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A novel molecular marker for endothelin-A
receptor gene — lack of association between G1354C
polymorphism and arterial disease in males

Nowy marker molekularny genu dla receptora endotelinowego typu A
— brak zaleznosci migdzy polimorfizmem G1354C a choroba miazdzycowa
tetnic u mezczyzn

Daniel P. Potaczek, Marek Sanak, Marek Krzanowski, Andrzej Szczeklik

Department of Internal Medicine, Colegium Medicum, Jagiellonian University, Cracow, Poland
(I Katedra Chorob Wewnetrznych Uniwersytetu Jagielloriskiego w Krakowie)

Abstract
Background. There is some evidence pointing toward endothelin system involvement in pathogenesis of
atherosclerosis, manifested as coronary heart disease (CHD) and peripheral arterial occlusive disease (PAOD).
Material and methods. In the study, |33 male patients — 46 with CHD (age 47.1 = 4.12 years), 87 with
PAOD (51.7 = 5.31) and 87 healthy controls (46.35 = 3.81) were genotyped by a polymerase chain
reaction and restrictive fragments length polymorphism (PCR-RFLP) for a endothelin-A receptor (ENDRA)
polymorphism. The allelic and genotype frequencies were compared between the groups using the z° test.
Results. The novel single nucleotide polymorphism of the ENDRA gene (G 1354C) was studied as a marker in
CHD or PAOD. Genotype distribution in each of the groups did not deviate from the Hardy-Weinberg
equilibrium. The allelic and genotype frequencies of the ENDRA gene did not differ between the groups. The
dllele G frequencies were 0.522 in CHD group, 0.506 in PAOD patients and 0.483 in controls.
Conclusions. No genetic association between allelic variants of ENDRA and CHD or PAOD was found. It is
unlikely that genetic variation at this ENDRA gene locus could contribute to the pathogenesis of arterial
disease.

Key words: atherosclerosis, endothelin, ENDRA, peripheral arterial occlusive disease, coronary
heart disease, single nucleotide polymorphism, genetic association

Streszczenie

Wistep. Istniejq przestanki wskazujgce na udziat uktadu endotelin w patogenezie miazdzycy objawiajqce;j sie
klinicznie jako choroba wiencowa (CHD) i choroba obwodowych naczyr tetniczych (PAOD).

Materiat i metody. Badaniem objeto |33 chorych mezczyzn — 46 oséb z CHD wwieku 47,1 = 4,12 roku,
87 pacjentéw z PAOD w wieku 51,7 + 5,31 roku oraz grupe kontrolng 87 zdrowych mezczyzn w wieku
46,35 = 3,81 roku. Genotypowanie polimorfizmu genu dla receptora endotelinowego typu A (ENDRA) wyko-
nano z zastosowaniem reakdji farcuchowej polimerazy i polimorfizmu dfugosci fragmentéw restrykcyjnych
(RFLP-PCR). Poréwnano czestosci wystepowania alleli i genotypdw pomiedzy grupami, postugujqc sie testem y2.
Wyniki. Poszukiwano asocjacji genetycznej nowego polimorfizmu pojedynczego nukleotydu genu ENDRA
(G1354) z wystepowaniem CHD i PAOD. We kazdej z grup czestosci wystepowania genotypdw byty zgodne
z prawem Hardy'ego-Weinberga. Czestosci alleliczne i genotypowe genu ENDRA nie réznily sie istotnie
w badanych grupach. Czestos¢ wystepowania allelu G wynosita 0,522 u oséb z CHD; 0,506 u pacjentéw
z PAOD i 0,483 w grupie kontrolnej.
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Whioski. Nie stwierdzono asocjacji genetycznej miedzy wariantami allelicznymi ENDRA a CHD i PAOD.
Zbadany wariant genetyczny genu dla receptora endoteliny nie wigze sie z ryzykiem miazdzycy tetnic.

