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Sommario

Introduzione: l'associazione di polimorfismi a singolo nucleotide (SNPs) del sistema
adrenergico con l'ipertensione arteriosa essenziale (1A) e con la risposta antiipertensiva ai
beta-bloccanti rimane incerta e dibattuta. Gli studi basati sugli aplotipi consentono di
analizzare l'effetto combinato di piu' SNPs e aumentano l'informativita' degli studi di
associazione. Lo scopo del nostro studio €' stato, pertanto, di analizzare I'associazione
degli aplotipi del sistema adrenergico con I'lA e con la risposta pressoria alla terapia con
atenololo. Materiali e Metodi: 1112 pazienti ipertesi mai trattati e 203 normotesi sono
stati sottoposti ad analisi genetica: 8 SNPs in linkage disequilibrium, appartenenti ai geni
codificanti per il recettore adrenergico beta1 (Ser49Gly e Arg389Gly), beta2(Cys19Arg,
Gly16Arg e GIn27Glu) e la sub-unita' beta della proteina G (A3882C, G5249A e C825T)
sono stati genotipizzati tramite PCR , seguita da RFLP o Realtime Tag-Man PCR. In un
sottogruppo di pazienti ipertesi (n=340) e' stata inoltre valutata I'associazione degli
aplotipi con la IA e con la risposta pressoria ad atenololo 50 mg 2 volte al di' (Haploview
3.2, Stata 9.0). Risultati: nell'intera coorte i singoli SNPs non erano associati con I'lA ne'
con la risposta pressoria; nelle sole femmine gli SNPs e gli aplotipi della proteina G erano
associati con la risposta alla terapia (p<0.05). Conclusioni: il nostro studio conferma
I'associazione sesso-specifica dei polimorfismi della proteina G con la risposta pressoria
all'atenololo. Nessun vantaggio sostanziale €' emerso dall'analisi degli aplotipi rispetto a

quella fondata sui singoli SNPs.
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Introduzione

L'ipertensione arteriosa (IA) €' una patologia a larga diffusione in Italia e nel
mondo, con una prevalenza del 30% circa nella popolazione generale e fino
al 75% nella fascia di eta' dai 70 anni in su [1]. L'IA €' una malattia
complessa: essa deriva, infatti, dall'insieme di fattori genetici predisponenti e
fattori ambientali "scatenanti" la malattia [2-3]. L'incremento dei valori di
pressione arteriosa oltre il limite di normalita' (>140/90 mmHg) si associa ad
un aumentato rischio di sviluppare malattie cardiovascolari, come dimostrato
da studi osservazionali di lunga durata su coorti di ampie dimensioni [4]. La
normalizzazione della pressione arteriosa, sia essa ottenuta con la correzione
dello stile di vita o con i farmaci, si accompagna alla riduzione di tale rischio,
ma non alla sua scomparsa. La protezione cardiovascolare, inoltre, varia a
seconda del distretto interessato, essendo significativa per il distretto
cerebrale, meno rilevante per quello renale e non clinicamente significativa

per quello cardiaco [5].

Circa il 30-40% dei pazienti trattati con una delle principali classi di farmaci
antiipertensivi in monoterapia vede la sua pressione arteriosa normalizzata
(<140/90 mmHg) [6]: tuttavia, la risposta antiipertensiva non e' predicibile
sulla base di dati clinici, di laboratorio o strumentali, pertanto la scelta di una
determinata molecola nel paziente iperteso, se non guidata da precise
indicazioni in presenza di comorbidita’, e' assolutamente casuale. La
riduzione dei valori della pressione arteriosa sotto terapia, infatti, dipende
anch'essa da numerosi meccanismi in gran parte ignoti, alcuni dei quali
sicuramente genetici [7]. E' stato stimato che la componente genetica

corrisponde al 20-95% della variabilita' dell'effetto farmacologico [8].

La farmacogenomica €' lo studio dell'effetto dei geni sulla risposta ai farmaci
[9]: essa €' pertanto un tratto complesso, che riconosce una base poligenica e

numerosi altri fattori, in gran parte non ancora identificati.

