GRA). Taj se sindrom razlikuje od Connova
sindroma po tome $to se pojaCana sekrecija aldosterona mozZze smanjiti
glukokortikoidima. Genska pozadina tog sindroma je slijede¢a: dva gena, 11-
hidroksisteriodna dehidrogenaza (11B-HSD) i aldosteronska sintetaza (AS) su jedna
blizu druge na ljudskom kromosomu 8. Kod zahvaéenih pojedinaca dolazi do izmjene
dijelova kromatida (engl. crossing over) te stvaranja novog gena. Novi gen ima
regulacijski dio koii potje€e od 11B-HSD (koji je pod kontrolom ACTH) koji regulira
izrazaj gena AS te posljedi¢éno sekreciju aldosterona. Buduci da je ACTH regulator
izrazaja gena, sekrecija aldosterona se moZe paradoksalno blokirati
glukokortikoidima. Smatra se kako takvo stanje vrlo ¢esto ostaje neotkriveno (43).
Polimorfizam gena AS povezan je i s esencijalnom hipertenzijom, dok je mutacija
T594 u ENaC genu povezana s hipertenzijom u crnaca (44).

Jesu li spomenuti geni uistinu vazni u hipertenziji potrebno je dodatno ispitati,
ali bi prethodno trebalo odrediti stvarnu prevalenciju tih bolesti zbog visokog stupnja

heterogenosti pronadenog u svim navedenim sindromima.
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1.2.5. Geni kandidati

Gen za angiotenzinogen (ANG). Renin-angiotenzin-aldosteronski sustav je bio
predmet brojnih genetiCkih studija koje su nazalost Cesto davale proturjecne
rezultate. Unato¢ njima, jedan od najkonzistentnijih “pozitivnih“ nalaza jest gen za
angiotenzinogen na kromosomu 1q. MiSevi kojima je eksperimentalnim putem
Jiskljucen® gen ANG (engl. ,knock-out) su hipotenzivni (45), dok su zivotinje koje
imaju dodatne kopije tog gena (transgenicne Zivotinje) hipertenzivne (46).

M235T varijanta jest varijanta gena kod koje je treonin na polozaju 235
zamijenjen metioninom. Ta je varijanta pokazala povezanost s hipertenzijom unutar
obitelji, ali to nije potvrdeno asocijacijskim studijama (47). Povezanost je potvrdena i
kod Afrikanaca s Kariba (48) te meksi¢kih Amerikanca (49). Jedno od posljednjih
istraZivanja, koje je ukljucilo 350 europskih obitelji, nije pokazalo povezanost
hipertenzije s ANG-om (50), kao ni sli¢na studija provedena na populaciji iz Kine (51).
Kuntz i suradnici su pokazali kako je alel 235 T odgovoran za otprilike 20-postotno
poviSenje rizika od hipertenzije (562).

Gen za konvertazu angiotenzina (ACE). S hipertenzijom je povezan i gen ACE,
to¢nije insercijsko-delecijski (I/D) polimorfizam na polozaju 287. ponavljajuce
sekvencije unutar introna 16 (53). Povezanost je utvrdena i u multicentrinoj
retrospektivnoj studiji izmedu alela ACE D te akutnog infarkta miokarda (54).
BioloSka osnova hipoteze je vrlo interesantna. Vrijednosti ACE-a u plazmi su razli¢ite
kod pojedinaca, ali su iznimno konstantne tijekom Zivota. Otpriike 50% te
varijabilnosti genski je uvjetovano (55). Polimorfizam I/D je usko povezan s bioloSkim
efektom, tako da pojednici s genotipom DD (delecija na oba introna 16) imaju dva
puta viSe vrijednosti ACE-a u plazmi nego pojednici s genotipom 1l (insercija na oba
introna 16), dok je vrijednost ACE-a kod pojedinaca ID (imaju jednu inserciju i jednu

deleciju, tj. heterozigoti) negdje u sredini (66). Unato¢ brojnim radovima, jo$ je
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nepoznanica koliki je stvarni doprinos te varijante u razvoju hipertenzije. Metaanaliza
je potvrdila povecan rizik od akutnog infarkta miokarda, iako je iznosio samo 1,26
(567). ACE nije limitirajuéi Cimbenik u formiranju ANG-a |l §to je pokazano u pokusima
s transgeniCnim miSevima koji nisu hipertenzivni (58). U vedini istrazivanja nije
pronadena veza izmedu gena ACE i hipertenzije, ali je nedavno, kada je
Framinghamski uzorak stratificiran prema spolu, ipak utvrdena povezanost tog gena
s hipertenzijom u muskaraca (59).

Renin. Prva povezanost hipertenzije s genom za renin opisana je u §takora Dahl SS
(60), ali ponovljeni pokusi nisu uspjeli to potvrditi (61). Nakon tih rezultata, interes za
reninom kao genom kandidatom je splasnuo. Medutim, nedavni rezultati projekta

PGA (engl. Program for genomic application; http:/pga.mcw.edu) dobiveni

SPNB (imaju BN kromosom 13 na genskoj

fenotipiziranjem konsomiénih Stakora S
pozadini Stakora SS) pokazali su odsutnost hipertenzije i proteinurije, $to nedvojbeno
upucuje na vaznost gena lociranih u okolici gena za renin na kromosmu 13 u
etiologiji hipertenzije kod Stakora SS (62).

Receptor za angiotenzin 1 (AT1). AT 1 gen zauzima vazno mjesto medu genima
kandidatima. Bonnardeaux i sur. su opisali povezanost izmedu varijante tog gena
A1166C i humane hipertenzije, ali nisu uspjeli potvrditi povezanost izmedu biljega na
tom lokusu i hipertenzije u studijama unutar obitelji (63). Varijanta A1166C &vréce je
povezana s hipertenzijom u pojedinaca s pozitivnom obiteliskom anamnezom (64).
Smatra se da ta varijanta moze uzrokovati zadebljanje aorte i gubitak elasticnosti te
smanjen odgovor na davanje inhibitora konvertaze angiotenzina i blokatora kalcijevih
kanala, ali samo kod hipertoni¢ara (65). Dokaz epistaze pruzili su Tiret i suradnici

studijom u kojoj je polimorfizam A1166C poveéao rizik akutnog infarkta miokarda u

pojedinaca sa specificnim ACE genotipom DD (66). Castellano i suradnici, medutim,
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nisu pronasli povezanost ovog polimorfizma s rizikom obolijevanja od kardiovaskulnih

bolesti (67).

Ostali. Brojne su studije obuhvatile i druge gene kandidate. Sve su dozivjele brojna

ponavljanja, a rezultati ponovljenih istrazivanja ¢&esto su bili kontradiktorni

(www.ncbi.nim.nih.gov/Omim). Ostali geni kandidati su:

podrucje HLA na kromosomu 6

gen SA (gen nepoznate funkcije povezan s hipertenzijom ) na kromosomu 16
Lipoprotein lipaza na kromosomu 8p

Alfa aducin na 4p16.3

Fibrilin 1 na 15q21.1

Metiltetrahidrofolat reduktaza (MTHFR). MTHFR metilira homocistein u
metionin, a pad aktivhosti tog enizma dovodi do hiperhomocisteinemije, koja
se smatra neovisnim rizi€nim ¢imbenikom ateroskleroze (68). Nedavno je
upozoreno na vezu izmedu termolabilne forme tog enzima (toCkasta mutacija
na 677. nukieotidu) i poviSenih vrijednosti homocisteina u plazmi (69).

Inhibitor 1 aktivatora plazminogena (PAl 1) - povezan je s trombozom (70)
Apolipoprotein E4 (APO E4) - skupina finskih istraziva¢a (Nikkila i sur.) opisala
je kako osobe nosioci alela Apo E2 imaju visoke koncentracije Apo E-a te
niske vrijednosti ukupnog kolesterola, kolesterola LDL i Apo B; dok osobe s
alelom Apo E4 imaju suprotne osobine (71). Alel Apo E4 povezan je s tezinom
i letalitetom koronarne bolesti srca, ali u tome takoder vaznu ulogu imaju spol,

etni¢ka pripadnost te nadin zivota (72).
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1.2.6. Zakljuéci iz literature

Informacije dobivene pretrazivanjem literature o genezi hipertenzije mogu se
predociti u nekoliko zaklju¢aka:
A) Esencijalna hipertenzija je vrlo heterogen poligenski poremecaj, tj. razliciti
pacijenti imaju razli¢ite skupine gena koji mogu dovesti do poviSenja arterijskog tlaka.
B) Smatra se da je genska kgmponenta hipertenzije aditivha, odnosno da ovisi o
interakciji izmedu izvanjskih &imbenika i ravnoteze uzrocnih i zastitnih gena.
C) Izvanjski su €imbenici vrlo vazni te izravno utjeCu na pojedince, nosioce
razliitin genskih varijanti (33, 73).
D) Hipertenzija je etiopatogenetski vrlo razliita, od pojedinaca u kojih geni ne
dolaze do izrazaja do onih u kojih se hipertenzija mozZe smatrati gotovo
monogenskom bolesti (43).
E) Epistaza i “protektivne varijante” imaju vaznu ulogu u ovoj bolesti (73).
F) Postoje stanja i genske varijante koje predisponiraju nastanku drugih
kardiovaskulnih bolesti poput AME-a ili GRE-a (74, 75).
G) Ne obolijevaju svi pojedinci koji nose neke od predisponiraju¢ih genskih

varijanti (76).
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1.3. Metodologija u genetici poligenskih bolesti

1.3.1. Metode za otkrivanje gena u humanoj genetici

Najbolji nac¢in za analiziranje pojednih gena jest njihovo sekvencioniranje, tj.
odredivanje redoslijeda nukleotida kod zahvacenih i kontrolnih pojedinaca, ali je
primjena takve metodologije ograni¢ena zbog velikih troSkova, nepoznatog broja
ukljuéenih gena, njihove strukture te lokalizacije na genomu. Zbog toga se danasniji
istrazivaci koriste drugim, opée prihvaé¢enim metodama u detekciji uzro€nih gena. To
su (28):

a) Parametarska analiza povezanosti (engl. linkage analysis). Ta analiza
zahtijeva poznavanje nekih od pokazatelja Zelienog fenotipa (bolesti) kao Sto su
frekvencija gena u populaciji, nac¢in nasljedivanja, penetracija fenotipa te opisane
fenokopije. Procjena rekombinacijske frakcije izmedu billega dobivenog
genotipiziranjem i lokusa koji nosi fenotip temelji se na kosegregaciji genskog biliega
u obitelji te modela koji se temelji na osobitostima fenotipa. Analiza povezanosti je
prilicno udinkovita, ali je problemati¢na kod slozenih fenotipova zbog nepoznavanja
svih potrebnih parametara. Takav je oblik analize idealan kod velikih obitelji za koje
imamo podatke o viSe generacija, $to se nazalost vrio rijetko dogada jer se vecina
takvih bolesti ocituje kasno tijekom Zivota, a prosudbu remete fenokopije.

b) Metoda preklapajucih alela (engl. allele sharing methods). Takav se oblik
statisticke analize Cesto naziva i neparametarskom analizom jer ne zahtijeva
poznavanje pokazatelja bolesti ili fenotipa. Ona se temelji na analizi genskih lokusa
kod zahvaéenih &lanova obiteljii koji imaju drukc&iju frekvenciju alela na ciljnim
lokusima od one koja bi se ocekivala prema Mendelovim zakonima segregacije.

c¢) Asocijacijske analize (engl. association analysis). Takav je oblik analiza

popularan kod izrazito heterogenih stanja. Jedini preduvjet je posjedovanje dovoljno
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guste rekombinantne genske karte (77, 78). Analiza se provodi usporedivanjem
cilianih alela (biliega) kod bolesnika (engl. cases) i zdrave, kontrolne populacije (engl.
controls). Kontrolna skupina treba biti §to sli€nija ispitivanoj, tako da katkad obuhvaca
i roditelje, odnosno njihove “neprenesene” alele.

Kod potrage za genima uzro€nicima poligenskih bolesti, osim gena i njihove
interakcije s izvanjskim €imbenicima, treba imati na umu i druga stanja koja mogu
utjecati na izrazaj fenotipa. To su:

1.) Nepotpuna penetracija fenotipa - bolesnik unato¢ tomu S§to ima uzronu
mutaciju neée razviti fenotip odnosno bolest zbog nepoznatih razloga (osobito
udestalo kod sloZenih bolesti).

2.) Fenokopije - izrazaj sli¢nih fenotipova od kojih neki uopée nisu genski uzrokovani
(npr. pretilost uzrokovana pretjeranim jelom i nekativho$éu kod jedinke koja nije
genski predisponirana).

3.) Lokusna heterogeniénost - pojava kada dva ili viSe razli¢itih lokusa na genomu
mogu neovisno jedan o drugome uzrokovati istu bolest. To je &est slucaj u
monogenskih bolesti (npr. tuberoznu sklerozu mogu uzrokovati dva razliita lokusa,
jedan na kromsomu 9, a drugi ha kromosomu16).

4.) Epistaza - specifi¢na interakcija genotipa na dva ili viSe mjesta koja medusobno
nisu povezana, a koja onda dovodi do pojave fenotipa. Epistaza uvelike otezava
otkrivanje gena s pomocu tradicionalnih analiza povezanosti.

5.) Pleotropija - pojava kada jedno te isto podru¢je genoma moze uzrokovati dva
razlicita fenotipa (npr. lokus NIDDM moze predisponirati razvoj dijabetesa, ali i
pretilosti). Posljedi¢no, ako Zelimo otkriti pleotropni lokus moramo istodobno
analizirati viSe fenotipa.

6.) Mitohondrijska DNK - DNK smjestena unutar mitohondrija naslieduje se

neovisno o genskom materijalu unutar stani¢ne jezgre, a prenosi se iskljucivo s
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majke na potomstvo. Proteini kodirani mitohondrijskom DNK uglavhom sudjeluju u
oksidativnim procesima, dok su njihove mutacije povezane s nekim vrstama misi¢nih
distrofija te s pojedinim metaboli¢kim poremecajima (NIDDM).

7.) Utisnuée (engl. imprinting) — oblik nasljedivanja gena kod kojeg je u potomstvu
aktivha kopija gena naslijedena samo od jednog roditelja (bilo oca, bilo majke), dok je
kopija gena naslijedena od drugog roditelja inaktivha (engl. imprinted). Do danas je
opisano 80-ak gena u ljudi koji se nasljeduju na taj nacin. Najpoznatiji primjer je gen
za Cimbenik rasta nalik na inzulin 2 (/GF-2 ). Aktivna je samo kopija gena naslijedena
od oca, dok je ona od majke inaktivha. U slu¢aju da je u stanici izrazena i maj€ina

kopija gena, stanica moze maligno alterirati (§to je opisano u Wilmsovu tumoru).