Stowa kluczowe: miazdzyca, endotelina, ENDRA, choroba tetnic obwodowych, choroba
wiencowa, polimorfizm pojedynczego nukleotydu, asocjacja genetyczna

Introduction

The endothelin (ET) family consists of at least of three
isoforms: ET-1, ET-2 and ET-3. They act mainly in the
cardiovascular (CV) system, especially ET-1, produced
by endothelial cells. Two types of ET receptors were
cloned: endothelin receptor A (ENDRA) and endothe-
lin receptor B (ENDRB). ENDRA is distributed on va-
scular smooth-muscle cells (VSMC) and mediates vaso-
constriction. ETs, ET-converting enzymes (ECEs) and
ET receptors form the ET system, which plays a role in
the regulation of CV homeostasis. ETs counterbalance
vascular relaxation produced by nitric oxide, prostacyc-
line or atrial and brain natriuretic peptides (ANP and
BNP), thus influencing arterial blood pressure. ETs in
combination with natriuretic peptides and the angioten-
sin system also regulates blood volume [1-4].

There is some evidence that ETs participate in pa-
thogenesis of vascular diseases such as congestive heart
failure (CHF), atherosclerosis (CHD — coronary heart
disease, PAOD — peripheral arterial occlusive disease),
pulmonary hypertension, systemic arterial hypertension
and brain stroke.

Besides the potent impact on vasomotor tone, in
atherosclerosis, ET-| acts as a chemoatractant for in-
flammatory cells, activating them and stimulating cyto-
kine production. This leads to oxidization of low-densi-
ty lipoprotein (LDL). ETs remodel VSMC by promoting
muscle cell hypertrophy and collagen production. Fibro-
blasts stimulated by ETs produce matrix components.
Blood platelets respond to ETs by primary and secon-
dary aggregation [5-9].

Two classes of drugs affecting ET system were de-
scribed: ET receptor antagonists and ECE inhibitors.
Clinical application of the orally active mixed antagonist
of ENDRA and ENDRB bosentan was evaluated.
ET modifying drugs were proposed for treatment of
CHF, arterial hypertension, pulmonary hypertension,
symptomatic atherosclerosis and subarachnoid haemor-
rhage [10-12].

We did a mutational screening of ENDRA loci using
single strand conformation polymorphism and found
anovel G1354C single nucleotide polymorphism (SNP)
[13]. The aim of this study was to search for any asso-
ciations between genetic variants of the ENDRA gene
and two atherosclerotic conditions, PAOD and CHD.

Wstep

Rodzina endoteliny (ET) obejmuje co najmniej trzy
izoformy tego peptydu: ET-1, ET-2 i ET-3. Miejscem
ich dziatania jest gtéwnie ukfad sercowo-naczyniowy,
zwtaszcza w przypadku wytwarzanej przez komorki
$rédbtonka ET-1. Sklonowano 2 typy receptoréw ET:
receptor endotelinowy typu A (ENDRA) i receptor en-
dotelinowy typu B (ENDRB). Pierwszy z nich jest zlo-
kalizowany na komérkach miesni gtadkich $ciany na-
czyniowej (VSMC) i posredniczy w skurczu naczyn. En-
doteliny, enzymy konwertujace endoteline (ECE) i re-
ceptory ET tworzg uktad ET, ktéry odgrywa role w re-
gulacji homeostazy ukfadu sercowo-naczyniowego. En-
doteliny réwnowaza naczyniorozkurczowe dziatanie
tlenku azotu, prostacykliny, a takze przedsionkowego
i moézgowego peptydu natriuretycznego (ANP i BNP),
wptywajac tym samym na ci$nienie tetnicze. Wspolnie
z peptydami natriuretycznymi i uktadem angiotensyny
reguluja rowniez wypetnienie fozyska naczyniowego
[1-4].