Numerosi studi di associazione tra polimorfismi genetici e I'l|A o la risposta
antiipertensiva alla terapia sono stati riportati in letteratura [10], ma
l'individuazione di polimorfismi coinvolti nella loro patogenesi spesso non e'

stata confermata. Tra i motivi per cui tali risultati siano stati spesso
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contrastanti riteniamo opportuno citare le piccoli dimensioni dei campioni
analizzati, la imprecisa applicazione della diagnostica, con erronea selezione
dei casi e dei controlli, I'analisi di parametri biologici senza adeguato wash-
out farmacologico. Infine, spesso la scelta dei geni da analizzare €' stata
obiettivamente casuale, senza un serio razionale che permettesse di legare
da un punto di vista fisiopatologico il polimorfismo genetico con il fenotipo.
Sarebbe auspicabile, infatti, lo studio dell'associazione di un polimorfismo
genetico codificante per una proteina (sia essa un enzima, un recettore, o un
trasportatore di membrana) coinvolta in un determinato sistema regolatore
con I'lA e con la risposta antiipertensiva ad un farmaco che, coerentemente,
agisca su quel determinato meccanismo [11].

Il sistema adrenergico €' uno dei maggiori regolatori della pressione arteriosa
(PA) nell'uomo: recettori adrenergici sono localizzati nei vasi, di cui inducono
costrizione (recettori alfa1) o dilatazione (recettori beta2); essi sono anche
presenti nel cuore (recettori beta1) e la loro stimolazione regola la frequenza
cardiaca, I'eccitabilita’ e I'inotropismo. L'attivazione dei recettori adrenergici
beta1 situati nelle cellule juxtaglomerulari, invece, attiva il sistema renina-
angiotensina-aldosterone, anch'esso deputato al controllo della pressione
arteriosa. Oltre ai recettori adrenergici, anche le proteine G sono coinvolte
nella regolazione della pressione arteriosa modulando, con attivita'
stimolatoria o inibitoria, I'effetto dei recettori adrenergici a cui sono accoppiati.
Per i motivi sopra elencati i geni codificanti i recettori adrenergici e le proteine
G sono logici geni candidati per lo studio dell'lA e della farmacogenomica dei
beta-bloccanti. L'associazione di varianti genetiche singole dei recettori
adrenergici e delle proteine G con I'lA o con la risposta antiipertensiva ai
beta-bloccanti e' stata riportata dal nostro gruppo e da altri gruppi di Ricerca,
con risultati contrastanti [12-17].

Uno dei limiti di tali studi potrebbe essere il fatto di aver analizzato
polimorfismi genetici a singolo nucleotide (SNP) cioe' mutazioni a carico di un
nucleotide che si traducono o meno in modificazioni aminoacidiche. Negli
ultimi anni, tuttavia, e' emersa l'importanza degli aplotipi negli studi di
genetica. Gli aplotipi sono combinazioni di due o piu' SNP situati a breve
distanza sullo stesso cromosoma o comunque in 'linkage disequilibrium' tra di

loro. Quando due o piu' polimorfismi sono in 'linkage disequilibrium’,
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determinate combinazioni alleliche sono ereditate piu' frequentemente di
altre, con un rapporto diverso rispetto alle leggi mendeliane e cioe'
statisticamente differente da quanto atteso per effetto del caso.

Gli studi basati sugli aplotipi sembrano offrire maggiori vantaggi rispetto agli
studi basati sugli SNP perche' consentono di misurare I'effetto combinato di
diversi polimorfismi su un determinato fenotipo (ad esempio, IA o risposta
antiipertensiva) che e' invece poligenicamente determinato: cosi', mentre
I'analisi di un singolo SNP con la risposta anttiipertensiva potrebbe piu'
facilmente portare ad un'eventuale interpretazione errata, I'analisi
contemporanea e combinata di piu' SNP consentirebbe di valutare la
relazione tra la risultante dei singoli effetti e la risposta antiipertensiva. A
differenza dell'analisi di singoli SNP, che piu' probabilmente si accompagna
alla identificazione di falsi positivi o falsi negativi, lo studio degli aplotipi
aumenta la probabilita’' di trovare una "vera" associazione con il fenotipo sotto
studio [18-20].

Aplotipi sono stati identificati a carico del recettore adrenergico beta1
(ADRB1) [21], beta2 (ADRB2) [22] e per la subunita' beta della proteina G
accoppiata ai recettori adrenergici [23].