1.3.2. Zivotinjski modeli — rie$enje za poligenske bolesti?

Polovinom pro8log stolje¢a znanstvenici su krizanjem uspjeli stvoriti brojne
pokusne zivotinje, modele za sloZzene bolesti. Najpopularniji i najbrojniji medu njima
su Stakori jer su relativno jeftini, brzo se razmnozavaju te su zbog svojih tjelesnih
karakteristika veoma pogodni za fizioloSke, odnosno genetitke pokuse. Kod
zivotinjskih modela mogu se kontrolirati i nadzirati pojedini pokazatelji $to smanjuje
varijabilnost te olak8ava zakljuivanje. Takoder, izvanjski se €imbenici mogu vrlo
jednostavno proudavati jer se krizanjem Zivotinja s ekstremnim fenotipovima dobiva
F1 populacija koja je genski potpuno identi¢na (svi su heterozigoti), a sve su
izmjerene razilike u ispitivanom fenotipu isklju€ivo uvjetovane izvanjskim utjecajima.
Kao prilog u korist ZzZivotinjskih modela mozemo spomenuti i nedavno objavljenu
strukturu genoma &Govjeka, miSa i Stakora koje su pokazale kako postoji gotovo 90
postotna evolucijska postojanost gena izmedu te tri razliite vrste, unatoC razliCitim
veli¢inama genoma, i to u organizama koji su evolucijski udaljeni milijune godina. Uz

pomo¢ modernih metoda i bioinformatickih alata, ispitivano podrucje genoma jednog
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organizma, pokusnog modela, moze se vrlo jednostavno preslikati na odgovarajuée
podrucje ljudskog genoma te na taj nain olakSati i ubrzati humana genetic¢ka
istrazivanja.

Kod pojedinih Zivotinjskih modela vise od 60% varijacije u arterijskom tlaku
posljedica je utjecaja genskih ¢imbenika, ali razli¢iti hipertenzivni zivotinjski modeli
nemaju iste skupine uzro¢nih gena. Samo za hipertenziju, do danas je stvoreno vise
Stakorskih modela, jedan misji te jedan model u zamorca (79). Tako postoje modeli
poput Stakora GH, SHR koji spontano razvijaju hipertenziju bez potrebe za dodatnim
intervencijama. Hipertenzija u $takora GH, SHR te u Lyonskih hipertenzivnih Stakora
(LH) pokazuje normalne vrijednosti renina.

Drugi Zivotinjski modeli, medu kojima su najpopularniji Dahl SS i $takori Sabra,
trebaju pojacanu koncentraciju NaCl u hrani kako bi razvili hipertenziju. Ti su modeli
veoma popularni u istrazivanjima genske preosjetljivosti na izvanjske ¢imbenike
rizika.

Brojna su istrazivanja na Zivotinjskim modelima pokazala kako je hipertenzija
u najmanju ruku oligogenski fenotip te kako su razli€iti geni i genski efekti unikatni za
pojedine sojeve. Takve i sli€ne studije potvrdile su iznimnu kompleksnost hipertenzije
¢ak i u pojednostavnjenim d&istim sojevima pokusnih Zivotinja s kontroliranim

izvanjskim &imbenicima.

1.3.3. Stakori s genski uvjetovanom hipertenzijom

Prvi stvoreni hipertenzivni model Stakora jest genski hipertenzivni soj Stakora
(GH/Omr) koji potje€e od soja Wistar, a koji je 1930. godine iz Engleske uvezen u
Novi Zeland. Njihovo je krizanje zapo¢eo Smirk 1955. godine na SveudiliS§tu u Otagu.
GH je Cisti soj Stakora (eng. inbreed strain) koji je dobiven sistematskim krizanjem

brace i sestara (onih s najvi§im vrijednostima tlaka) tijekom nekoliko desetaka
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generacija, Cime su se fiksirali Zeljeni aleli, odnosno Zeljena podru¢ja genoma GH.
Taj hipertenzivni model odlikuje se vrlo ranim pocetkom hipertenzije (u dobi od 4 do 6
tiedana) koja nije osjetliva na unos NaCl, poviSenim kolesterolom, hipertrofijom
srtanog misiéa (do 50% veéom nego u kontrolnih normotenzivnih Stakora),
povecanom src¢anom frekvencijom (do 20%), pove¢anom tjelesnom masom unatoC
sporijem rastu te hipertrofijom zilne medije, osobito izrazene u krvnim Zilama
mezenterija. Hipertrofija lijeve klijetke u GH nije samo posljedica hipertenzije nego je
uvjetovana i neovisnim genskim ¢imbenicima (80). Nasljednost hipertenzije u ovom
modelu je oko 50%.

GH Stakori takoder imaju osteéenu bubreZznu autoregulaciju protoka, a
pojacana zilna otpornost u bubrezima (koja je gotovo dvostruko visa nego u
normotenzivnih §takora) posljedica je aktivhe vazokonstrikcije koja se moze ukloniti
infuzijom nitroprusida. Pokusi s ANG-om Il i saralazinom (blokator ANG |l receptora)
pokazali su 50-postotno smanjenje zilnog otpora nakon blokade receptora ANG II
(80). Vrijednosti renina u GH Stakora su normalne pa se smatra kako poremecaj
RAAS-a ipak nije glavni pokreta¢ hipertenzije. Poremecaj autonomnog ziv€anog
sustava ima stanovitu ulogu u razvoju hipertenzije kod GH Stakora, ali se ne smatra
nuznim etioloskim ¢imbenikom (80). Na temelju rezultata pokusa s vazopresorima,
smatra se da je klju€éni mehanizam hipertenzije u stakora GH poremecaj Zilnih glatkih
miSic¢a (80).

lako su prvi stvoreni, GH nazalost nisu uspjeli posti¢i popularnost medu
istraziva¢ima kao npr. $takori Dahl SS ili SHR. Soj GH stvoren je nakon viSe godina
krizanja (oko petanest generacija) uz porast arterijskog tlaka oko 2-3 mmHg po
generaciji, za razliku od stakora SS ili SHR koji su postali hipertenzivni unutar prvih
4-5 generacija (http://rgd.mcw.edu). Zbog toga se pretpostavlja da hipertenzija u

Stakora GH nije uzrokovana poremecajem jednog ,velikog“ gena, nego je posliedica
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zajedni¢kog djelovanja vise gena (izmedu 10 i 100) pa su Stakori GH vjerojatno
kompliciraniji nego ostali hipertenzivni modeli.

Lyonski soj hipertenzivnih $takora (LH) je karakteriziran povSenom razinom
kolesterola, fosfolipida i triglicerida, povSenim omjerom glukoze i inzulina,
hipertenzijom sa snizenim razinama renina, hipertofijom miokarda te kra¢im zivotnim
vijekom (81). Nadalje, LH model je porijeklom i fenotipski sli€an GH modelu o ¢emu
¢e vise rijeCi biti nesto kasnije u ovoj disertaciji.

Unato¢ slozZenosti, Stakori GH su dobar hipertenzivhi model jer vjernije
prikazuju humanu hipertenziju za koju se takoder pretpostavlja da je prije posljedica
niza promjena u veé¢em broju ,manjih* gena, nego velikih promjena u jednom ili

nekoliko gena.

1.3.4. Pozicijsko kloniranje gena

U procesu pozicijskog kloniranja (eng. positional cloning) postoji detaljno
razradena strategija (82). Ukratko, prvi je korak detekcija odnosno kartiranje QTL-a
(eng. quantitative trait locus — podru€je kvalitativnog obiljeZja) nakon izrade
rekombinantne genske karte. Genska karta se dobije na temelju rezultata
genotipiziranja i fenotipiziranja F2 Zivotinja nastalih krizanjem normalnih (zdravih) i
onih s ekstremnim, Zeljenim fenotipom (npr. hipertenzijom). Zivotinje se fenotipiziraju
i genotipiziraju velikim brojem polimorfnih genskih biliega na jednakim udaljenostima
u cijelom genomu. Taj se postupak naziva skeniranje genoma. Prednost takvog
pristupa je u tome §to se pretrazuje cijeli genom te se smanjuje mogucnost
preskakanja nekog dijela genoma koji moZe nositi vazan gen.

Detekcija QTL-a sastoji se u upisivanju fenotipa na rekombinantnu gensku
kartu, $to je prvi korak u procesu otkrivanja gena. Mjerna jedinica za rekombinantne

genske karte je 1 cM (centiMorgan), a odgovara jednoj rekombinaciji na 1000
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promatranih mejoza. 1cM veli¢inom odgovara otprilike 2 Mbp (10° nukleotida) u
gtakorskom, odnosno 1Mbp u humanom genomu, zbog razliCite ucCestalosti
rekombinacija. IzraCunana ukupna veli¢ina Stakorskog genoma malo varira, ovisno o
soju Stakora te se kreée oko 3,0 x 10° nukleotida ili 1800 cM. Veli¢ina humane
genske karte je oko 3,2 x 10° nukleotida ili oko 3000 cM (83).

Kako bi rezultati upisivanja QTL-a bili §to tocniji i precizniji, nuzno je dobiti
rekombinantnu gensku kartu sa $to gusce postavljenim billezima. To se postize
genotipiziranjem velike populacije F2 (N~300) genskim biljezima rasporedenim na
svakih 5 do 10 cM (84). Kad se podrucje QTL-a dovoljno suzi (obi¢no na 10-ak cM) i
potvrdi ponovljenim analizama povezanosti, slijedi kreiranje konsomicnih ili
kongeniénih Zivotinja.

Kongeni¢ne i konsomi¢ne Zivotinje su novi sojevi geneti¢ki modificiranih
Zivotinja dobivenih posebnom strategijom krizanja. Rekombinantne Zivotinje
(generacija F1) dobivene krizanjem dvaju Cistih sojeva (najées¢e ,bolesni* i ,zdravi®)
ponovno se krizaju s roditeljem (obi¢no muski potomci s majkom — eng. backcross) u
svrhu dobivanja soja koji ima ciljani dio genoma jedne vrste na genomu druge,
odnosno umetnut ,bolesni‘ segment na ,zdravom“ genomu ili obrnuto (85-87). Kod
kongeni¢ne Zivotinje, obi¢no odabrani segment sadrzava QTL (88), dok je kod
konsomi¢nih Zivotinja odabrani segment cijeli kromosom (89). Ako odabrani dio
genoma sadrZzava gen(e) odgovoran za ciljani fenotip, kongenic¢ni ili konsomicni
Stakori trebali bi imati Zeljeni fenotip.

U idealnim uvjetima trebalo bi kreirati kongeni¢ne ili konsomiéne Zivotinje na
dva nadina: ,bolesni* QTL na zdravoj genskoj pozadini te ,zdravi® QTL na bolesnoj
pozadini. U ovom potonjem slu¢aju, zdravi QTL trebao bi ,izlijediti* ciljani fenotip.
Sliede¢i je korak suZavanje intervala QTL-a, fj. stvaranje preklapajucih

supkongeniénih $takora u svrhu identifikacije najmanjeg dijela genoma koji uzrokuje
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zeljeni fenotip. Obi€no je to oko 1cM, no u nedavnim pokusima Garrett i Rapp (90)
uspjeli su smanijiti kongeni¢nu regiju na samo 200 kb. Posljednji je korak analiza
genomske sekvencije kongeniénog podrugja uz pomo¢ genomskih pretrazivaca.
Nastoji se otkriti nekoliko gena kandidata kojima se odreduje struktura i sekvencija,
razina izraZaja te se nastoje pronac¢i moguée interakcije s drugim genima unutar
genoma.
Na kraju procesa pozicijskog kloniranja formira se transgenicni Stakor ili mis

koji mora pokazati biolo§ku aktivnost Zeljenoga gena. Taj se proces naziva

fenotipsko oslobadanje (engl. phenotype rescue).
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2. CILJ DISERTACUE

Ciljevi disertacije su:

a) Otkriti podruéja genoma odgovorna za hipertenziju i pridruzene

fenotipove kod Stakora GH.

b) Stvoriti kongeni¢ne sojeve zamjenom dijela genoma zdravog soja

(BN) dijelom genoma bolesnog (u ovom sluCaju QTL-a za
hipertenziju) kao temeljni korak u pozicijskom kloniranju gena.

c) Procijeniti nadzor arterijskog tlaka, eventualni razvoj hipertenzije te

prohipertenzivhe subfenotipove kod novostvorenih kongenicnih
Zivotinja.

Temeljni je cilj istraZivanja odrediti kako odabrani dio genoma Stakora GH na
zdravoj pozadini utjee na bazalne vrijednosti arterijskog tlaka, biokemijske i
hormonske pokazatelje, reakciju organizma na potentne vazopresorne lijekove
(angiotenzin II- ANG Il i noradrenalin - NA) te na blokadu sinteze dus$i¢nog oksida s
N-nitro L-arginin metil esterom (L-NAME), kod novostvorenih, geneti¢ki modificiranih
sojeva Stakora.

Pokus$aj rasvjetliavanja etiologije hipertenzije temelji se na opc¢eprihvaéenim
strategijama pozicijskog kloniranja, s posebnim naglaskom na stvaranje |
karakteriziranje kongeni¢nih &takora BN.GH, geneticki modificiranih pokusnih
Zivotinja. MozZe se pretpostaviti da ¢e, ako geni smjeSteni unutar Zeljenih QTL-a
imaju vazan utjecaj na arterijski tlak, novostvoreni sojevi imati poviSen tlak u odnosu
na normotenzivne prethodnike BN te da ¢e i prohipertenzivni subfenotipovi, ako
kljuéni geni prebivaju u istom QTL-u, biti promijenjeni i i¢i prema vrijednostima u

Stakora GH.
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lako su novonastali $takori vise od 99% genski identi¢ni s normalnim
Stakorima BN, moze se pretpostaviti da ¢e neki od subfenotipova biti drukgiji te da ¢e
opazene razlike pomoci u otkrivanju kljuénih gena. Na taj bi se na¢in mogle dodatno
pojednostaviti genske interakcije unutar hipertenzivnog modela, identificirati
ogranicen broj gena kandidata te se primaknuti rieSenju genske etiologije

hipertenzije.
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3. TVORIVA | POSTUPCI

3.1. Otkrivanje QTL-a za hipertenziju u §takora GH

Fenotipiziranje. Stakori koristeni za upisivanje QTL-a dobiveni su krizanjem triju
parova muzjaka GH i Zenki BN te dvaju parova muzjaka BN i Zenki GH (reciprocno
krizanje). Unutar generacije F1 slu€ajnim su odabirom krizani braca i sestre (engl.
intercross) da bi se u konacnici dobilo ukupno 205 Stakora F2 obaju spolova.
Fenotipiziranje je provedeno na 107 muzjaka u dobi od 17 do 19 tjedana. KoriStena
je indirektna metoda mijerenja arterijskog tlaka s pomo¢u mansete. Tlak se mjerio tri
puta na tjedan te su na kraju izraCunane njegove srednje vrijednosti. Nakon toga,
operativhim je zahvatom uveden intraarterijski kateter, te je kod svakog Stakora
odredena vrijednost direktnog arterijskog tlaka i sr€ane frekvencije. Nakon zavrsetka
pokusa $takori su eutanazirani te je kod svih izmjerena tjelesna masa i masa lijeve
klijetke.