Istniejag dowody na to, ze ET biorg udziat w patoge-
nezie choréb uktadu krazenia, takich jak zastoinowa nie-
wydolnos$¢ serca (CHF), miazdzyca, choroba wierico-
wa serca (CHD), choroba obwodowych naczyn tetni-
czych (PAOD), nadcisnienie ptucne, nadcisnienie tetni-
cze i udar moézgu.

W przebiegu miazdzycy, oprécz wywierania silne-
go wplywu na napiecie wazomotoryczne, ET-| dziata
jako czynnik chemotaktyczny dla komérek zapalnych,
aktywujac je i pobudzajac wytwarzanie cytokin. Pro-
wadzi to do oksydacji lipoprotein o matej gestosci
(LDL). Sprzyjajac przerostowi komorek miesniowych
i wytwarzaniu kolagenu, ET wywotuje przebudowe
VSMC. Pobudzone przez ET fibroblasty wytwarzaja
sktadniki macierzy migdzykomérkowej. Endoteliny
dziafajg na ptytki krwi, wywotujac agregacje pierwotna
i wtérna [5-9].

Z dwoch klas lekéw wptywajacych na ukfad ET (an-
tagonistdw receptorowych ET oraz inhibitoréw ECE)
zastosowanie kliniczne znalazta posta¢ doustna miesza-
nego antagonisty ENDRA i ENDRB — bosentanu. Su-
gerowano roéwniez potencjalne zastosowanie tych le-
kéw w terapii CHF, nadcis$nienia tetniczego, nadcisnie-
nia ptucnego, objawowej miazdzycy i krwotoku pod-
pajeczynéwkowego [10-12].
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Table I. Charakterystyka badanych pacjentow
Tabela I. Characteristics of the subjects studied

Controls Patients with PAOD Patients with CHD

Grupa kontrolna Pacjenci z PAOD Pacjenci z CHD
n 87 87 46
Age, mean = SD (years) 46.35 + 3.81 51.7 531 47.1 £4.12
Wiek (lata)
Fasting homocysteine [umol/l] 15.27 = 3.97 14.7 = 5.66 15.6 + 6.36
Stezenie homocysteiny na czczo
Diabetes 0% 16.4% 4.5%
Cukrzyca
Hypertension 22% 31.5% 21%
Nadcisnienie tetnicze
Fontaine scale score, mean (1-4) 0 2 0.33
Srednia w skali Fontaine’a
Coronary heart disease 0 21% 100%
Choroba wiericowa serca
Tobacco smokers (%) 525 90 75
Osoby palace tyton

PAOD — peripheral arterial occlusive disease (choroba obwodowych naczyn wieficowych); CHD — coronary heart disease (choroba wiencowa serca)

Material and methods

Study group

Male patients with CHD (n = 46, age 47.1 + 4.12
years) were diagnosed by clinical manifestation (stable
angina) and their disease was confirmed by coronaro-
graphy. Male patients with PAOD (n = 87, age 51.7 *
+ 5.3| years; mean Fontaine scale score = 2) were
diagnosed on clinical criteria followed by angiographic
examination. The control group consisted of 87 healthy
men (age 46.35 + 3.81 years). Risk factors for athero-
sclerosis like diabetes mellitus, hypertension, tobacco
smoking and elevated fasting homocysteine were ascer-
tained in all groups. Clinical characteristics of the stu-
died subjects are given in Table |.