L'aplotipo dellADRB1 e' stato associato con la risposta antiipertensiva al
metoprololo in pazienti con IA non complicata [13], mentre gli aplotipi dell'
ADRB2 sono stati studiati in relazione all'lA e ai valori di pressione arteriosa,
ma anche in questo caso i risultati ottenuti sono stati contrastanti [22, 24-27],
in gran parte per i motivi elencati sopra. Gli aplotipi del sistema adrenergico
sono anche stati messi in relazione con le malattie cardiovascolari [24, 26-31]
ma anche con la fibromialgia e con i valori di colesterolo LDL e trigliceridi [32-
34].
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Scopo dello studio

Lo scopo del nostro studio e' stato di esaminare I'associazione di aplotipi del
sistema adrenergico con I'lA e con la risposta antiipertensiva ai beta-bloccanti
in uno studio caso-controllo e in una coorte di pazienti ipertesi sottoposti a

terapia con un beta-bloccante.
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Materiali e metodi

1) Studio caso-controllo: lo studio caso-controllo & stato effettuato a partire da

una coorte iniziale di 1557 pazienti, mai trattati, affetti da ipertensione
essenziale e 241 controlli normotesi; gli aplotipi dei geni ADRB1, ADRB2 e
GNB3 (vedi oltre) sono stati genotipizzati in 1112 ipertesi e 203 normotesi.
Queste coorti includevano 462 soggetti gia esaminati [12] e 853 nuovi pazienti
e soggetti arruolati in accordo con gli stessi criteri gia' riportati [12].

Sia i pazienti ipertesi che i controlli normotesi erano di razza caucasica, non
imparentati tra di loro e provenienti da aree del nord Sardegna riconosciute
come geneticamente omogenee [35].

L’'insorgenza diipertensione arteriosa (confermata da valori di PA=140/90
mmHg sia durante che alla fine delle 8 settimane del periodo osservazionale,
come media di 3 misurazioni per visita, tramite l'utilizzo di un dispositivo
elettronico con bracciate di dimensioni adeguate) doveva precedere il

compimento dei 60 anni di eta.

| casi erano pazienti ipertesi di nuova diagnosi che non erano mai stati trattati in
precedenza con farmaci antiipertensivi o con la dieta o che erano senza terapia
da almeno 6 mesi per interruzione spontanea del trattamento antiipertensivo.
L’ipertensione arteriosa secondaria, le malattie sistemiche croniche ed
importanti eventi acuti sono stati esclusi in accordo con le linee guida
internazionali [36]. Anche i pazienti con danno d’organo o sintomi correlati

all'ipertensione arteriosa sono stati esclusi.

I normotesi del gruppo di controllo (media di 3 misurazioni di PA <135/85 mmHg
in assenza di trattamento antiipertensivo) avevano un’eta superiore ai 60 anni
senza una storia personale e/o familiare di ipertensione arteriosa o malattie
cardiovascolari.

Il protocollo dello studio & stato approvato dal comitato etico locale e tutti i
pazienti e i soggetti hanno firmato un consenso informato per lo studio e per le
analisi genetiche. Il consenso informato & stato ottenuto in accordo con la
Dichiarazione di Helsinki: la firma del paziente & stata ottenuta dal medico in
presenza di un testimone dopo una chiara presentazione orale del background,

dello scopo e della metodologia dello studio.
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2) Studio di farmacogenomica: lo studio di farmacogenomica & stato effettuato

alla fine del periodo osservazionale in un sottogruppo della coorte di ipertesi
(n=340) che ha assunto atenololo 50mg due volte al di; la PA & stata
monitorata per 8 settimane a intervalli di 2 settimane.

| valori a 4 e 8 settimane sono stati utilizzati per I'analisi in accordo con il nostro
precedente protocollo [12].

Per tutti i soggetti in studio sono stati analizzati i seguenti polimorfismi genetici:

ADRB1 (10g24-926): A145G (Ser49Gly), rs1801252
C1165G (Arg389Gily), rs1801253

ADRB2 (5q32-g34): T-47C (Cys19Arg), rs1042711
G46A (Gly16Arg), rs1042713
C79G (GIn27Glu), rs1042714

GNB3 (12p13): A3882C (intron 9), rs11064426
G5249A (intron 9), rs2301339
C825T (Ser5500Ser), rs5443.

I DNA genomico € stato estratto a partire da 10 ml sangue intero e fatto
precipitare con etanolo al 99%(Talent Extraction kit, Trieste, Italy).