Genotipiziranje. DNK je ekstrahirana iz vrhova repa kod svih Zivotinja standardnom
metodom (91). Zatim je razrijedena na radnu koncentraciju od 5 ng/pl u sterilnoj,
destiliranoj vodi. Genotipiziranje je obavljeno p32 genskim biljezima kao $§to je prije
opisano (92).

Stvaranje rekombinantne genske karte i upisivanje QTL-a. Genom $takora GH je
skeniran uz pomo¢ 260 SSLP biliega (engl. simple sequence length polymorphism) s
prosje¢nom gusto¢om 5,6 cM izmedu biliega, kod 68 biolo8ki najraznolikijih F2
zZivotinja (Stakori s oba kraja Gaussove distribucije arterijskog tlaka). Inicijalnom
analizom odredena su mjesta moguéih QTL-a, koja su onda potvrdena
genotipiziranjem preostalih 39 Zivotinja dodatnim biljezima u podru¢jima interesa.
Prije analize povezanosti, Komogorov-Smirnovljevim testom testirana je distribucija

fenotipova (93). Fenotipovi koji nisu bili normalno distribuirani transformirani su
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logaritamski radi postizanja normalne distribucije. Fenotipovi s normalnom
distribucijom inicijalno ili nakon transformiranja analizirani su parametarskom
analizom povezanosti (85, 94). Fenotipovi koji nisu bili normalno distribuirani i nakon
transformacije, podvrgnuti su neparametarskoj analizi povezanosti pri ¢emu su
koriSteni pocetni, netransformirani podaci (95). Tako se smanjuje rizik lazno
pozitivhih rezultata udruzenih s analizom povezanosti, kako su predlozili Kruglyak i
sur. (94, 95). Od osam fenotipova, koliko ih je mjereno u populaciji F2, jedino je
hipertrofija lijeve klijetke analizirana neparametarski.

Analiza povezanosti i detekcija QTL-a napravijena je kompjutorskim
programom MapMaker/EXP s pomoc¢u kojeg su prvo slozene genske karte, a nakon
toga je koristen MapMaker/QTL za povezivanje fenotipova s genskim biljezima, tj. za

detekciju QTL-a kako je prethodno opisano (96, 97).

Za parametarsku analizu povezanosti odreden je sugestivni prag povezanosti
(LOD > 2,8) te znacajni prag povezanosti (LOD > 4,3) (85, 94). Kod neparametarske
analize prihvaéene su kao znaajne vrijednosti Z > 3,6 (85). U prethodnim je
studijama, uz sli¢an broj populacije F2 i 20 puta viSe fenotipova, radeno
permutacijsko testiranje koje je potvrdilo da su navedene zna¢ajnosti odgovarajuce i
tocne (93). Web QTL, bioinformaticki alat razvijen za potrebe laboratorija, koridten je

za vizualizaciju i sumiranje rezultata povezanosti.

3.2. Kongeniéni Stakori BN.GH
Stvaranje kongeni¢nih stakora zapocelo je u Novom Zelandu da bi se u toku
procesa, a zbog financijskih problema, radovi prebacili u Sjedinjene AmeriCke

Drzave. Prvo su $takori uvezeni u Charles River Laboratories, radi embrijske
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rederivacije carskim rezom, a zatim na Medical College of Wisconsin u Milwaukeeiju,
gdje i danas obitavaju.

U stvaranju kongeni¢nih Zivotinja koristena je standardna strategija
genotipiziranjem potpomognutog krizanja (87) tako da su genotipiziranjem odredivani
genski biljezi koji su pokrivali 99-postotni interval pouzdanosti svakog od
hipertenzivnih QTL-a, a kako bi se obuhvatili svi geni odgovorni za hipertenziju u
svakom QTL-u. Kongeni¢ni $takori su derivirani od jedne generacije F1 dobivene
krizanjem Stakora GH/Omr i BN/Elh, odabiruéi za buduée krizanje sa Zenkom BN
samo one muzjake F1 koji su bili heterozigotni u podru¢ju QTL-a i uz to su imali
najve¢i broj homozigotnih alela u preostalom dijelu genoma. Taj se postupak
ponavljao tijekom 10 generacija dok se nije potpuno fiksirao ostatak genoma i postao
BN u svemu osim umetnutog segmenta. Na kraju su krizani brac¢a i sestre iz zadnje
generacije (F10) kako bi Zeljeni segment genoma postao homozigotan.

Veli¢ina ubaéenih segmenata na kraju je odredena uz pomo¢ dodatnih 112
genskih biljega pravilno distribuiranih duz genoma. Nakon zavrSetka procesa,
kongeni€ni su Stakori odrzavani krizanjem izmedu brace i sestara tijekom 6 do 8
generacija prije fenotipiziranja.

Tim su procesom selekcije stvorena tri nova soja kongeni€nih Stakora, i to
GH.BN2, GH.BN6 i GH.BN18. Ti s$takori imaju cillana podru¢ja genoma
hipertenzivnih Stakora GH za koja se pretpostavlja da sadrzavaju kljuéne gene
odgovorne za nastanak hipertenzije, dok je cjelokupan ostatak genoma BN, fj.
normotenzivan. Tako BN.GH2 sadrzava QTL na kromosomu 2, BN.GH6 QTL na

kromosomu 6, a BN.GH18 QTL na kromosomu 18 §takora GH.
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3.3. Protokol za odredivanje fenotipa kongeni¢nih Stakora BN.GH

Svi su pokusi izvedeni na pet skupina u kojima je bilo 10-12 muzjaka u dobi
od 18 tiedana i mase 250-350 g. Stakori su bili hranjeni standardiziranom
komercijalnom hranom za sStakore s normalnom koncentracijom NaCl (Teklad,
kataloski broj 3075S, 0.4% NacCl, Indianapolis, SAD) bez ikakvih restrikcija.

Stakori su podijeljeni u skupine ovisno o pasmini, i to kako slijedi: skupina 1 =
stakori BN (normotenzivna kontrola), skupina 2 = $takori GH (hipertenzivna kontrola)
te skupine 3, 4 i 5 = kongenicni Stakori BN.GH2, BN.GH6 i BN.GH18. Sve navedene
pokuse odobrio je Animal Care Committee of Medical College of Wisconsin,
Milwaukee, SAD.

Stakori su bili anestezirani mjeSavinom ketamina (Ketaject 40 mg/kg),
ksilazina (Xyla-Ject 2,5 mg/kg) i acepromazina (Acepromazine Maleate Injection 0,6
mg/kg). Svi navedeni lijekovi proizvedeni su u tvrtki Phoenix Scientific Inc., St.
Joseph, MO, SAD. Cijelo vrieme operacije elektricnim im je grijalem odrZzavana
tielesna temperatura od 37°C. Preparacijom lijeve femoralne arterije uveden je
mikrorenatanski kateter u abdominalnu aortu za mjerenje arterijskog tiaka. Drugi
mikrorenatanski kateter je postavljen u donju Suplju venu preko desne femoralne
vene za iv. injiciranje i testiranje vazoaktivhim lijekovima. Nakon zatvaranja rane
veterinarskim ljepilom i Savovima, kateteri su potkozno provuceni do straznjeg
podrudja vrata kroz metalnu oprugu koja ih je $titila od trganja ili lomljenja. Opruga je
zatim uévrS¢ena za metalni rotor koji je Zivotinjama omogucavao neometano
kretanje.

Svim je $takorima poslije operacije dan enrofloksacin (Baytril 10 mg/kg sc.) u
svrhu prevencije infekcije te buprenorfin (Buprenex 0,1 mg/kg sc.) za prevenciju
postoperacijskih bolova. Nakon operacije, slijedio je sedmodnevni oporavak Stakora

uz njihov svakodnevni nadzor. U slu€aju bolova ili infekcije Stakorima su davane
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dodatne doze analgetika ili antibiotika. Za vrileme oporavka Stakora, kateteri su

svakodnevno nadzirani te ispirani heparinom razrijedenim u fizioloskoj otopini (1000

ii/100 ml).

Nakon oporavka, Stakorima je arterijski tlak mjeren prema sljede¢em protokolu :

1.

prva tri dana mijerio se sistolicki (SBP), dijastoli¢ki (DBP) i srednji arterijski tlak
(MAP) te sréana frekvencija (HR) tijekom 4 uzastopna sata dok su se Stakori
slobodno kretali u svojim kavezima.

Cetvrti dan mjerio se SBP, DBP, MAP i HR tijekom kontinuirane infuzije

otopine ANG I, i to s 4 razlicite koncentracije, svaka u trajanju od 15 minuta

(D1 = 5 ng/kg/min, D2 = 10 ng/kg/min, D3 = 25 ng/kg/min i D4 50
ng/kg/min).

peti dan mjerio se SBP, DBP, MAP i HR tijekom kontinuirane infuzije otopine
NA, i to s 4 razliCite koncentracije, svaka u trajanju od 15 minuta (D1 = 0,1
Hg/kg/min, D2 = 0,2 pug/kg/min, D3 = 0,5 pug/kg/min i D4 = 1,0 pg/kg/min).

Sesti dan mjerio se SBP, DBP, MAP i HR nakon iv. bolusa fenilefrina u 4
razliCite doze, dajuéi novu dozu iv. svakih 10 minuta, a u svrhu procjene
osjetljivosti barorefleksa (D1 = 0,5 pg/kg, D2 = 1 pg/kg , D3 = 2 pug/kg i D4 = 4
Hg/kg).

sedmi dan mjerio se SBP, DBP, MAP i HR nakon iv. bolusa L-NAME (blokator
sinteze NO) u 4 razliite doze, dajuéi novu dozu iv. svakih 30 minuta (D1 = 0,5
mg/kg, D2 = 1 mg/kg, D3 = 5 mg/kg i D4 = 10 mg/kg). Nakon zadnje doze,

arterijski tlak se pratio dodatnih 2,5 sati.

Svi su lijekovi (ANG Il, NE, L-NAME, fenilefrin) nabavijeni od tvrtke Sigma (Sigma

Inc., St. Louis, MO, SAD) i primijenjeni pomoéu infuzijskih pumpi tvrtke Harvard

Apparatus Inc. (Holliston, MA, SAD). Na kraju pokusa Zivotinje su eutanazirane
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ugljicnim dioksidom, a njihovo tkivo i krv uzeti su za dodatne analize. Tkivo (srce,
bubrezi i aorta) je ukloplieno u parafin i obojeno hematoksilinom za histoloske
pretrage. Prije uklapanja u parafin, tkivo je izmjereno radi dobivanja podataka o masi
pojedinih organa. BiljeZzeni su:

1. tielesna masa (g)

2. masa bubrega (g)

3. masa srca (g)

4. relativna masa bubrega (masa bubrega podijeliena s tielesnom masom)

5. relativna masa srca (masa srca podijeljena s tjelesnom masom)

3.4. Mjerenje arterijskog tlaka

Kateteri su bili spojeni na kompjutorizirane preobli¢ivace podrazaja (engl.
tranducers) tvrtke Argon Medical Technologies, Athens, TX, SAD) i podaci su
skupljani na frekvenciji od 300 Hz tijjekom 4 sata na dan, snimajuéi traZzene
pokazatelje svake sekunde. Iz tih je podataka naknadno izraéunana dnevna srednja

vrijednost za svaku pojedinu Zivotinju.

3.5. Mjerenje uéinka ANG Il, NA i L-NAME-a

Mjerenje promjene arterijskog tlaka pri infuziji vazoaktivnih lijekova (ANG Il i
NA) provodilo se na slican nacin, kontinuirano tijekom infuzije, s tim da se uzelo u
obzir samo zadnjih 5 minuta primjene svake pojedinacne doze lijeka kako bi se
eliminirale moguée pogreske zbog mrtvog prostora, razli¢ite duljine katetera te brzog
metaboliziranja lijekova.

Snimanje arterijskog tlaka tijekom primjene svakog bolusa L-NAME-a bilo je
nakratko prekinuto, a iz rezultata mjerenja arterijskog tlaka preostalih pola sata do

idu¢eg bolusa izracunane su srednje petominutne vrijednosti.
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3.6. Procjena osjetljivosti baroreceptora

Procjena osjetljivosti baroreceptora temeljila se na mjerenju promjene sréane
frekvencije uzrokovane naglim porastom arterijskog tlaka. Nakon preliminarnih
rezultata dobivenih ANG-om Il, za dodatnu su procjenu koriSteni bolusi fenilefrina.
BiljeZzene su vrijednosti arterijskog tlaka i sr€ane frekvencije svake sekunde tijekom
pet minuta nakon svakog bolusa fenilefrina, odnosno sve dok se vrijednosti
arterijskog tlaka i sréane frekvencije nisu vratile na po€etne vrijednosti. |z rezultata

mjerenja izraCunani su B-koeficijenti za svaku promatranu Zivotinju.

3.7. Mjerenje biokemijskih pokazatelja i tireoidnih hormona u krvi

U epruvete je uzeto 2 ml krvi i centrifugirano 20 min na 2800 okretaja u
minuti s pomocu centifuge tvrtke Beckman (Beckman Coulter Inc, Fullerton, CA,
SAD). Serum je poslan na odredivanje biokemijskih parametara na uredaju Hitachi
911. Za odredivanje vrijednosti T3 koriStena je metoda radioimunoeseja (engl. RIA),
dok su vrijednosti T4 odredene s pomocéu enzimskog imunoeseja (engl. ELISA) u

Marshfield Laboratories, Marshfield, WI, SAD.