ENDRA genotyping

DNA was extracted from peripheral blood leuko-
cytes by a standard method. ENDRA G1354C SNP was
genotyped by PCR-RFLP method. Amplification was
carried out using Taq polymerase (0.75 U, Finnzymes,
Espoo, Finland), and specific primers: 5’-CAGACCG-
GAGCAGCCATAAG and 5-TACCTTGCGGTTTTG-
GAAAGC in 30 uL volume 7.5 pmol each, with 3 uL of
STR buffer (Promega, Madison, WI) and 0. ug of geno-
mic DNA. Thermal profile was 95°C for 2 min followed
by 34 cycles of 95°C — 30's, 58°C — 30 s and 72°C for
| min, with the final extension at 72°C for |0 min. Qua-
lity of amplification was controlled by 0.75% agarose
gel electrophoresis (Figure ). PCR product was dige-
sted with restrictive endonuclease Mae Il (2U, Roche,
Germany) at 55°C overnight (Figure 2). Restriction frag-

Metoda polimorfizmu konformacyjnego pojedyncze-
go taricucha DNA poszukiwano mutacji w obrebie locus
ENDRA i znaleziono nowy polimorfizm pojedynczego
nukleotydu (SNP) G1354C [13]. Celem niniejszego ba-
dania byto wykrycie zaleznosci miedzy wariantami ge-
netycznymi genu ENDRA i dwiema chorobami o etio-
logii miazdzycowej — PAOD i CHD.

Materiat i metody

Badana grupa

Mezczyzn z CHD (n = 46) w wieku 47,1 * 4,12 roku
zdiagnozowano na podstawie obrazu klinicznego (stabil-
na dfawica piersiowa), a rozpoznanie potwierdzono ko-
ronarograficznie. Diagnoze PAOD u 87 chorych mez-
czyzn w wieku 51,7 = 5,31 roku ($rednia niedokrwienia
w skali Fontaine’a = 2) postawiono na podstawie kryte-
riéw klinicznych i wykonanego nastepnie badania angio-
graficznego. Grupa kontrolna obejmowata 87 zdrowych
mezczyzn w wieku 46,35 = 3,81 roku. We wszystkich
grupach oceniono czynniki ryzyka miazdzycy, takie jak
cukrzyca, nadci$nienie tetnicze, palenie tytoniu i zwiek-
szone stezenie homocysteiny w osoczu na czczo. Charak-
terystyke kliniczng badanych przedstawiono w tabeli |.

Oznaczanie genotypu ENDRA

Za pomocy standardowej metody nieenzymatycz-
nej z leukocytow krwi obwodowej izolowano DNA.
Genotyp SNP ENDRA G1354C oznaczano przy uzyciu
techniki amplifikacji polimerazows reakcja tancuchowa
i trawienia restrykcyjnego (PCR-RFLP). Amplifikacje
przeprowadzono w objetosci 30 ul z zastosowaniem

www.angiologia.pl 137



Acta Angiol., 2004, Vol. 10, No. 3

185 bpm

Figure |. Results of polymerase chain reaction. Agarose gel
electrophoresis with ethidium bromide staining. ‘185 bp’ indi-
cates an expected fragment size (lanes 1-4). Lane 5 — a blank
sample. A size marker (pBR322/Alul) — lane 6

Rycina I. Wynik reakcji faricuchowej polimerazy. Elektro-
foreza w zelu agarozowym barwionym bromkiem etydyny.
»185 bp” (bp — pary zasad) — spodziewany produkt reakji
(Sciezki 1-4). Sciezka 5 — kontrola reakcji. Marker dtugosci
DNA (pBR322/Alul) — $ciezka 6

ments were separated and genotypes scored (Figure 3)
on acrylamide gel using automated electrophoresis
(AlfExpress, Pharmacia, Sweden).

Polymorphism sequencing

To verify the polymorphic site of allelic variants we
sequenced amplification products of 2 opposite homo-
zygotes. The amplification products, after purification
with High Pure PCR Purification Kit (Boehinger Mann-
heim, Mannheim, Germany), were directly sequenced
by dideoxy terminator method, using BigDye Sequen-
cing kit v. 3.0 on ABI Prism 377 sequencing instrument
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).