La genotipizzazione ¢ stata effettuata nei seguenti modi:

. Il segmento di DNA contenente il polimorfismo C825T &' stato amplificato
mediante PCR (Polymerase Chain Reaction) con la seguente metodica:
Primers:5'-tgacccacttgccacccgrge-3' e 5'-gcagcagccagggcetggce-3'

(file termico:94°C per 5m seguita da 35 cicli a 94°C per 60s, 67°C per 45s,
72°C per 60s, con un estensione finale a 72°C per 10m) ed in seguito
sottoposto a RFLP mediante enzima di restrizione con la produzione di
frammenti piu corti (BseDI --Fermentas). File termico :37°Cper 15m e 80°C per
5m.

. il polimorfismo T-47C e' stato genotipizzato tramite PCR (primers 5'-
CTGAATGAGGCTTCCAGGCGTC-3'e 5'-CGCTCGAACTTGGCAATGGCTG-
3' (file termico:94°C per 2m seguita da 40 cicli a 94°C per 40s, 64°C per 40s,

72°C per 50s, con un' estensione finale a 72°C per 5m) e successiva

Francesca Frau, “Aplotipi del sistema beta-adrenergico e risposta ai beta-bloccanti”,
Tesi di dottorato in Scienze Biomediche, indirizzo in Fisiopatologia Medica,
Universita degli studi di Sassari



digestione con MspA1l (New England Biolabs, file termico:37°C per 1h, 65°C
per 20m). La discriminazione allelica &€ stata effettuata in base al numero e alla
posizione delle bande ottenute dopo la digestione enzimatica del prodotto della

PCR e della corsa elettroforetica (gel di agarosio).

. Sono stati genotipizzati i polimorfismi G46A , C79G,549G, R389G, A3882C
and G5249A mediante Realtime PCR (Tag-Man ABI Prism 7700): tale
metodica e' stata effettuata presso il Laboratorio di Dipartimento di Scienze e
Tecnologie Biomediche dell’Universita di Milano coordinato dal Prof. Daniele
Cusi, sotto la responsabilita della Prof.ssa Cristina Barlassina durante un
periodo di 40 giorni nel corso dell'ultimo anno di Dottorato. Sono stati utilizzati
per ogni campione: 0.2ul di saggio 40X , 4ul di master mix 2x, 0.16 ul di rox
50x, 2 ul di DNA.

La PCR real time € un metodo che, grazie all'uso di una sonda rivelatrice,
incrementa significativamente la specificita e permette la quantificazione dei
prodotti di amplificazione di DNA. La sonda costruita a partire da uno stampo di
RNA possiede un rivelatore di fluorescenza (reporter) ad una estremita ed un
attenuatore (quencher) di fluorescenza al lato opposto della sonda. La stretta
vicinanza dell'attenuatore (quencher) al rivelatore (reporter) impedisce
l'individuazione della propria fluorescenza; una rottura della sonda da parte di
un'attivita esonucleasica 5'->3' della Taq polimerasi rompe la stretta vicinanza
rivelatore-attenuatore e percio permette I'emissione di fluorescenza non
attenuata. Un aumento del prodotto é rilevato dalla sonda reporter ad ogni ciclo
di PCR, provocando un proporzionale aumento di fluorescenza, a causa della
rottura della sonda e del rilascio del reporter. La discriminazione allelica &
avvenuta con 'uso di sonde fluorogeniche (fluorogenic Tagmar® probes on a

7500 Fast Real Time system,Applied Biosystems Foster City CA).
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Analisi statistica
Le caratteristiche di base sono state analizzate con StataSE 9.2. Per le
variabili distribuite in modo non normale sono state effettuate le trasformazioni
matematiche adeguate. |l t-test per campioni indipendenti o il 'Wilcoxon rank
sum test' sono stati utilizzati rispettivamente per I'analisi di dati con
distribuzione normale e non (tabella 1).
Per testare I'Hardy-Weinberg (HW) equilibrium, il linkage disequilibrium ed
eseguire I'analisi di associazione degli SNPs e degli aplotipi con l'ipertensione
essenziale come tratto categorico (ipertesi contro normotesi), & stato utilizzato
Haploview 3.2.
Per I' analisi di associazione genetica con la risposta pressoria all’atenololo , i
valori di PA a 4 e 8 settimane meno i valori basali (delta PA) sono stati valutati
come tratto quantitativo (StataSE 9.2).
L’ANOVA ¢ stata utilizzata per I'analisi degli SNPs, mentre il modello di
interazione tra loci "between-loci interaction" € stato testato per le analisi
aplotipiche (StataSE 9.2) [37].
La fase aplotipica e' stata dedotta tramite un algoritmo (standard EM algorithm)
basato sulla 'maximum likelihood' [37, 38]. In accordo con il nostro precedente
lavoro, il campione é stato inoltre stratificato per sesso [12].
Il potere del nostro studio & stato stimato come il potere di individuare una
differenza di 10 mmHg nel delta della PA sistolica o di 5 mmHg nel delta della
PA diastolica tra gruppi di genotipi: con un livello di significativita' di 0.05, il
potere era = 0.92 per tutti i genotipi. Un valore di p di 0.05 o inferiore & stato

considerato come significativo.
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Risultati

Le caratteristiche di base delle coorti degli ipertesi e dei normotesi sono
riportate nella tabella 1.