3.8. Statisticka analiza

Sve su vrijednosti izraZzene kao srednje vrijednosti * standardna greska
aritmeticke sredine. Bazalne vrijednosti parametara arterijskog tlaka kao i vrijednosti
dobivene stimulacijom vazoaktivnim lijekovima provjerene su testom ANOVA za
ponovljene vrijednosti te Bonferronijevom korekcijom t-testa (multiple usporedbe s
kontrolnom skupinom) (SigmaStat Inc, verzija 2.03; SPSS Inc., Chicago, IL, SAD).

Iz podataka dobivenih primjenom NA, ANG-a IlI, L-NAME-a i fenilefrina
izracunani su jednadzbama linearne regresije B-koeficijenti nagiba pravca (engl.

slope coefficients) za svaku pojedinu Zivotinju kao $to je prethodno opisano (98, 99),
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uz izracun srednje vrijednosti B-koeficijenta za svaku pojedinu skupinu. Razlike medu
skupinama testirane su testom ANOVA za ponovljena mjerenja te Bonferronijevom
korekcijom t-testa.

Statisticka znad&ajnost razlika vrijednosti biokemijskih pretraga i hormona
stitnjaCe testirana je Studentovim t-testom. Signifikantnim su smatrane vrijednosti p <

0,05.
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4, REZULTATI

4.1. Rezultati kartiranja QTL-a kod Stakora GH

U analizama povezanosti lokalizirana su tri vazna podru¢ja genoma (QTL) kod
Stakora GH na kromosomima 2, 6 i 18 za koja se smatra da su ukljuCeni u regulaciju
arterijskog tlaka. Osim toga, otkriveno je i sedam razli¢itih QTL-a, i to za tjelesnu
masu (na kromosomu 3), za masu lijeve klijetke (na kromosomima 3 i 13), za masu
lijeve klijetke korigirane s tjelesnom masom (na kromosomu 10), za masu cijelog srca
(na kromosomu 10) te za sréanu hipertrofiju (na kromosomu 10). Na slici 5. prikazan
je QTL na kromosomima 2, 6 i 18, a u tablici 2. utvrdeni QTL-i u muskoj populaciji

Stakora GH.

Slika 5. QTL za arterijski tlak na kromosomima 2,6 i 18.

Kromosom 2 QTL
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Kromosom 6 QTL
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Apscisa oznacava udaljenost na kromosomu izraZenu u cM, a ordinata vrijednost
LOD. Zna&ajnim su uzete vrijednosti LOD > 2,8. Podrucje ograniceno okomitim

crtama i tamnije obojeno je 99-postotni interval pouzdanosti.
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Tablica 2. QTL-i dobiveni analizom populacije F2 Stakora GH i BN

| Graniéni | Graniéni

| biljeg 1

1. Arijski tlak — indirektni (mg) 2 D2Mgh7 D2Mgh12 3,58 | D2Mgh8
2. | Arterijski tlak — indirektni (mmHg) 6 D6Mit12 D6Mit3 4,30 | D6Mit9

B 3. | Arterijski tlak — indirektni (mmHg) 18 D18Mgh4 | D18Mgh2 | 4,05 | D18Mgh6
4. | Masa lijeve klijetke (mg) 3 D3Mgh21 | D3Mgh2 4,63 | D3Mit4
5. | Masa lijeve klijetke (mg) 13 D13Mgh13 | D13Kid1 412 | D13Arb7
6. | Arterijski tlak - direktni (mmHg) 6 Dé6Pas1 D6Mit3 4,80 | D6MIt9
7. | Tjelesna masa (g) 3 D3Mgh21 | D3Mgh2 519 | D3Mit4
8. e G 10 D10Mit6 D10Mgh11 | 3,03 | D10OMit5

tjelesnom masom (mg/g)

9. | Masa cijelog srca (mg) 10 D10Mit6 D10Mgh8 2,95 | D10Mit5
10. | Hipertrofija lijevog srca** 10 D10Mit6 D10Mit7 455 | D10Mgh8

* najveca izraunana vrijednost LOD

**masa lijeve klijetke podijeliena s masom cijelog srca
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4.2. Rezultati genotipiziranja kongeni¢nih $takora BN.GH

Kako bi se potvrdilo da su kongeni¢ni Stakori izogenicni, tj. da sadrzavaju
ciliani genom, uz pomo¢ 112 polimorfnih biljega (otprilike 1 bilieg svakih 20 cM)
skeniran je cijeli genom kongeniénih Zivotinja. Niti jedan biljeg nije pokazao alel GH u
nekongeni¢nom dijelu, potvrdujuéi da pozadinski genom kongenicnih sojeva u
najveéem dijelu potjeCe od Stakora BN. Kongeni¢ne regije su genotipizirane uz
pomo¢ biliega na svakih 8-10 cM. Na temelju genotipiziranja te identifikacije pozicije
svakog od pojedinih biliega na genomu S§takora uz pomo¢ dostupne sekvencije
cjelokupnog $takorskog genoma (100), veli¢ine regija QTL-a na kromosomima 2, 6 i
18 priblizno su procijenjene na 127,7 Mb, 101,9 Mb te 20,3 Mb (slika 6.).

Kod svih kongeni¢nih &takora “uhvacen” je kompletan 99-postotni interval
pouzdanosti QTL-a (osim u BN.GH2 zbog krivog polozaja jednog od grani¢nih biljega
u prethodnim, starijim i manje to¢nim genskim kartama). Podru¢je QTL-a koje nije

obuhvaéeno u stakoru BN.GH2 iznosi oko 14 Mb.
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Slika 6. Rekombinantne genske karte modificiranih kromosoma.

BN.GH2 KROMOSOM 2 (Mb) BN.GH6 KROMOSOM 6 (Mb) BN.GH18 KROMOSOM 18 (Mb)
225 D18R32

2736 B DoRat 3154 DEMit12 mp mp
43.30 oy D2R16 19.42 g D6R107 20.68 L D18R25
69.23 oy D2R22 KONGENICNI 32.77 o D6Mgh8 32.49 & Di8MItS
SEGMENT 36.48 o D6R37
40.57 gh D6RO2 49.07 g D18Mgh'1
126.13 o DeH2G 59.35 § D1BR41
137.05 o D2R115 50.94 b DEMit4 . QTL
go.a0 % D1BMgh2
155.05 D2R38 75.05 o D6Mit3 - 70.28 & D18Mgh
150.00 F D2Mgh7 T 7472 JaD18RI21
82 084k D6R70 Q :
78.05 ol D18R42
174.68 g D2Mit12 QTL 105.01 f D6R15 79.65 ®D18Mghd
CONCENICNT KONGENICNI
193.09 D2M9h1 SEGMENT SEGNIENT
197.22 & D2Mit14 131 03 D6RT9

210.59 o D2Mgh12

220.61 D2R&6
227.13 D2R61

241.76 D2R66

250.47 D2Mgh16
254.95 D2R70

Kromosom 2 kod BN.GH2, kromosom 6 kod BN.GH6 i kromosom 18 kod BN.GH18 s
pripadajucim QTL-om te umetnutim podrucjima genoma GH. Pravokutnici
oznadavaju potvrdena kongeni¢na podrucja, a crtama su oznac¢ena moguca

kongenic¢na podrucja. Brojevi oznacdavaju udaljenost biljega u Mb.
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4.3. Rezultati mjerenja arterijskog tlaka

Bazalni arterijski tlak je mjeren u svim skupinama, a rezultati su predo¢eni na
slici 7. Ni jedan od tri kongeni¢na soja nije pokazao razliCite pokazatelje arterijskog
tlaka (SBP, DBP, MAP) u odnosu na normotenzivne Stakore BN, mada su svi imali
L2umetnuti“ QTL za hipertenziju.

Stakori GH, kao $to se moglo i o&ekivati, imaju statisticki znacajno povisene
vrijednosti arterijskog tlaka u odnosu na kontrolne Stakore BN. Za razliku od

arterijskog tlaka, sréana frekvencija je bila sli¢na u svih promatranih sojeva.

Slika 7. Srednji (MAP), sistoli¢ki (SBP) i dijastoli€ki arterijski tlak (DBP) u

ispitivanih i kontrolnih Stakora

190 -

170 -

150 | ® GH
=@ BN.GH2

*
m BN.GH6
@ BNGH18 |
mBN |
DBP

Sve vrijednosti tlaka dobivene su direktnim mjerenjem, a izraZene su u mmHg. Svaka

130 -

110

90 -

70

MAP SBP

skupina ima 10 -12 Stakora.

#*p <0,05 GH prema BN.
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4.4. Biometrijska mjerenja

Kako bi se procijenila osteéenja ciljanih organa u ispitivanih i kontrolnih Stakora,

mjerena

je masa srca

i bubrega (apsolutna te

relativna masa,

dobivena

preradunavanjem na 100 g tjelesne mase), a rezultati tih mjerenja dani su u tablici 3.

Masa bubrega i relativna masa bubrega nije pokazala nikakvu razliku izmedu

kongeni¢nih skupina te kontrolnih Stakora BN, $to ne za¢uduje jer se ti fenotipovi nisu

ni kartirali u genaraciji F2, niti su detektirani pripadajuéi QTL-i.

Stakori GH imaju znaé&ajno veéu sréanu masu te relativhu sréanu masu u odnosu

na Stakore BN. Kongeni¢ne pasmine nisu ni ovim mjerenjima pokazale znacajne

razlike.

Tablica 3. Rezultati biometrijskih mjerenja

FENOTIP

| BN.GH18

Masa bubrega 1,26 £ 0, ﬂ 1,28 + 0,04 1,26 + , 1,26 +0,04 | 1,13+ 0,03 |
Relativha masa bubrega 036+01 [040+0,17 |0,38+0,12 | 0,40+£0,33 | 0,36+ 0,16
Masa lijeve klijetke (LV) | 168 +0,02* | 122+0,05 |126+0,03 | 1,14+£0,04 | 1,17+ 0,03
Relativha masa LV 0,48+0,14* | 0,39+ 0,2 034+0,11 |042+016| 0,38 +0,17
Tjelesna masa 356,4+66 |3335+81 [2984+147 3168195 (313974

Masa bubrega, masa lijeve klijetke i tjelesna masa izrazene su u g, relativna masa

bubrega te relativna masa srca izraunane su na 100 g tjelesne mase (g/100g).

*» < 0,05 prema BN.

55




4.5. Rezultati biokemijskih i hormonalnih pretraga

Fenotipiziranje je ukljuCilo mjerenje tireoidnih hormona te 18 rutinskih
biokemijskih parametara krvi koji su bili sastavni dio panela pretraga ANP1.
Pronadena je znaajna razlika u nekih kongeni¢nih sojeva u nekoliko parametara, a
sto je predocCeno u tablici 4.

BN.GH2 imaju znacajno poviSene vrijednosti albumina, ureje te T3. Vrijednosti
albumina i T3 su fenotipski blize vrijednostima kod Stakora GH, ali je ureja viSa nego
u obje kontrolne skupine.

BN.GH6 stakori imaju znacajno vise vrijednosti ukupnih proteina i globulina nego
kontrolni Stakori BN.

Stakori BN.GH18 imaju zna&ajno vise vrijednosti fosfora u odnosu na BN te visu

koncentraciju ureje i kalija u odnosu na Stakore BN i GH.
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Tablica 4. lzvod iz vrijednosti biokemijskih i hormonskih pokazatelja

Ukupni proteinig/l | 61,9+09 | 630+08 |646+17*| 589+08 |5962009
Albumini g/l 340407 | 346+05* | 333+04 | 324106 |31,8+05
Globulini g/i 279+13 | 283:04 |313+15*| 265+06 |27,8+09
Urea mmol/l 596+065 | 926+0,25* | 69+042 | 69+021* | 643105
Fosfor mmolll 2,38+0,04 | 1924006 | 1,81+0,05 | 2,13+0,05* | 1,8+0,06
Kalij mmolll 4,94+006 | 543+012 | 511+0,14 | 590+009* | 535+0,2
T3 ngll 1094+65 | 1193+76* | 767+30,5 | 1038+36 |845+80,4

Predocene su samo osobitosti koje se razlikuju u kongenicnih Zivotinja.

*p < 0,05 BN.GH6 prema BN

**p < 0,056 BN.GH2 prema BN

*» < 0,05 BN.GH18 prema BN.
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4.6. U€inci L-NAME-a

Kako bi se procijenili ucinci blokade dusikova oksida (NO) na arterijski tlak,

kongeni¢nim i kontrolnim Zzivotinjama davane su Cetiri razliCite doze L-NAME-a i

nakon toga im je izmjeren arterijski tlak. Rezultati su dani u tablici 5. i na slici 8. |z

rezultata su izraCunani beta-koeficijenti uz pomo¢ linearne regresije kao $to je

prethodno opisano (98, 99).

Davanje L-NAME-a (inhibitor sinteze NO) uzrokovalo je znaajan porast

arterijskog tlaka u svih skupina, ali nije primijeCena raziika izmedu kongenicnih

Zivotinja i kontrole BN.

Tablica 5. B-koeficijenti uz NA, ANG Il te L-NAME kod stakora BN, GH.BN2,

GH.BN6 te GH.BN18

BN.GH2 32,38+3,03 | 0,37+0,03* |4,18+0,32
BN.GH6 19,09+286 | 044+0,02 |3,32+0,40
BN.GH18 31,00+327 | 038+002% |4,25+0,42
BN 31,38+3,74| 051+0,04 |4,60+0,19

*n = 0,001 prema BN

*n < 0,006 prema BN.
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Slika 8. Uginci L-NAME-a

40

35
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25 = Linear (BN)
20 Linear (GH)
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&

== =Linear (BN.GH18)
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Slika prikazuje pravce linearne regresije za svaku od ispitivanih skupina. Apcisa

oznacava razlicite koncentracije primijenjenog lijeka kako slijedi: 1= 0,56 mg/kg, 2 =

mg/kg, 3 = 5 mg/kg, 4 = 10 mg/kg L-NAME-a. Ordinata oznacava promjenu

vrijednosti srednjeg arterijskog tlaka nakon iv. primjene L-NAME-a.

1
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4.7. Rezultati primjene NA i ANG-a Il

Promjene u srednjem arterijskom tlaku za vrijeme davanja NA i ANG-a ||
analizirane su linearnom regresijom uz izracdun vrijednosti B-koeficijenata, a
predocene su u tablici 5. i na slikama 9.A (NA) i 9.B (ANG II).

Niti jedna od ispitivanih skupina nije pokazala znacajnu razliku u odgovoru na
NA, no dvije od tri kongeni¢ne pasmine, i to BN.GH2 i BN.GH18, pokazale su

znadajno razli¢it B-koeficijent nakon primjene ANG-a Il u usporedbi s kontrolom BN.