Results

We found a novel ENDRA G1354C SNP, which was
useful for genetic association studies. Genotypes distribu-
tions in the groups studied conformed to the Hardy-We-
inberg equilibrium. The genotype and allelic distribution of
the ENDRA G1354C polymorphism is presented in
Table Il. The variant G allele frequencies were 0.522 in
the CHD group, 0.506 in PAOD patients and no significant
difference was found between patients and healthy con-
trols in whom this allele was observed with frequency 0.483.

Discussion
Single nucleotide polymorphisms could play a role
in atherosclerosis related CV diseases, such as CHD and
PAOD. In some studies, the associations between diffe-
rent polymorphisms and PAOD or CHD were investi-

CTGTGACTCCGGGAA

CTGTGAGTCCGGGAA, 35,

Figure 2. The fragments of genotyped alleles. The Mae llI
restriction site is shown in frame. The presence of cytosine
(underlined) in the allele cut by restrictase

Rycina 2. Fragmenty alleli, ktérych genotypy oznaczano.
Miejsce trawienia Mae Ill ujeto w ramce. Restryktaza rozcina
fragment, gdy obecna jest cytozyna (podkreslona)

polimerazy Taq (0,75 U, Finnzymes, Espoo, Finlandia) i
swoistych primeréw: 5’-CAGACCGGAGCAGCCATA-
AG i 5-TACCTTGCGGTTTTGGAAAGC (oba po 7,5
pmol), oraz 3 ul buforu STR (Promega, Madison, WI) i
0,1 ug DNA genomowego. Profil termiczny reakcji byt
nastepujacy: 95°C przez 2 min, a dalej 34 cykle (95°C
— 30, 58°C — 30 s i 72°C — | min), z koricowym
etapem elongacji 72°C przez 10 min. Jako$¢ amplifikacii
oceniono w elektroforezie w 0,75-procentowym zelu
agarozowym (ryc. |). Produkt PCR trawiono endonu-
kleaza restrykcyjna Mae Il (2U, Roche, Niemcy) w 55°C,
przez |12 godz. (ryc. 2). Fragmenty restrykcyjne rozdzie-
lano na zelu akrylamidowym z zastosowaniem elektro-
forezy automatycznej (AlfExpress, Pharmacia, Szwecja),
uzyskujac tym samym wynik genotypowania (ryc. 3).

Sekwencjonowanie polimorfizmu

W celu weryfikacji miejsca polimorficznego przepro-
wadzono sekwencjonowanie produktéw amplifikacji u
dwach przeciwstawnych homozygot. Produkty amplifika-
cji, po oczyszczeniu z zastosowaniem zestawu High Pure
PCR Purification Kit (Boehinger Mannheim, Mannheim,
Niemcy) poddano bezposredniemu sekwencjonowaniu
metoda znakowanych dideoksyterminatoréw, przy uzy-
ciu zestawu BigDye Sequencing kit v. 3.0 na sekwenato-
rze ABI Prism 377 (Applied Biosystems, Foster City, CA,
Stany Zjednoczone).

Wyniki

Znaleziony przez autoréw niniejszej pracy howy po-
limorfizm typu SNP genu ENDRA — G1354C — okazat
sie uzyteczny do badan asocjacji genetycznych. Rozktad
czestosci genotypow w niniejszym badaniu byt zgodny
z prawem rownowagi Hardy’ego-Weinberga. Czesto-
$ci genotypow i alleli dla polimorfizmu ENDRA G1354C
przedstawiono w tabeli Il. Czgstos¢ alleliczna warian-
tu G wynosita 0,522 w grupie oséb z CHD oraz 0,506
wsrod pacjentéw z PAOD, co nie stanowito istotnej
réznicy w poréwnaniu z czgstoscia zanotowana w gru-
pie kontrolnej, w ktoérej stwierdzono wystepowanie
tego allelu w 0,483 zbadanych chromosomow.
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226 bp

29 3 31 32 33 34 35 3 37 38 39 40 41 42 43 44 45
Czas [min]