La differenza significativa nell'eta’ e nei valori di PA era legata ai criteri di
selezione delle coorti in studio. L’equilibrio di Hardy-Weinberg & stato rispettato
per gli SNPs dei geni ADRB1 e GNB3 ma non per quelli del’ADRB2 (tabella 2),
confermando il nostro precedente riscontro [12]. Per ogni gene gli SNP erano in
linkage disequilibrium (D' tra 0.94 e 0.95).

1) Studio caso-controllo: I'associazione con lipertensione essenziale & stata
esclusa per tutti gli SNPs in esame (tabella 2). Non e stata trovata nessuna
associazione nemmeno dopo aver applicato la stratificazione per sesso. Le
frequenze aplotipiche e I'associazione con I'lA sono riportate nella tabella 3.
Anche in questo caso non € stata trovata nessuna associazione nella coorte

combinata ne' dopo la stratificazione per sesso.

2) Studio di farmacogenomica: la tabella 4 mostra I'associazione tra i genotipi
del gene GNB3 con la risposta pressoria all’atenololo come tratto quantitativo:
nella coorte combinata (pannello in alto) i soggetti 'wild-type' mostravano una
maggiore riduzione della pressione sistolica sia dopo 4 che dopo 8 settimane di
trattamento. La riduzione della pressione diastolica invece non &
significativamente influenzata dal genotipo. Dopo stratificazione per sesso &
stata trovata 'associazione tra il genotipo GNB3 e la risposta pressoria (APAS e
APAD) nelle femmine (pannello in basso) ma non nei maschi (p>0.05).

Quando sono stati analizzati gli aplotipi, solo la diminuzione della PAS dopo 4
settimane di trattamento era associata con gli aplotipi GNB3 nella coorte
combinata, mentre il delta PAS e il delta PAD a 8 settimane non era associato
(tabella 5, pannello in alto).

Nelle femmine, I'associazione con gli aplotipi della GNB3 con il delta PAS
persisteva sia dopo 4 che dopo 8 settimane di terapia, mentre nei maschi

I'associazione scompariva (tabella 5, pannello centrale e basso).
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| singoli SNPs e gli aplotipi dei geni ADRB1 e ADRB2 non predicevano la risposta
pressoria all’atenololo né nella coorte combinata né dopo stratificazione per sesso

(p>0.05, dati non mostrati).
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Discussione

Nel presente studio abbiamo analizzato pazienti ipertesi mai trattati e controlli
normotesi, per determinare I'associazione di aplotipi del sistema adrenergico
con l'ipertensione arteriosa essenziale e con la risposta pressoria all’atenololo.
Poiché solo pochi dati su questo argomento sono disponibili in letteratura si
deciso di estendere il nostro precedente lavoro, basato su diversi SNPs del
sistema adrenergico, agli aplotipi conosciuti dei geni dei recettori adrenergici
beta1, beta2 e della G-protein e di incrementare la numerosita delle nostre
coorti precedenti.

Nel presente studio nessuno degli SNPs o degli aplotipi era distribuito in
maniera differente tra gli ipertesi e i normotesi. In particolare non & stata trovata
conferma della nostra precedente scoperta dell’associazione di Gly16Arg
(ADRB2) con l'ipertensione arteriosa essenziale, poiché € stata trovato solo un
debole e non significativo eccesso di eterozigoti tra i normotesi. Il motivo
principale di quest’apparente discrepanza € probabilmente il maggior numero di
casi e controlli rispetto al nostro precedente lavoro. Curiosamente, tutti gli
SNPs dell' ADRB2 erano in HW disequilibrio.

Si & provato a minimizzare il rischio di errori dovuti alla stratificazione di
popolazione e alla genotipizzazione con l'arruolamento dei casi e dei controlli
dalle stesse aree geografiche e con un doppio controllo della genotipizzazione.
Inoltre I' HW disequilibrium per Gly16Arg e per GIn27Glu era gia stato
osservato in altre coorti Europee [28].