Slika 9. Promjene srednjeg arterijskog tlaka primjenom NA (A) i ANG-a Il (B)

A) NE
28 L
23 - S
o == |_inear (GH)
< 18
= — Linear (BN)
< 13 - .
d = = Linear (BN.GH2)
o 8 = = Linear (BN.GH6)
3 = =Linear (BN.GH18)
i
29 1 2 3 4
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B) ANGII

Linear (GH)

Linear (BN)

DELTA MAP

= Linear (BN.GH2)

= Linear (BN.GH18)

= Linear (BN.GH6)

Na slikama su prikazani pravci linearne regresije za svaku od ispitivanih skupina
Zivotinja. Apscisa oznacCava koncentracije primijenjenog lijeka kako slijedi: A) NA: 1=
0,1 ug/kg/min, 2 = 0,2 ug/kg/min, 3 = 0,5 ug/kg/min i 4 = 1,0 ug/kg/min. B) ANG Il: 1=
5 ng/kg/min, 2 = 10 ng/kg/min, 3 = 25 ng/kg/min i 4 = 50 ng/kg/min. Ordinata
oznacava promjene srednjeg arterijskog tlaka izmedu 10. i 15. minute infuzije.
Promjena srednjeg arterijskog tlaka je znacdajno razlicita kod Stakora BN.GHZ2 i

BN.GH18 u usporedbi s kontrolom BN nakon primjene ANG 1.

*v < 0,05 BN.GH2 prema BN

**p < 0,05 BN.GH18 prema BN
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4.8. Osjetljivost baroreceptorskog refleksa

Nakon analize preliminarnih rezultata uoceno je kako Stakori BN.GH18 imaju
odgodeno refleksno smanjenje sréane frekvencije na nagli porast arterijskog tlaka,
osobito nakon infuzije ANG-a Il (slika 10.). To je potaknulo dodatha ispitivanja
osjetljivosti baroreceptorskog refleksa bolusima fenilefrina u Stakora BN.GH18, BN i
GH. Odgovor srca na nagle promjene sistolickog tlaka procjenjivan je mjerenjem
sr€ane frekvencije kao indirektni pokazatelj osjetljivosti baroreceptorskog luka. Na
kraju mjerenja izracunani su B-koeficijenti za svaku pojedinu zivotinju te za svaku
skupinu (tablica 6.)

Objema je metodama nedvojbeno potvrdeno kako Stakori BN.GH18 imaju
znacajno smanjenu osjetljivost baroreceptorskog refleksa na nagli porast arterijskog

tlaka u odnosu na kontrolu BN.

Tablica 6. B-koeficijenti baroreceptorskog odgovora na boluse fenilefrina

SOJ FENILEFRIN

GH -0,87 £ 0,25 **

BN.GH18 -1,26+0,17 *

BN -2,28 + 0,26

*p < 0,005 prema BN.

**p < 0,001 prema BN.
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Slika 10. Krivulja osjetljivosti baroreceptora (odnos sréane frekvencije i
srednjeg arterijskog tlaka nakon primjene ANG-a Il kod kongeni¢nih Stakora i

kontrole BN)

370 - o

350 + - -A- - BN.GH

330 - — ¢ = BN.GH1
HR 4,40 | —=® -BN.GH

290 -

270 -

250 .

110 130 160 170
MAP mmHg

Apscisa oznacava vrijednosti MAP, a ordinata promjene HR uzrokovane promjenama
arterijiskog tlaka nakon infuzije ANG-a . Vidliiv je pomak krivulie osjetljivosti
barorefleksa udesno uz promjenu nagiba u Stakora BN.GH18.

*p<0.05 BN.GH18 prema BN
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5. RASPRAVA

5.1. Dosadasnji rezultati potrage za ,,hipertenzivhim*“ genima

Dosadasnji rezultati potrage za genima, uzro¢nicima hipertenzije daleko su od
prizelikivanih. Analize povezanosti unutar obitelji i medu populacijama otkrile su
brojne QTL-e locirane na gotovo svakom ljudskom kromosomu osim na 13 i 20, ali do
danas, nazalost, nije uspjesno pozicijski kloniran ni jedan ,hipertenzivni* gen. Slicni
su rezultati pokusa s hipertenzivnim modelima (opisani su QTL-i za hipertenziju na
svakom kromosomu $takora i mi$a), koji iako pojednostavnjeni, nisu uspjeli dovesti
do otkri¢a i pozicijskog kloniranja gena za hipertenziju.

FBPP, unatoc¢ velikom broju ukljuéenih ispitanika (njih viSe od 6200), nije uspio
¢ak ni lokalizirati podru¢je genoma odgovorno za hipertenziju. Vjerojatno je raziog
negativnih rezultata u poloZaju, broju i ponasanju alela odgovornih za arterijski tlak
jer su neravnomjerno rasporedeni unutar pojedinih rasa i etnic¢kih skupina. Tako je
FBPP ukljucio rezultate svih etnickih skupina u svrhu podizanja statisticke moci, ali
se time povecala heterogeni¢nost te reducirala bioloska mo¢ detekcije.

Trenutano postoje dvije opretne hipoteze o genskoj pozadini hipertenzije
(30):

1.) Hipertenzija je posljedica djelovanja éestih alela (koji su evolucijski stariji,
relativno ucestali unutar populacije i sa zna¢ajnim utjecajem na arterijski tlak). Ta
hipoteza sugerira relativno malu gensku heterogeni¢nost te omogucava koristenje
analiza haplotipa i disekvilibrija povezanosti.

2.) Hipertenzija je uzrokovana rijetkim alelima (koji su evolucijski mladi te su

viSe specifitni za pojedine etni€ke skupine).
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Vecéina studija povezanosti, a osobito BRIGHT i FBPP, podupire drugu
hipotezu. Naime, postoji oko 15 milijuna SNP-a u genomu Covjeka, a njih 50.000-
100.000 locirano je unutar gena ili u njegovoj okolici tako da utjeCu na njihove
funkcije odnosno izrazaje (101). Gotovo 70% takvih alela ima u populaciji frekvenciju
manju od 5% te se smatraju rijetkim i specifiCni su samo za etnic¢ke i rasne skupine
(102). Halushka i sur. su u studiji na 75 gena kandidata za hipertenziju pronasli
ukupno 874 SNP-a od kojih je 209 uzrokovalo promjenu redoslijeda aminokiselina u
kodiranom proteinu. Svih 209 SNP-a imalo je obiljeZja evolucijski mladih, rjedih te

populacijsko specificnih SNP-a (103), §to ide u korist drugoj hipotezi.

5.2. Lyonski hipertenzivni soj Stakora
LH stakori su po svojim evolucijskom porijeklu, fenotipskim te genotipskim

obiljezjima sli¢ni GH stakorima (http://rgd.mcw.edu/). Oni imaju neke od karakteristika

metabolickog sindroma ukljuéujuéi povSenu razinu kolesterola, fosfolipida i
triglicerida, povéen omjer glukoze i inzulina, hipertenziju sa sniZenim razinama
renina, hipertofiju miokarda te kraci zivotni vijek (81). Zbog toga je odlu¢eno da se na
njima provede pozadinsko istrazivavnje s ciliem dodatnog pojadnjenja geneze
hipertenzije, odredivanja sliénosti s GH modelom, identificiranja preklapajucih
hipertenzivnih i biometrijskih QTL-a, odredivanja prioritetnih podru¢ja genoma u oba
modela radi stvaranja kongeni¢nih Zivotinja te u svrhu otkrivanja zajednickih gena
kandidata.

Uginjena je kompletna analiza povezanosti i skeniranje genoma u F2
populaciji dobivenoj krizanjem LH i LN §takora te su locirana podrucja odgovorna za
61 od 71 praéenih kardiovaskulnih, biometrijskih te hormonskih fenotipova na osam
razli¢itih kromosoma (1, 2, 3, 5, 7, 10, 13 i 17). Opisana su i tri kljucna kromosoma s

genima za regulaciju arterijskog tlaka u LH Stakora, a to su 2, 13 i 17. Kromosom 17
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je pokazao velike nakupine QTL uklju¢enih u homeostazu arterijskog tlaka i
metabolizma (81).

Usporedbom upisanih QTL-a kod LH S§takora s rezultatima u GH S$takora,
nedvojbeno je ustanovljeno postojanje preklapajuéih QTL-a odgovornih za regulaciju
arterijskog tlaka na kromosomu 2. Isto tako je opazeno preklapanje drugih
kardiovaskulnih QTL-a na kromosomima 10, 13 te tjelesne mase na kromosomu 3.
Navedeni rezultati su potvrdili o€ekivanu sli€énost oba modela.

Upisivanje QTL-a za hipertenziju na rekombinantnu genomsku kartu
kromosoma 2 i njeno preklapanje s QTL-om u GH §takora, dovelo je do prioritiziranja
te regije u daljnim istrazivanjima. Kako su se upisani QTL-i kod GH Stakora ipak
nesto bolje preklapali s preliminarnim rezultatima analiza povezanosti hipertenzije i
skeniranja genoma kod FBPP populacije bijelaca, odluéeno je da ¢ée prioritet imati
stvaranje kongeni¢nih BN.GH Stakora (posebice BN.GH2), nakon fega ¢e se
pristupiti stvaranju kongeni¢nih LH.LN Stakora.

Odredeni su i moguéi geni kandidati na kromosomu 2 koji ¢e se pratiti u
daljnjim studijama. Ti geni su: Npr1 (receptor natriuricnog peptidal), Mme
(membranska metaloendopeptidaza) te Agir1b (angiotenzinski receptor, tip1b).

Ukratko, rezultati navedenog pozadinskog istaZivanja, koristeéi sli€an
zZivotinjski model, nedvojbeno su pomogli u potvrdivanju to¢nosti rezultata analiza
povezanosti kod GH modela, u procesu identifikacije prioritetnih regija na genomu

GH stakora te pri odabiru gena kandidata.
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5.3. Rezultati pokusa s kongeni¢nim stakorima BN.GH

5.3.1. Analiza QTL-a za hiperteziju u Stakora GH

Analiza povezanosti (engl. linkage analysis) nakon skeniranja genoma u
populaciji $takora F2 dobivenih krizanjem §takora GH i BN pokazala je nekoliko
osobito vaznih regija genoma §takora GH povezanih s hipertenziiom (QTL) na
kromosomima 2, 6 i 18. Regije na kromosomima 3, 10 i 13 su pak pokazale
povezanost sa sréanom masom/hipertrofijiom te s tielesnom teZinom. Samo je
kromosom 6 pokazao QTL za oba fenotipa arterijskog tlaka (arterijski tlak mjeren
izravhom i neizravnom metodom) sa zajedni¢kim vr$nim biljegom D6Mit9, dok su
kromosomi 2 i 18 pokazali samo QTL za indirektno izmjeren arterijski tlak. Postoje
najmanje dva obrazloZenja za taj fenomen:

1.) vrlo je vjerojatno da razli¢itim na&inima mjerimo slicne, ali ne potpuno iste
fenotipove te da razligiti dijelovi genoma imaju klju¢nu ulogu u homeostazi arterijskog
tlaka pod razli¢itim uvjetima (izravnim mjerenjem odredujemo arterijski tlak pod
relativno normalnim, fiziolodkim uvjetima, dok posrednim naginom mjerenja vjerojatno
utvrdujemo odgovor arterijskog tlaka na stres) te

2.) selekcija Stakora za vrijeme stvaranja hipertenzivnih sojeva, kako GH tako i
ostalih, temeljila se na neizravnim mjerenjima tlaka, $to je dodatni razlog da je vecina
QTL-a povezana s posredno ustanovlienom hipertenzijom, umjesto izravnom il
objema metodama mjerenja.

U literaturi se moze pronaci dosta QTL-a za hipertenziju koji se prekiapaju s
regijama opisanim kod &takora GH, pogotovo onih na kromosomima 2 i 18, Sto
dodatno moze poduprijeti hipotezu kako se u tim podrucjima ipak nalaze geni koji su
odgovorni za hipertenziju jer su prisutni u vis$e od jednog hipertenzivnog modela.

Npr., kongeniéna regija kod BN.GH2 preklapa se s QTL-om pronadenim u drugim
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Zivotinjskim modelima, i to kod generacije F2 dobivene krizanjem sliedecih sojeva:
SHR x WKY; SHR x BN, SS x BN; LN x LH, SHR x BN; SHRSP x WKY; § x WKY te
S x MNS (79). Kao §to je ve¢ prethodno napomenuto, unutar kongenine regije
nalazi se nekoliko interesantnih gena kandidata kao Sto su Npr1 (receptor
natriuriénog peptida 1), Mme (membranska metaloendopeptidaza) te Agtr1b
(angiotenzinski receptor, tip 1b), a ¢ija se moguca uloga u patogenezi hipertenzije
treba jos potvrditi (79).

Kongeni&na regija u BN.GH6 preklapa se s QTL-om otkrivenim u dva krizanja:
LEW/NIco x SHR/NIco (http://rgd.mcw.edu). Ta regija takoder sadrZzava nekoliko
gena kandidata kao $to su Esr2 - estrogenski receptor beta te RVCH - stakorska
zilna kimaza. Mi§ Esr2 ,knock out' pokazuje znacajnu arterijsku hipertenziju te

osteéenu reprodukciju (http://www.ncbi.nim.nih.gov/entrez/dispomim.cgi?id=601663),

dok je kod viée sojeva hipertenzivnih $takora otkrivena poja¢ana aktivnost stakorske
Zilne kimaze. Kako su zilne kimaze odgovorne za stvaranje oko 80% ANG-a Il u srcu
te oko 60% ANG-a Il u arterijama, za taj se gen opravdano moZe pretpostaviti da je
vazan u patogenezi hipertenziie (104).

Treca kongeniéna regija (kod BN.GH18) duga je oko 20,3 Mb te se preklapa s
kardiovaskulnim QTL-om u dva razli¢ita krizanja: SHR x BB/OK te BN x SS (93, 105).
Osim brojnih kardiovaskulnih QTL-a koji su se kartirali na kromosomu 18, posebice
QTL-i za hipertenziju osjetljivu na unos soli u $takora Dahl SS, Stoll i suradnici (93)
opisali su i podruéje genoma odgovorno za osjetljivost baroreceptorskog refleksa

koje se preklapa s navedenom kongeni¢nom regijom kod Stakora BN.GH18.