Figure 3. Results of genotyping. Polyacrylamide gel electrophoresis. Lane | — a size marker. Lanes 2, 4, 5 and 8 — heterozygotes
(C/G). Lanes 3 and 6 — C/C homozygotes. Lanes 7 and 9 — G/G homozygotes. The length of indicative fragments pointed

Rycina 3. Wyniki genotypowania. Elektroforeza w zelu poliakrylamidowym. Sciezka | — wskaznik dtugosci; sciezki 2, 4, 5 8
— heterozygoty (C/G), $ciezki 3 i 6 — homozygoty C/C, sciezki 7 i 9 — homozygoty G/G. Zaznaczono dtugo$é¢ charakterystycz-
nych fragmentéw restrykcyjnych (bp — pary zasad). Na osi poziomej przedstawiono czas elektroforezy w minutach

Table II. Genotype and allelic frequencies of ENDRA G1354C SNP
Tabela Il. Czestosci genotypéw i allelu G dla polimorfizmu G1354C ENDRA

Controls Patients with PAOD Patients with CHD
Grupa kontrolna Pacjenci z PAOD Pacjenci z CHD
(n=87) (n=87) (n = 46)
Genotype frequency (n)
Czestos¢ genotypu (n)
C/C 0.276 (24) 0.253 (22) 0.2(9)
C/G 0.483 (42) 0.483 (42) 0.56 (26)
G/G 0.241 (21) 0.264 (23) 0.24(11)
Allelic frequency 0.483 0.506 0.522

Czestosc allelu G
PAOD — peripheral arterial occlusive disease (choroba obwodowych naczyn wieficowych); CHD — coronary heart disease (choroba wieficowa serca)
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Figure 4. Schematic representation of the endothelin A receptor gene. The sites for translation initiation (ATG) and termination
(TGA\) are indicated. Exons are represented by closed boxes and are numbered

Rycina 4. Schemat genu genu receptora endotelinowego typu A. Zaznaczono miejsca inicjacji (ATG) i terminacji translacji
(TGA). Eksony przedstawiono w formie czarnych ponumerowanych prostokatow

gated. For example, it was shown that K469E polymor-
phism of the ICAM-| gene was a risk factor for PAOD,
whereas C242T SNP of the p22 PHOX gene is not as-
sociated with PAOD [14, |15]. Similar studies on gene
polymorphisms were performed in CHD, and indica-
ted that polymorphisms of human stromelysin-1 and
fractalkine receptor CX3CRI genes could be involved
in pathogenesis of CHD, while an intron 4a/b eNOS gene
polymorphism was not associated with severity of CHD,
although protective effect against the development of
myocardial infarction was suggested [16—18].

A role of genetic polymorphisms within endothelin
system genes, including ENDRA, in CV system was also
investigated [19]. Moreover, some examples of func-
tional ENDRA gene polymorphisms related to cardio-
vascular system diseases were published recently, e.g.
Tzourio et al found a positive association between mi-
graine and -23 1 A/G ENDRA polymorphism [20].

We report on ENDRA G1354C SNP, a novel mole-
cular marker for ENDRA gene. As suggested by previo-
us studies, the endothelin system could participate in
the pathogenesis of atherosclerosis and related CV di-
seases, such as CHD and PAOD. The aim of this study
was to search for any association between a novel EN-
DRA gene marker and CHD or PAOD in males.

The ENDRA gene is localized on chromosome 4. It
spans more than 40 kilobases (kb) and consists of eight
exons and seven introns. The scheme of the ENDRA
gene is presented in Figure 4. The 3’-flanking region of
the gene is characterized by the presence of polyade-
nylation signal, followed by six GT clusters [21, 22, 23].