In questo studio € emersa per la prima volta I'associazione sesso-specifica
degli SNPs in linkage disequilibrium con il polimorfismo C825T con la risposta
pressoria all'atenololo: nelle femmine, i portatori del wild type mostravano una
maggiore riduzione della pressione arteriosa sistolica e diastolica dopo la
terapia, mentre gli aplotipi della GNB3 predicevano solamente una
diminuzione della pressione arteriosa sistolica. Nei maschi, al contrario, la
risposta al trattamento con I'atenololo non cambiava in relazione alle varianti
della G-protein. Questo lavoro conferma il ruolo del 'contesto' all'interno delle
complesse relazioni tra le varianti genetiche e il fenotipo finale, com' & noto da

diversi anni [39].
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La nostra precedente ipotesi era che il meccanismo che correla l'allele T825
all'ipertensione, come nell'ipertrofia vascolare [21], agisce di piu nelle femmine
mentre & inattiva nei maschi.

Poiche' le varianti della GNB3 non erano associate con l'ipertensione nel nostro
studio, possiamo ipotizzare che il loro effetto sia evidente in un fenotipo “piu
vicino” ( risposta pressoria), mentre pud non essere visibile in un fenotipo piu
lontano (ipertensione arteriosa) a causa dell'interferenza di altri meccanismi,
come l'ambiente, il contesto e altri geni [39].

La domanda che scaturisce dal nostro, cosi' come da altri lavori sugli aplotipi, &
se l'approccio basato sugli aplotipi aggiunga piu informazioni rispetto a quella
con semplici SNPs negli studi di associazione e di farmacogenomica: nel
nostro caso l'analisi degli aplotipi della GNB3 non ha portato sostanziali
vantaggi rispetto a quella effettuata sui singoli SNPs. Infatti I'associazione tra la
risposta diastolica con GNB3 spariva completamente con I'analisi degli aplotipi
ed il grado di associazione con la caduta della pressione sistolica era ridotto.
Diversi studi sulle malattie complesse attribuiscono un valore addizionale agli
aplotipi  rispetto agli SNPs [17, 28-30]. Al contrario, quando Binder e
collaboratori analizzarono la relazione tra i polimorfismi ADRB2 e l'ipertensione
arteriosa, l'allele GIn27 da solo mostro' una piu forte associazione con la
pressione arteriosa diastolica rispetto all'aplotipo contenente il polimorfismo
GIn27 [14].

Gli aplotipi del sistema adrenergico sono stati correlati con le malattie
cardiovascolari [14, 16, 17, 31-34] con la risposta pressoria [35], ma anche con
disordini non cardiovascolari [40-48].

La letteratura sugli aplotipi del sistema renina-angiotensina-aldosterone
(RAAS) & ricca di studi che descrivono l'associazione con l'ipertensione
arteriosa o con la risposta pressoria degli inibitori del sistema renina-
angiotensina-aldosterone [49-56]. In questo studio abbiamo arruolato pazienti
ipertesi mai trattati, che spontaneamente non avessero assunto farmaci
antiipertensivi per almeno 6 mesi. Un periodo di 6 mesi €& considerato
abbastanza lungo da rimuovere completamente [leffetto sulla pressione
arteriosa dei precedenti farmaci antiipertensivi [57].

Il disegno di questo studio ha incluso un periodo osservazionale di 8 settimane

per confermare i valori pressori elevati ed eseguire i test strumentali e di

Francesca Frau, “Aplotipi del sistema beta-adrenergico e risposta ai beta-bloccanti”,
Tesi di dottorato in Scienze Biomediche, indirizzo in Fisiopatologia Medica,
Universita degli studi di Sassari



laboratorio non invasivi seguiti da un periodo di trattamento di 8 settimane con
un beta-bloccante. Tutti questi step sono stati fatti in accordo con le linee guida
internazionali [36] che raccomandano di confermare lipertensione arteriosa
essenziale in 2 o piu visite ambulatoriali entro 1-2 mesi nei pazienti ipertesi non
complicati.

Anche la durata del trattamento e la scelta di un beta-bloccante come terapia
iniziale sono in accordo con le linee guida internazionali.