5.3.2.Stvaranje kongenicnih sojeva
Nakon detekcije navedenih regija genoma $§takora GH, pokrenut je proces

kreiranja kongeni¢nih Zivotinja. U idealnim uvjetima trebalo bi stvoriti obje vrste
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Zivotinja (kongeni¢ne i recipro&no kongeniéne), tj. imati ,bolesni* QTL na zdravoj
genskoj pozadini te ,zdravi® QTL na bolesnoj pozadini. U slucaju reciproCno
kongeni¢nih Stakora, zdravi QTL trebao bi ,izlijeCiti" ciljani fenotip. Ako se uzme u
obzir da je prosjecno trajanje jedne generacije $takora tri do Cetiri mjeseca, lako se
moze izraGunati da je potrebno dvije i pol do tri godine krizanja (deset generacija) za
stvaranje kongeniénih Zivotinja, odnosno da je za svaki kongeni¢ni soj potrebno
generirati i genotipizirati nekoliko tisu¢a &takora. Sve to C¢ini proces krizanja
kongeniénih Zivotinja veoma skupim i zahtjevnim, tako da se istrazivaci obiCno
odluéuju za jednu vrstu kongeniénih ili konsomié¢nih Zivotinja, ovisno o hipotezi i cilju
istrazivanja. U ovom je sluéaju odabrana prva varijanta, tj. kreiranje zZivotinja koje
imaju dio hipertenzivhog genoma na zdravoj pozadini, a s ciliem iskljucenja ucinka
genomske pozadine, pojednostavnjenja slozenog modela hipertenzije GH te
otkrivanja i testiranja prohipertenzivnih subfenotipova (intermedijarnih fenotipova) sa
svrhom ubrzanja procesa trazenja gena.

Ukratko, navedenim procesima selektivnog krizanja, stvorena su tri nova
geneticki modificirana soja: BN.GH-(D2Rat22-D2Mgh11)/Mcwi (BN.GH2); BN.GH-
(D6Mit12-D6Rat15)/Mcwi  (BN.GH6) te  BN.GH-(D78Rat41-D18Mgh4)/Mcwi

(BN.GH18) koja su koristena u svim daljnjim pokusima.

5.3.3. Arterijski tlak kod kongenicnih Zivotinja

Nakon analize rezultata mjerenja arterijskog tlaka kod kontrolnih i kongeniCnih
Zivotinja, pronadeno je kako ni jedan od sojeva nema znacajnijih promjena u
vrijednostima arterijskog tlaka, $to nedvojbeno upuéuje na to da transfer samo
jednog QTL-a iz §takora GH na genom BN ipak nije dostatan da samostalno uzrokuje

hipertenziju. Razlozi negativnih rezuitata mogu biti:
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1.) laZzno pozitivna analiza povezanosti za sva tri QTL-a (8to je vrlo malo
vjerojatno jer su za sva navedena podrucja genoma Stakora GH opisani i preklapajuci
QTL-i u drugim hipertenzivnim modelima te je vrlo vjerojatno postojanje slicnih,
zajednickih gena/alela koji bi se onda trebali identificirati kod kongeni¢nih sojeva),

2.) nije napravijen kompletan transfer QTL-a za vrijeme krizanja (§to je isto vrlo
malo vjerojatno jer je nakon zavr8etka procesa stvaranja kongeni¢nih Stakora
ponovno odredena veliina ubacenih segmenata uz pomo¢ dodatnih 112 genskih
biljega pravilno distribuirana duz genoma. Nakon analize rezultata zavrSnog
genotipiziranja, nedvojbeno je potvrdeno kako je ,uhvacen® 99-postotni interval
pouzdanosti kod svih triju podrucja QTL),

3.) nuZnost postojanja nekog nepoznatog izvanjskog stresora za razvoj
hipertenzija (moguée; manje je vjerojatno jer hipertenzija kod Stakora GH ne ovisi o
koli€ini soli u hrani i drugim poznatim €imbenicima rizika te se pojavljuje vrlo rano s
nasliedem veéim od 50%),

4.) prisutnost ,ucinka praga“ ili epistaze, {j. potrebe viSe od jednog lokusa kako
bi se manifestirao fenotip (najvjerojatniji razlog; rezultati mjerenja arterijskog tlaka
nedvojbeno su pokazali kako samo jedna regija hipertenzivhog genoma nije dostatna
za remecéenje homeostaze arterijskog tlaka u normalnim uvjetima kod Stakora GH i
za pojavu bolesti).

| druge studije Zivotinjskin modela za hipertenziju, pogotovo one u kojima su
koriSteni kongeniéni Stakori sa zdravom genskom pozadinom, pokazale su sliéne
rezuitate, tj. takoder nisu ostvarile ciljani fenotip (106, 107), 8to govori u prilog
prisutnosti epistaze i u tim hipertenzivnim modelima.

Vrlo je vjerojatno da hipertenzija kod GH zahtijeva viSe od jednog QTL-a, {j.
podrucja genoma zbog ,ucinka praga podrazaja“ ili zbog interakcije s drugim QTL-om

ili pak s nekim neodredenim dijelom genoma GH. U kongeni¢nih Stakora BN.GH
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prisutnost zdrave genske pozadine sprijecila je razvoj bolesti zato jer su drugi
kompenzacijski mehanizmi bili dostatni za odrzavanje arterijskog tlaka unutar Zeljenih
granica. Samo krizanje $takorskog modela hipertenzije GH trajalo je vise godina pa
GH stakori vjerojatno nemaju ,glavni“ gen za hipertenziju, za razliku od Stakora SS i
SHR koiji su dobili poviSen arterijski tlak ve¢ unutar prvih nekoliko generacija selekcije

(http://rgd.mcw.edu). Pretpostavija se kako je za hipertenziju u GH odgovorno

izmedu 10 i 100 poligena. Ta je pretpostavka u skladu s prihvaéenom hipotezom
kako hipertenzija u ljudi ipak nije uzrokovana djelovanjem jednog ili nekoliko glavnih
gena; ona je posljedica djelovanja veéeg broja evolucijski mladih alela koji su
populacijsko specificni. Zbog toga je hipertenzija u ovih Stakora sli¢nija ljudskoj
hipertenziji te je poslijedicno GH, unato¢ tomu $§to je kompliciraniji, vjerojatno bolji

model za ljudsku hipertenziju.

5.3.4.Odredivanje biokemijskih i hormonskih osobitosti u kongenicnih Zivotinja
Pokusima koji su uslijedili nakon mjerenja arterijskog tlaka, pronadene su
znacajne razlike u vrijednostima nekih biokemijskih pokazatelja kod kongeni¢nih
Zivotinja. Mjereno je ukupno 18 osnovnih biokemijskih parametara (glukoza, AST,
ALT, GGT, alkalna fosfataza, bilirubin, kolesterol, ukupni proteini, albumini, globulini,
ureja, kreatinin, fosfor, kalcij, natrij, kalij, kloridi i bikarbonati) koji su bili sastavni dio
ponudene palete pretraga Marshfield laboratorija, Marshfield, Wi, SAD. Vrijednosti
navedenih biokemijskih osobitosti su prethodno odredivane i kod svih konsomicnih

sojeva Stakora u skolpu projekta PGA (http://pga.mcw.edu), tako da je odlu€eno da

se i BN.GH stakori podvrgnu istoj paleti testova u svrhu usporedbe rezultata s drugim
sojevima.
BN.GH2 §takori imaju znacajno vise vrijednosti albumina (34.6 + 0,5 g/l) i ureje

(24,8 + 7,7), a BN.GH6 vise vrijednosti ukupnih proteina i globulina nego kontrolni

71




BN. BN.GH 18 se o¢ituju znagajno vi§im razinama ureje, fosfora i kalija nego BN
Stakori.

Tireoidni hormoni, koji su uzeti za indirektne pokazatelie bazalnog
metabolizma, takoder su pokazali interesantne varijacije. Nisu primije¢ene razlike u
vrijednostima T4, dok su vrijednosti T3 varirale od 766,7 + 30,5 ng/l kod BN.GH6 do
1192,9 + 75,8 ng/l u BN.GH2, sto je znacajno razli¢ito (p < 0,05) od vrijednosti u
Stakora BN (845 + 80,4 ng/l). Iz tih se rezultata moze procijeniti da Stakori BN.GH2
imaju povigene vrijednosti bazalnog metabolizma, unato€ sli¢noj tjelesnoj tezini.

Navedeni rezultati nedvojbeno su pokazali su da unato¢ 99-postotnoj genskoj
identi¢nosti, kongeniéne Zivotinje ipak imaju razliCite kompenzacijske razine
regulacijskih mehanizama koje su posljedicno dovele do razli¢itih razina biokemijskih
i hormonskih parametara. To je vjerojatno dodatno potpomognuto i uéincima genske
pozadine, &ija se vaznost obiéno zanemaruje. Isto tako ne moZe se iskljuciti
mogucénost da su neki od gena prisutnih u QTL regijama direktno odgovorni za
opazene razlike. Ti podaci svakako zahtijevaju dodatne pokuse i pracenja u svrhu

dobivanja potpunijih objasnjenja.

5.3.5.0dredivanje prohipertenzivnih subfenotipova u kongenicnih Zivotinja

Kao &to je veé reéeno, osim mjerenju arterijskog tlaka, kongeni¢ne su Zivotinje
bile podvrgnute mjerenju dodatnih, intermedijarnih fenotipova. Naime, zbog same
sloZzenosti modela GH, pokus$alo se dodatno pojednostaviti model definiranjem
moguéih prohipertenzivnih subfenotipova (intermedijarni fenotipovi). Kako bi se
hipertenzivni subfenotip mogao proglasiti intermedijarnim, moraju se zadovoljiti tri
osnovna kriterija koja su nedavno postavili Moreno i suradnici (108). Prvo, navedeni
fenotip mora biti lokaliziran na istome mjestu u genomu kao i arterijski tlak. Drugo,

fenotip mora biti u korelaciji s hipertenzijom unutar prou¢avane populacije, bilo da se
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radi o ljudima ili o Zivotinjama. Trece, fenotip mora biti povezan s primarnom
aktivnosti gena koja izravno moze pridonijeti hipertenziji. Osim toga, intermedijarni
fenotipovi/prohipertenzivni fenotipovi trebali bi se vrlo lako mjeriti te bi kao takvi
trebali imati i prognosti¢ku vrijednost u hipertenziji.

Zbog svega navedenog, odlu¢eno je da se u kongeni¢nih Zivotinja ispitaju
moguci prohipertenzivni subefenotipovi, a to su reakcija na blokadu sinteze dusi¢nog
oksida L-NAME-om te na dva vazopresora: noradrenalin (NA) i angiotenzin Il
(ANGII). Navedeni spojevi podizu arterijski tlak, ali je mehanizam njihova djelovanja
dosta razlicit. L-NAME je blokator sinteze dusiénog oksida (NO), vaznog
vazodilatatora i natriuretske tvari s nizom ucinaka na razli€ita tkiva. Akutna i kroni¢na
primjena L-NAME-a dovodi do znatnog porasta arterijskog tlaka. NA je agonist 1, B
2, a 1 i a 2 adrenergickih receptora (109). Uloga je tih receptora regulacija sr€ane
frekvencije i kontraktilnosti, reguliranje zilnog tonusa, mobilizacija lipida lipolizom u
mashim stanicama te kontrola izlu¢ivanja renina u bubregu (110). ANG Il je snazan
vazopresor i ima kljuénu ulogu u renin-angiotenzin-aldosteronskom sistemu. Djeluje
preko angiotenzinskih 1 (AT1) i 2 (AT2) receptora i klju¢ni je ¢imbenik dugorotne
kontrole arterijskog tlaka te baroreceptorskog refleksa. Stimulacija receptora AT1
dovodi do vazokonstrikcije i smanjenja natriureze, do rasta i proliferacije stanica, a
stimulacija receptora AT2 do suprotnih ucinaka, tj. do vazodilatacije i porasta
natriureze te zaustavlja rast i diferencijaciju stanica. Takoder, stimulacija receptora
AT1 dovodi do stvaranja slobodnih radikala te do indukcije inhibitor 1 aktivatora
plazminogena (PAI-1) i ostalih faktora rasta, dok stimulacija AT2 dovodi do porasta
dusi¢nog oksida (NO) koji moze neutralizirati slobodne radikale (111, 112).

Niti jedna od kongeni¢nih skupina nije pokazala drukgiji odgovor na primjenu

L-NAME-a, §to se moglo i o¢ekivati jer navedeni fenotip nije bilo kartiran u populaciji
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F2, odnosno preneseni segmenti genoma GH nisu sadrzavali poznate gene
odgovorne za metabolizam dusi¢nog oksida.

ANG Il i NA primijenjeni su u ¢etiri razli¢ite doze; svaka je idu¢a doza bila dva
puta visa od prethodne radi dobivanja krivulje doze i odgovora (engl. dose response
curve). KoriStena je metoda izracuna f-koeficijenta (nagiba krivulje) linearnom
regresijom za svaku pojedinu Zivotinju, a iz njihovih je vrijednosti izracunana
vrijednost B-koeficijenta za svaku skupinu kako je opisano (98, 99).

Unato€ slicnom odgovoru ispitanika na NA, Zilna reaktivhost na ANG I
pokazala je razliCite odgovore kod Stakora BN.GH2 i BN.GH18 u usporedbi s
kontrolom. Tim je pokusima utvrden znacajno viSi porast sistolickog tlaka uz
promjenu B-koeficijenata, sto nedvojbeno upuéuje na pojacanu zZilnu reaktivnost i/ili
oSteCenje regulacijskih mehanizama perifenog otpora (vidi tablicu 5.). Ti su podaci
posebno interesantni uzmu li se u obzir ve¢ poznati podaci o poremeéenom
mehanizmu hipertenzije u Stakora GH. Analizom genske sekvencije kongeni¢ne

regije Stakora BN.GH2, a uz pomo¢ pretraziva¢a genoma (http://www.rgd.mcw.edu te

http://www.genome.ucsc.edu), utvrdeno je kako se unutar te regije nalazi Agtr1b, a

koji je osobito interesantan gen kandidat za daljnje pracenje jer je moZda odgovoran
za opisane subfenotipove. Slicnom analizom nisu se uspjeli identificirati moguéi geni
kandidati u kongeni¢noj regiji Stakora BN.GH 18.