The polymorphism investigated by us localizes 1354
bp (base pairs) downstream of the ATG initiation co-
don in exon 8 of the 3’-noncoding region. G1354C po-
lymorphism does not change the aminoacid sequence
of the coded protein. Theoretically, a single nucleotide
mutation in the 3’-untranslated region of the gene co-

Dyskusja

Polimorfizm pojedynczego nukleotydu moze odgry-
wac role w chorobach ukfadu sercowo-naczyniowego
o etiologii miazdzycowej, takich jak CHD i PAOD. W kilku
badaniach oceniano asocjacje migedzy réznymi polimorfizma-
mi genetycznymi a PAOD lub CHD. Wykazano na przy-
kiad, ze polimorfizm K469E genu ICAM-I jest czynnikiem
ryzyka PAOD, podczas gdy SNP C242T genu p22 PHOX
nie jest skojarzony z PAOD [14, |5]. Podobne badania
polimorfizméw przeprowadzono w przypadku CHD, gdzie
stwierdzono, iz polimorfizmy genéw dla stromelizyny- |
i receptora fraktalkinowego CX3CRI moga uczestniczy¢
w patogenezie CHD, podczas gdy intronowy polimorfizm
4a/b genu eNOS nie wigzat sie ze stopniem ciezkosci CHD,
cho¢ zasugerowano jego efekt ochronny polegajacy na
przeciwdziataniu rozwojowi zawatu serca [16—18].

Badano takze asocjacje z uktadem sercowo-naczy-
niowym niektorych polimorfizméw genéw dla ukfadu
endoteliny, w tym ENDRA [19]. Ostatnio opisano réw-
niez przyktady czynnosciowych polimorfizméw genu
ENDRA zwiazane z ukfadem krazenia. Tzourio i wsp.
[20] odkryli istotng asocjacje genetyczng miedzy poli-
morfizmem —-23 1 A/G ENDRA a migrena.

Zbadany przez autoréw niniejszej pracy polimorfizm
typu SNP genu ENDRA G1354C jest nowym molekular-
nym markerem tego genu. Jak sugeruja wyniki opublikowa-
nych badan, ukfad ET moze uczestniczy¢ w patogenezie
miazdzycy i zwiazanych z nig choréb uktadu sercowo-na-
czyniowego, takich jak CHD i PAOD. Celem niniejszego
badania byto znalezienie zaleznosci miedzy nowym marke-
rem genetycznym ENDRA a CHD lub PAOD u mezczyzn.

Gen ENDRA znajduje sie na chromosomie 4. Obej-
muje ponad 40 000 par zasad i sktada sie z 8 eksonéw
oraz 7 intronéw. Na rycinie 4 przedstawiono schemat
genu ENDRA. W regionie 3’ tego genu niepodlegaja-
cym translacji znajduje si¢ sygnat poliadenylacji, a takze
6 odcinkéw sekwencji bogatych w pary GT [21-23].
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uld affect polyadenylation of the transcript or transla-
tional efficacy, as exemplified by the functional polymor-
phism of the prothrombin gene G202 10A [24]. Howe-
ver, in our study we could not test this hypothesis.
If this silent polymorphism were associated with a change
of the receptor function, there could exist a linkage di-
sequilibrium between an allelic variant and the disease.
A similiar mechanism was demonstrated for the inte-
grin a2 gene [25]. Thus, ENDRA G1354C SNP could
be a marker for a functional polymorphism of the EN-
DRA gene.

Within the three groups of subjects that we genoty-
ped, i.e. CHD and PAOD patients, and healthy controls
we did not find any statistically significant differences in
genotype or allelic frequencies of the SNP. Our results
do not support any association between polymorphism
of the ENDRA gene and the risk for development of
PAOD or CHD. Additional studies, involving ENDRA
mRNA and protein expression within the vessel wall,
seem to be required to investigate the role of this re-
ceptor in pathogenesis of arterial disease.

Conclusions
No association between G1354C allelic variants of
ENDRA and risk for CHD or PAOD was detected. It is
unlikely that genetic variation at the ENDRA gene locus
could contribute to the pathogenesis of arterial disease.
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