In questo studio non abbiamo analizzato il “fenotipo intermedio” ipertrofia
vascolare, che potrebbe essere responsabile dell'ipertensione arteriosa nei
portatori del genotipo T825 [21] e potrebbe aiutare a stabilire una relazione
funzionale tra la variante genetica e il fenotipo finale: cid potrebbe essere
certamente considerato un limite del nostro studio. D’altro canto un punto di
forza € la scelta di coorti ben definite di ipertesi (con insorgenza prima dei 60
anni, mancanza di trattamento antiipertensivo) e normotesi (piu di 60 anni di
eta, senza storia personale o familiare di ipertensione e malattie
cardiovascolari) che provengono da aree del nord Sardegna precedentemente
documentate come geneticamente omogenee [35].

Nonostante il “clustering” di questo studio di popolazione, le frequenze alleliche
non erano sostanzialmente differenti da quelle riportati per altre coorti di
ipertesi e normotesi italiani del continente: di conseguenza i nostri risultati
possono essere estesi all’intera popolazione italiana.

Questo studio ha confermato il ruolo del gene GNB3 nella risposta
antiipertensiva all’atenololo e l'importanza del sesso nell'analisi genetica dei
tratti complessi. Nel nostro caso I'analisi genetica degli aplotipi ha condotto a
una piccola differenza nei risultati scientifici se comparata con quelli ottenuti

dalla analisi degli SNPs, piu' semplice ed economica.
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IPERTESI NORMOTESI

n 1112 203

eta’ (anni) 51 (IQR 44-58) 66 (IQR 62-70)*
sesso (F/M) 499/613 106/97

PAS (mmHg) 159 (95%Cl 157-160) 127 (IQR 120-130)*
PAD (mmHg) 106 (95%CI 105-107) 80 (IQR 70-80)*
BMI 27 (IQR 25-30) 26 (IQR 24-29)*
fumo (si'/no) 202/910 35/168

Tabella 1: caratteristiche di base dei pazienti ipertesi e dei controlli normotesi
HT:ipertesi, NT: normotesi, PAS:pressione arteriosa sistolica, PAD: pressione arteriosa
diastolica, BMI: indice di massa corporea. | dati sono espressi come mediana e range

interquartile (IQR) o come media e intervallo di confidenza del 95% (CI). * p<0.05.
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Amino allele
GENE SNP refSNP posizione HW (p) MAF %2 p
acido minore
ADRB1 A145G Ser49Gly rs1801252 115794026 G 0.86 0.12 1.04 0.31
C1165G Arg389Gly | rs1801253 115795046 G 0.11 0.27 0.44 0.51
T-47C Cys19Arg | rs1042711 148186541 C <0.001 0.20 0.51 0.47
ADRB2 | G46A Gly16Arg | rs1042713 148186633 A 0.002 0.42 0.25 0.62
C79G GIn27Glu rs1042714 148186666 G 0.02 0.32 2.06 0.15
A3882C intron 9 rs11064426 | 6823518 C 0.37 0.30 0.30 0.59
GNB3 Gb5249A intron 9 rs2301339 6824885 A 0.77 0.29 0.004 0.95
C825T Ser5500Ser | rs5443 6825136 T 0.69 0.28 1.22 0.27

Tabella 2: dettagli dei polimorfismi dei geni ADRB1, ADRB2 e GNB3 e analisi di

associazione con l'ipertensione arteriosa ([ 12, p-value) per la coorte totale (maschi e

femmine).

HW: Hardy-Weinberg; SNP: polimorfismo di un singolo nucleotide; MAF: frequenza

dell’allele minore.
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GENE (SNPs) aplotipo frequenza (%) X2 p
AC 0.61 0.001 0.98
ADRB1 (A145G, C1165G) AG 0.27 0.53 0.46
GC 0.12 1.26 0.26
TAC 0.37 0.69 0.40
TGC 0.31 0.44 0.51
ADRB?2 (T-47C, G46A, CGG 0.18 0.40 0.53
C79G) TGG 0.09 1.08 0.30
TAG 0.03 0.65 0.42
CAG 0.01 0.44 0.51
AGC 0.68 0.02 0.90
GNB3 (A3882C, G5249A,
CAT 0.27 0.39 0.53
C825T)
CGC 0.03 0.02 0.88