Ti rezultati nedvojbeno upucuju na to da te dvije pasmine Zivotinja, unato¢
sliCnoj Zzilnoj osjetljivosti na NA, imaju statisti¢ki zna€ajnu razliku u odgovoru na
ANGII te vjerojatno i razliCite gen(e). Navedeni rezultati ne zaduduju jer se radi o
razli¢itom mehanizmu djelovanja i odgovornim genima, d&ija ¢e detekcija zahtijevati
stvaranje preklapajuc¢ih kongenicnih Zivotinja, ekspresijske studije i sekvencioniranje

gena kandidata.
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5.3.6. Odredivanje osjetljivosti barorefleksa u kongenicnih Zivotinja BN.GH18

Nakon analize krivulja osjetljivosti baroreceptora (krivulja odnosa HR i MAP)
primije¢en je znacajno razli¢it odgovor barorefleksa na infuziju ANG Il u BN.GH18,
Sto je predodeno na slici 10. Poznato je kako metode procjene funkcije, odnosno
osjetljivosti baroreceptorskog refleksa, mogu ukljuéiti bilo koje fizioloSke ili
farmakolo8ke zahvate koji uzrokuju nagli porast ili pad arterijskog tlaka. Tako aortni
barorefleks aktiviraju pritisak na vrat, Valsavin manevar, ANG Il i fenilefrin, dok ga
deaktiviraju nitroglicerin, amil nitrit ili nitroprusid (25).

Kod pacijenata se obi¢no biljezi promjena frekvencije srca za vrijeme
Valsavina manevra tijekom 15 sekundi. Kod zdravih ljudi za vrijeme takvog manevra,
frekvencija srca se smanji za 10 do 30 otkucaja u minuti. Buduéi da se osjetljivost
baroreceptorskog refleksa smjanjuje sa starod¢u, pri usporedbi refleksa treba koristiti
zdrave ispitanike sli€ne dobne skupine (25).

Kako bi se potvrdilo da su opazeni rezultati smanjene osjetljivosti barorefleksa
BN.GH18 Stakora uistinu to€ni, odluéeno je da se oni podvrgnu dodatnom mijerenju
osjetljivosti barorefleksa, ali razli¢éitom metodom (fenilefrin). | pokusi s fenilefrinom
(tablica 6.) potvrdili su rezultate dobivene s ANG-om Il koji pokazuju kako Stakori
BN.GH18, wunato€ normalnim razinama arterijskog tlaka imaju oStecen
baroreceptorski refleks. Navedeni rezultati pokazuju da ta promjena ima snaznu
gensku pozadinu te da nije sama po sebi uzrokovana hipertenzijom. Vec je
prethodno opisano da GH $§takori imaju oSte¢en baroreceptorski refleks, a sli¢no je
zapazeno i kod ostalih hipertenzivnih sojeva kao 8to su SHR (113), Lyonski soj
hipertenzivnih Stakora (114), ili pak Dahl SS (115). Nadalje, Stoll i sur. (93) locirali su
QTL za baroreceptorski refleks bas na kromosomu 18 kod Dahl SS, koji se preklapa

s kongeniénom regijom kod BN.GH18, sto je dodatno potvrdilo hipotezu o postojanju
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genskog c¢imbenika odgovornog za osjetljivost barorefleksa na Stakorskom
kormosomu 18.

Poznato je kako mnoge bolesti mogu dovesti do oSteéenja funkcije
baroreceptora. Osim hipertenzije, to su i zatajenje srca, razni lijekovi (a i B-blokatori),
pusenije, dijabetes, hipertireoza, paniéni poremecaj i slicno. Smatra se kako oStecena
funkcija endotela, oksidacijski stres, aktivacija trombocita i ANG Il pridonose
smanjenoj osjetljivosti barorefleksa u pacijenata s hipertenzijom. Pronadena su
oSte¢enja u barorefleksnoj aktivhosti simpatickog sustava u normotenzivnih ljudi s
obiteliskom anamnezom hipertenzije. Vise je studija nedvojbeno pokazalo kako je
funkcija barorefleksa genski predodredena, ali razina genskog utjecaja nije posve
poznata. Pokusi na blizancima koje su proveli Tank i sur. pokazali su kako je
nasljednost (h?) osjetljivosti barorefleksa 34 - 44%, nakon korekcije za BMI i arterijski
tlak, Sto potvrduje postojanje razli€itih genskih Cimbenika odgovornih za njihovu
osjetljivost (116). Navedeni rezultati nedvojbeno sugeriraju da genski cCimbenici
uvjetuju osjetljivost baroreceptora neovisno o hipertenziji (23).

Ostecenje aferentnog dijela refleksnog luka (zatajenje baroreceptora) ili pak
eferentnog refleksnog luka (zatajenje autonomnog ziv€anog sustava) ocituje se vrlo
promjenjivim, nestabilnim arterijskim tlakom i sréanom frekvencijom. Posljedi¢no, i
blaga oste¢enja funkcije baroreceptora mogu rezultirati zna€ajnim promjenama
homeostaze kardiovaskulnog sustava (117, 118). Vise je studija potvrdilo moguénost
da je poremecaj baroreceptora vazan Cimbenik koji pridonosi razvoju hipertenzije
(119-121), a La Rovere i sur. pokazali su kako je smanjena osjetljivost barorefleksa
znacajno povezana s poviS§enom smrtno§¢u nakon infarkta miokarda, te da kao takva
ima znatnu prognosti¢ku vrijednost (122).

Ostecenje barorefleksnog luka u sisavaca dovodi do nestabilnosti i vece

varijabilnosti arterijskog tlaka (engl. blood pressure variability) (123). Arterijski tlak
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pokazuje tipi¢na dnevna osciliranja i u hipertenzivnih i u normotenzivnih ljudi, ali je
varijabilnost oscilacija znadajno vec¢a u hipertonicara (124, 125). KliniCka su
ispitivanja pokazala da oni s vi§im oscilacijama arterijskog tlaka tijekom 24 sata imaju
izrazenija o$tecenja ciljnih organa (srca i bubrega), $to se smatra vaznim dodatnim
¢imbenikom u razvoju hipertenzije (124). Sleight je ukazao da rezultati mjerenja
osjetljivosti barorefleksa mogu pridonijeti. boljem prognoziranju ishoda koronarne
sréane bolesti kad se koriste zajedno s drugim klinickim pokazateljima (126).

Na temelju navedenoga jasno se moZe =zakljuliti kako je oStecenje
barorefleksa jedan od klju¢nih ¢imbenika u patofiziologiji hipertenzije te kako ¢e daljni
pokusi s BN.GH18 sojem $takora doprinijeti otkricu genske podloge poremecaja
barorefleksa. Toc¢an uéinak poremecene funkcionalnosti i osjetljivosti barorefleksa na

sam pocetak i razvoj hipertenzije jos je uvijek nepoznat.

5.4. Buduénost genetickih istrazivanja humane hipertenzije

Malo je vjerojatno da se samo genskim analizama povezanosti unutar obitelji
ili populacije moze pozicijski klonirati gen-uzroénik hipertenzije jer navedeni pristupi
ipak zahtijevaju prisutnost jednog ,glavhog® gena sa specificnim nacinom
nasljedivanja. lako su se navedenim metodama uspjeli klonirati neki od gena za
kvalitativne fenotipove, kao §to su boja i oblik kod raj€ice (127) te za ulcerozni kolitis
(128), navedena metodologija ipak nije dala prizeljkivane rezultate kod bolesti kod
kojih se pretpostavlja da su uzrokovane veéim brojem gena s manjim ucinkom na
fenotip. Ukratko, primjenom samo tih metoda vjerojatno se nece uspjeti pozicijski
klonirati gen(i) za hipertenziju, zbog iznimne slozenosti i velikog broja odgovornih
alela. Kako bi se mogao razumijeti poligenski fenotip, trebat ¢e dodatno pojednostaviti

fenotip, ili analizu, ili oboje. Jedan od nacina kako identificirati gen mozda leZi u
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zanemarivanju kvantitativnih razlika i njihovoj zamjeni s dihotomnim kvalitativnim

kriterijima.

Vrlo je vjerojatno da ¢e, ako se Zeli otkriti gen za hipertenziju, trebati slijediti

smjernice koje je postavio NHLBI (http://www.nhlbi.nih.gov):

a)

b)

d)

h)

razviti interdisclipinarni pristup problemu jer su dosadasnji rezultati
pokazali kako genetika hipertenzije pokazuje golemu sloZzenost te
da geneticari ili biostatisti¢ari ne mogu sami pronaci odgovore,
identificirati subfenotipove (intermedijarne fenotipove) hipertenzije,
tj. patofizioloSke mehanizme koji mogu dovesti do bolesti,

nastaviti genotipsko karakteriziranje hipertenzije primjenom novih,
naprednijih  metoda genotipiziranja (gusée  genotipiziranje
koriStenjem novih bilega SNP) uz pronalazak nacina za daljnje
reduciranje genske heterogeniénosti,

razviti nove matemati¢ke modele za integraciju poznatih bioloskih
sustava,

utvrditi bioloSke mehanizme za poznate ¢imbenike koji su udruzeni s
hipertenzijom (npr. osjetljivost na unos NaCl),

otkriti prehipertenzivne fenotipove i njihove bioloske biljiege (ako se
dovoljno rano prepoznaju prohipertenzivni fenotipovi, mozda se
mozZe prevenirati ili zna¢ajno odgoditi pojava hipertenzije),

razviti nove oblike farmakoloskog pristupa hipertenziji kroz
otkrivanje funkcionalnih genskih polimorfizama koji su odgovorni za
razli¢ite odgovore na antihipertenzivnu terapiju,

i dalje se koristiti Zivotinjskim modelima, uz unaprjedenje tehnologija

za geneti¢ku manipulaciju (knock out ili transgenic¢ne Zivotinje).
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5.5. Buduénost kongeni¢nih Stakora BN.GH

Rezultate navedenih pokusa s kongeni¢nim BN.GH S$takorima trebalo bi
promatrati u Sirem kontekstu, tj. u kontekstu rezultata drugih sliénih studija s
hipertenzivnim modelima te rezultata humanih studija, s posebnim osvrtom na FBPP
jer su ovi pokusi njezin temeijni dio.

Niti jedan od kongeniénih $takora BN.GH nije pokazao poviSene vrijednosti
arterijskog tlaka, ali je u potrazi za genskim determinantama i za prohipertenzivnim
subfenotipovima nedvojbeno pronadeno kako neki kongeni¢ni sojevi (BN.GH2 i
BN.GH18), unato¢ normalnim vrijednostima glavnog fenotipa (arterijskog tlaka), ipak
imaju prohipertenzivne subfenotipove koji udovoljavaju kriterijima intermedijarnog
fenotipa. Jedan od glavnih razloga zbog €ega je odlu€eno da se kongeni¢ne Zivotinje
krizaju uz transfer samo jednog QTL-a iz GH na zdravu pozadinu BN &takora upravo
je bio omoguéavanje testiranja koncepta intermedijarnih fenotipova jer njihova
detekcija i testiranje svakako znace novitet u rjeSavanju problematike hipertenzije i
ostalih sloZzenih bolesti. Ras¢lambom sloZzenog fenotipa hipertenzije na nekoliko
intermedijarnih fenotipova, dodatno je pojednostavljen model te ¢e to vjerojatno
dovesti do otkri€a genskih ¢imbenika intermedijarnog fenotipa. Poznavanje uzroka
intermedijarnog fenotipa trebalo bi olak$ati pronalazak uzroka glavnog, sloZenog
fenotipa.

Jedan od najinteresantnijih prohipertenzivnih subfenotipova jest smanjena
osjetljivost barorefleksa u BN.GH18, a ispitivanjima je potvrdeno kako je to vazan
intermedijarni fenotip hipertenzije za koji su odgovorni geni unutar QTL-a na
kromosomu 18. Ti rezultati otvaraju novo pitanje: je li poremeceni barorefleks jedan
od genskih uzroka, rizi¢ni ¢imbenik ili samo slu¢ajan nalaz kod hipertenzivnih GH

§takora? Odgovore na to bi trebali dati iduéi pokusi u procesu pozicijskog kloniranja
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gena za barorefleks (stvaranje preklapaju¢ih kongeni¢nih 3takora za regiju na
kromosomu 18 te studije na genima kandidatima).

Rezultati pokusa u ovoj disertaciji doveli su do stvaranja nove hipoteze prema
kojoj je hipertenzija kod Zivotinjskog modela GH posljedica epistatskog djelovanja
viSe regija na genomu te kako je to hipertenzivni model s pragom podrazaja.

Ukratko, BN.GH kongenicni Stakori ¢e korisiti za stvaranje dvostruko i trostruko
kongeni¢nih Zivotinja koje ¢e imati dva ili sve QTL-e za hipertenziju na zdravoj
genskoj pozadini radi potvde nove hipoteze. Na taj bi se nacin trebale otkriti i

detaljnije proucavati mogucée epistatske interakcije u nhovom modelu.
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6. ZAKLJUCCI

U ovoj se disertaciji pokuSalo primjenom modernih genetic¢kih tehnika i
metodologija rasvijetliti etiologiju hipertenzije te pronaci odgovorne gene, odnosno
patofizioloSke procese s pomocu GH $takora te novostvorenih kongeni¢nih BN.GH
zivotinja. Navedenim pokusima doslo se do novih spoznaja, $to se moze predoditi u
nekoliko zaklju€aka:

A) Po prvi put je u€injena kompletna analiza povezanosti i skeniranje genoma u
populaciji F2 dobivenih krizanjem GH i BN Stakora te su su locirana podrucja
odgovorna za osam od devet pra¢enih kardiovaskulnih fenotipova i to na Sest
razli¢itih kromosoma (2, 3, 6, 10, 13 i 18).

B) Opisana su tri kljucna kromosoma s genima za regulaciju arterijskog tlaka u
GH Stakora (2, 6, i 18).

C) Stvorena su tri nova soja kongeni¢nih Zivotinja s hipertenzivnim QTL-ima na
zdravoj pozadini s ciljem isklju¢enja ucinka genomske pozadine te otkrivanja
prohipertenzivnih subfenotipova (intermedijarnih fenotipova).

D) Pojedinacni transfer svake od navedenih regija na kromosomu 2, 6 i 18 nije
bio dostatan da samostalno inducira pojavu hipertenzije.

E) BN.GH18 Stakori imaju poveéanu Zilnu osjetljivost na ANG [l te oStecenu
aktivnost baroreceptorskog refleksa unato¢ normotenziji.

F) BN.GH2 $takori imaju poviSenu razinu bazalnog metabolizma te povecéanu
Zilnu osjetljivost na ANG II.

G) Prikazana je korisnost metodologije ,rastavljanja“ ciljanog slozenog fenotipa

na jednostavnije subfenotipove te identifikacije intermedijarnih fenotipova.
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Posljedicno, navedeni rezultati doveli su do stvaranja nekoliko novih hipoteza

o hipertenziji u GH Stakora:

A) Kromosom 18 sadrzi gen(e) uklju¢ene u funkciju baroreceptorskog refleksa
Cija je poremecena aktivnost jedan od moguéih mehanizama u nastanku
hipertenzije.