Tabella 3: analisi di associazione degli aplotipi essenziale dell’intera coorte (maschi e

femmine) con I’ipertensione arteriosa essenziale.
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COOORTE
APAS4 APAD4 APAS8 APADS
COMBINATA
GNB3 SNP mediatDS p mediatDS p mediatDS p mediatDS p
C825C (n=160) -26.2+17.8 -18.7£11.1 -26.3+19.1 -19.5+11.7
C825T (n=134) -20.3£17.9* -17.1+11.7 -20.9+17.0 -16.7£11.6
T825T (n=28) -18.0+18.5 0.008 | -15.5+11.2 | 0.21 | -13.4+17.7* | 0.002 | -15.3¥11.9 | 0.10
A3882A (n=149) -26.1+17.3 -18.6x11.4 -26.4+18.4 -19.7+£11.8
A3882C (n=136) -21.2+18.4 -17.1+11.3 -21.5+18.0 -16.3+11.1
C3882C (n=30) -15.1+18.4* 0.004 | -15.0#11.1 | 0.38 | -12.4+17.3* | 0.001 | -15.4+11.7 | 0.08
G5249G (n=153) -26.5+18.1 -18.7£11.5 -27.0+£19.1 -19.6+£11.8
G5249A (n=128) -20.5+£18.3* -17.1+£11.8 -20.5£17.2* -16.3+11.3
A5249A (n=29) -16.6+£16.6* 0.003 | -15.6+£10.9 | 0.43 | -12.4+£17.3* | <0.001 | -15.4+11.7 | 0.09
FEMMINE APAS4 APAD4 APASS8 APADS
GNB3 SNP mediatDS p mediatDS p mediatDS p mediatDS p
C825C (n=74) -32.4+18.4 -23.2+¢10.6 -32.0£17.9 -21.7+£10.0
C825T (n=63) -22.3+£17.6* -18.5+12.1 -22.2+17.1* -16.8+11.1
T825T (n=12) -13.2+16.0* | <0.001 | -13.8+10.2* | 0.001 | -8.5+15.2* | <0.001 | -12.4+13.0* | 0.005
A3882A (n=70) -32.2+17.3 -23.2+10.7 -31.2+16.7 -21.8+10.1
A3882C (n=67) -23.0£19.2* -18.5+11.9 -23.7£19.1* -17.2+£10.9
C3882C (n=13) -13.3£15.3* | <0.001 | -14.4+10.0* | 0.004 | -8.6+£14.6* <0.001 | -12.8+12.6* | 0.004
G5249G (n=72) -33.1+17.7 -23.2+10.6 -32.6x£17.5 -21.8+10.0
G5249A (n=62) -22.6£17.6* -18.6+£12.2 -21.9+17.7* -17.0£11.0
AB249A (n=13) -13.3+15.3* | <0.001 | -14.4+10.0* | 0.003 | -8.6+14.6* <0.001 | -12.8+12.6* | 0.004

Tabella 4. Analisi di associazione degli SNPs del GNB3 con la pressione sistolica e diastolica dopo

il trattamento con I’atenololo (APAS and APAD). | dati a 4 e a 8 settimane sono riportati per la

coorte combinata (maschi e femmine) nel pannello in alto e per le sole femmine nel pannello in

basso. p<0.05 vs wild-type (correzione Bonferroni).
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COORTE COMBINATA APAS4 | APAD4 | APAS8 | APADS
APLOTIPI p p p p
ADRBL1 (A145G, C1165G) 0.88 0.95 0.83 0.91
ADRB2 (T-47C, G46A, C79G) 0.29 0.26 0.42 0.60
GNB3 (A3882C, G5249A, C825T) 0.01 0.92 0.07 076
FEMMINE APAS4 | APAD4 | APAS8 | APADS
APLOTIPI p p p p
ADRBL1 (A145G, C1165G) 0.83 0.79 0.98 0.96
ADRB2 (T-47C, G46A, C79G) 0.38 0.09 0.32 0.38
GNB3 (A3882C, G5249A, C825T) 0.02 0.52 0.002 0.44
MASCHI APAS4 | APADA4 APASS APADS8
APLOTIPI p p p p
ADRB1 (A145G, C1165G) 0.85 0.97 0.52 0.72
ADRB2 (T-47C, G46A, C79G) 0.78 0.96 0.68 0.68
GNB3 (A3882C, G5249A, C825T) 0.17 0.94 0.99 0.98

Tabella 5: analisi di associazione degli aplotipi con la risposta antiipertensiva (sistolica

e diastolica, APAS e APAD) dopo 4 e 8 settimane di terapia con atenololo. Pannello

superiore: coorte combinata, pannello centrale: femmine, pannello inferiore: maschi.
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