B) Geni odgovornih za pojaéanu .osjetlivost na ANG |l se nalaze na
kromosomima 2 i 18 (npr. Agtr1b) te su odgovorni u patofiziologiji hipertenzije

C) Hipertenzija kod GH s$takora je posljedica epistatskog djelovanja viSe regija na

genomu odnosno GH je hipertenzivni model s ,u¢inkom praga podrazaja“.

Kako bi se potvrdile navedene hipoteze biti ¢e potrebito udinti slijedece
pokuse:

1.) Stvoriti nove, preklapajuée subkongeniCne sojeve s manjim djelovima
umetnutog genoma kao korak blize pronalazenju gena odgovornih za
osjetliivost baroreceptorskog refleksa (kromosom 18) te za pojacanu
osjetljivost na ANG Il (kromosom 2), nakon ¢ega bi trebalo identificirati gene
kandidate te odrediti razinu njihova izrazaja te sekvenciju.

2.) Odrediti osjetljivost baroreceptora u slicnom hipertenzivnom modelu (npr.
Lyon Stakori) te potvrditi iste gene kandidate.

3.) Stvoriti  dvostruko ili trostruko kongeni€ne Zivotinje krizanjem svih
kongeni¢nih BN.GH sojeva. Tim bi se pristupom trebale objasniti interakcije
izmedu gena u razli¢itim QTL-ima, odnosno mehanizam epistaze te ,uCinak

praga podrazaja“ u genezi hipertenzije.

Ukratko, rezultati transfera hipertenzivnih QTL regija na kromosomima 2, 6 i

18 na pojavu hipertenzije u BN.GH kongeni¢nih Zivotinja, iako negativni, ipak su
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urodili novim i interesantnim spoznajama o ulozi pojedinih segmenata genoma. Jo$
jednom je potvrdena je spoznaja kako za sloZzene bolesti kao $to je hipertenzija, geni
iz jednog podruéja genoma (QTL) na zdravoj genetskoj pozadni ipak nisu dostatni da
samostalno uzrokuju pojavu fenotipa/bolesti. Nadalje je pokazano da genska
pozadina i njezine interakcije imaju vrlo vaznu, €esto zanemarenu ulogu. Isto tako je
potvrdena je nuznost identifikacije i prou¢avanja intermedijarnih prohipertenzivnih
fenotipova, njihovih interakcija te detekcija njihovih genskih determinanti koje
svakako mogu pomod¢i u razumijevanju nekih od mehanizama ukljuCenih u
homeostazu arterijskog tiaka.

Pokusi koji ¢e usljediti u svrhu potvrdivanja novih hipoteza dodatno bi trebali
objasniti interakcije izmedu gena u razli¢itim QTL-ima, regulaciju uzro¢no-
posliedicnih ili kompenzacijskih mehanizama. Ukoliko se dvostruko ili trostruko
kongeniéni sojevi pokaZu hipertenzivnima, to ¢e nedvojbeno potvrditi postojanje
epistaze i modela praga podraZaja. Nakon toga ¢e uslijediti stvaranje novih
subkongeniénih sojeva sa manjim djelovima umetnutog genoma te identifikacija gena
kandidata. Uz pomoé¢ modernih bioinformatic¢kih alata slicni i isti geni mogu se
jednostavno identificirati i u ljudskoj populaciji.

Otkri¢a jednog ili viS§e gena i mehanizama odgovornih za nastanak hipertenzije
u eksperimetalnih Zivotinja, odnosno u ljudskoj populaciji, trebala bi dovesti do boljeg
razumijevanja patogeneze te otvoriti vrata novim, ucinkovitijim terapijskim

smjernicama ove problemati¢ne bolesti.
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7. SAZETAK

U ovoj je disertaciji opisan pokusaj rasvjetljavanja etiologije hipertenzije s
pomoc¢u kongenicnih Stakora BN.GH, geneti¢ki modificiranih pokusnih Zivotinja.
Navedeni su pokusi dio multicentricne studije Family Blood Pressure Program
(FBPP) Nacionalnog instituta za bolesti srca, pluéa i krvi Sjedinjenih Americkih
Drzava (NHLBI), kojoj je temeljni cilj pozicijski klonirati gen(e) za hipertenziju koristeci
se, medu ostalim, i Zivotinjskim (GH) modelom hipertenzije.

Glavni je cilj disertacije bio odrediti kako odabrani dio genoma $Stakora GH na
zdravoj genskoj pozadini utjeCe na vrijednosti arterijskog tlaka, biokemijske i
hormonske pokazatelje, reakciju organizma na stres ispitivanu s pomocu potentnih
vazopresora (angiotenzin |l — ANG Il i noradrenalin - NA) te na blokadu sinteze
dusi¢nog oksida s N-nitro L-arginin metil esterom (L-NAME), kod svih novostvorenih,
geneticki modificiranih sojeva Stakora.

Najprije je genskim analizama s pomoc¢u F2 generacije dobivene krizanjem
genski hipertenzivnih (GH) i Brown Norway (BN) Stakora otkriveno viSe vaznih
podru¢ja na genomu od kojih su tri, i to na kromosomima 2, 6 i 18, povezana s
hipertenzijom. Nakon toga, kao sliedeéi korak u procesu pozicijskog kloniranja,
selektivnim su krizanjem stvorena tri nova kongeni¢na soja koja imaju ciljani dio
genoma bolesnog $§takora (GH) na genskoj podlozi zdravog Stakora (BN). Ta tri
novostvorena soja su: BN.GH-(D2Rat22-D2Mgh11)/Mcwi (u daljnjem tekstu
BN.GH2); BN.GH-(D6Mit12-D6Rat15)/Mcwi (BN.GH6) te BN.GH-(D18Rat41-
D18Mgh4)/Mcwi (BN.GH18).

NaZalost, niti jedan od navedenih kongeni¢nih sojeva nije pokazao statisticki
znadajno povisenje arterijskog tlaka u odnosu na normotenzivne Stakore BN. Budu€i

da je vrlo vjerojatno kako hipertenzija nastaje kao posljedica poremecaja u jednom ili
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viSe regulatornih mehanizama, dodatnim je pokusima, koji su medu ostalim ukljudili i
primjenu vazopresora, biokemijske pretrage te biometrijska mjerenja, pokusano
utvrditi imaju li novostvoreni Stakori neke od subfenotipova hipertenzije (engl.
intermediate phenotypes) koji su mozda manjkavi, ali sami po sebi ne dovode do
porasta arterijskog tlaka zbog aktivnosti ostalih kompenzacijskih mehanizama.
Takvim se pristupom poku$ao ubrzati proces otkrivanja odgovornih gena, i to
“rastavljaju¢i® glavni, slozeni fenotip (u ovom slucaju hipertenzija) na vise
jednostavnijin prohipertenzivnih subfenotipova za koje se vjeruje da su pod
kontrolom ograni¢enog, manjeg broja gena. Nasi podaci sugeriraju kako dva od tri
novostvorena soja imaju znacajno razliCite prohipertenzivne subfenotipove kao sto su
pojadana Zilna reakcija na angiotenzin Il (BN.GH2 i BN.GH18) te smanjenu
osjetljivost baroreceptorskog refleksa (BN.GH18) u odnosu na kontrolne Stakore BN.
Navedeni subfenotipovi su genski uvjetovani jer je sama zamjena zdravog dijela
genoma bolesnim znatno promijenila Zilnu reakciju na angiotenzin |l te osjetljivost
barorefleksa.

Na temelju rezultata ovog istrazivanja moze se zakljuCiti da hipertenzija kod
Stakora GH nije uzrokovana uéinkom jednog «glavnog» gena, odnosno da je
potrebna prisutnost vise od jednog disfunkcionalnog dijela genoma kako bi se
pokrenuo patofiziolo$ki proces odgovoran za nastanak ili odrzavanje hipertenzije.
Hipertenzija u stakora GH vjerojatno je posljedica epistaze (aditivhog ucinka vise
gena), odnosno posljedica ,uc¢inka praga“ (engl. threshold model), a $to Ce trebati
utvrditi dodatnim pokusima. Jedan od nacina provjere te nove hipoteze jest stvaranje
novih kongeni¢nih sojeva koji ¢e sadrZavati viSe od jednog, odnosno sva podrucja
genoma odgovorna za hipertenziju kod Stakora GH na normotenzivnoj genskoj
pozadini. S ovim pristupom biti ée moguée detaljnije objasniti epistatske interakcije

medu genima kao i regulaciju uzroénih i/ili kompenzatornih mehanizama.

85




8. SUMMARY

The role of BN.GH congenic rat strains in genetic dissection of hypertension

This dissertation represents an attempt to dissect the genetic etiology of
hypertension using a genetically modified experimental model: BN.GH congenic rats.
All described experiments were a constitutive part of the NHLBI Family Blood
Pressure Program. The objective was to positionally clone hypertension gene(s) and
to accelerate genetic studies in humans using a GH model.

The aims of this study were to determine how selected regions of the GH
genome on the healthy genomic background, affect blood pressure regulation, blood
biochemistry, thyroid hormone levels and vasoactive responses to challenge with L-
NAME, NA and ANG II.

We mapped three quantitative trait loci (QTL) contributing to hypertension on
chromosomes 2, 6 and 18, using an F2 intercross between the GH/Omr (GH) and
normotensive BN/Elh (BN) strains. Congenic strains for each of the three
hypertension loci were generated, introgressing each QTL from the hypertensive GH
onto the normotensive BN background as follows: BN.GH-(D2Rat22-D2Mgh11)/Mcwi
(BN.GH2); BN.GH-(D6Mit12-D6Rat15)/Mcwi (BN.GH6) and BN.GH-(D18Rat41-
D18Mgh4)/Mcwi (BN.GH18).

None of the congenics showed a significant increase in basal blood pressure;
given the likelihood that hypertension results from variation in a number of pathways,
we investigated the possibility that underlying intermediate phenotypes were
dysfunctional but did not independently lead to increased blood pressure.
Consequently, the effects of pharmacological challenges on blood pressure

regulation, biometric measurements and blood biochemistry were studied. With this
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approach we tried to speed up the gene discovery process by dissecting the main,
complex phenotype (in this case hypertension) into prohypertensive sub-phenotypes,
which are under the control of a limited number of genes.

Our findings suggest that BN.GH2 and BN.GH18 congenic rats do have
significantly different blood pressure sub-phenotypes (phenotypes hypothesized to
be intermediate phenotypes) and decreased baroreceptor sensitivity (only BN.GH18)
compared to BN. These phenotypes are strongly genetically determined since single
QTL introgression significantly changed vasoreactivity and baroreflex sensitivity.

These data suggest that the development of hypertension in GH rats is not
under the control of a single “main” gene and that is necessary to have more than
one dysfunctional part of the genome to initiate onset of hypertension.

Furthermore, hypertension in this model is probably induced by an epistatic
effect of more than one part of the genome, which when combined, may exceed a
threshold effect leading to hypertension. One possible approach to determine a
threshold or background effect would be to construct double or triple congenic
animals by crossing all existing congenic BN.GH lines. This may permit the
elucidation of gene — gene interactions and the regulation of causative and/or

compensatory pathways.
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1997 — 1998. Pripravnik, Dom zdravlja Sibenik,
Hrvatska

Clanstvo u profesionalnim organizacijama:

Ostale aktivnosti:

1997 - Hrvatski lije&nicki zbor
1999 - Hrvatska lije¢ni¢ka komora od 1999.
2003 - World Association of Croatian

Physician (WACP)

1996 - 1997. Predsjednik Studentske udruge
Medicinskog fakulteta Zagreb - Hipokrat

1994 -1996. Studentski predstavnik u Vije¢u godista
na Medicinskom fakultetu Zagreb




Nagrade: 1995 - 1996. Godisnje stipendije Sveudilista u
Zagrebu

Publikacije i prezentacije na znanstvenim skupovima:

1. Bilusic M, Barreto N, Tschannen M, Moreno Quinn C, Harris EL, Porteous WK,
Thompson CM, Grigor MR i sur. Intermediate phenotyping of GH.BN congenics
suggests traits underpinning hypertension (u pripremi za Physiological Genomics).

2. Bilusic M, Barreto N, Tschannen M, Harris J, Jacob HJ, and Kwitek EA: Double
congenics BN.GH2.18 — an animal model for threshold effect in hypertension?
Prezentacija na znanstvenom skupu The Biology of Genomes, svibanj 2005. Cold
Spring Harbor, NY, SAD.

3. Bilusic M, Bataillard A, Tschannen M, Gao L, Barreto N, Vincent M, Tao W, Jacob
HJ , Sassard J, Kwitek AE: Mapping the genetic determinants of hypertension,
metabolic diseases and related phenotypes in the Lyon hypertensive rat.
Hypertension 2004,44:695-701.

4. Bilusic M, Barreto N, Tschannen M, Harris J, Jene S, Jacob HJ, and Kwitek EA:
Congenic BNGH2 - normotensive strain despite increased vasopresor sensitivity
and T3 level. Prezentacija na znanstvenom skupu FASEB, travanj 2004. Washington,
DC, SAD.

5. Bilusic M, Barreto N, Tschannen M, Harris J, Jene S, Jacob HJ, and Kwitek EA:
Congenic BNGH18 rats — an animal model for impaired baroreceptor sensitivity?
Prezentacija na znanstvenom skupu Physiological Genomics & Rat Models Meeting,
prosinac 2003. Cold Spring Harbor, NY, SAD.

6. Bilusic M, Barreto N, Tschannen M, Harris J, Jene S, Jacob HJ, and Kwitek EA:
BNGH6 rats for the genetic dissection of hypertension? Poster prezentacija na
znanstvenom skupu FASEB, travanj 2003. San Diego, CA, SAD.

7. Bilusic M, Bataillard A, Gao L, Tschannen M, Kwitek EA, Jacob HJ, and Sassard J.
Quantitative trait loci mapping for blood pressure and related phenotypes in a cross
between Lyon hypertensive (LH) and Lyon normotensive (LN) rats. Poster
prezentacija na znanstvenom skupu Council for High Blood Pressure Research,
rujan 2002. Orlando, FL, SAD.

8. Mahovlic V, Audy-Jurkovic S, Ovanin-Rakic A, Bilusic M, Veldic M, Babic D,
Bozikov J, Danilovic Z. Digital image analysis of silver-stained nucleolar organizer
region--associated proteins in endometrial cytologic samples. Analyt Quant Cytol
Histol 1999; 21: 47-53.
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